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II. INTRODUCCION.

"La ficcién nunca supera a la realidad, sélo la precede”.

Umberto Eco.
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I1.1. PREFACIO.

La sinapsis constituye un elemento crucial en toda investigacién neurobiolégica.
Durante m4s de 50 afios, las principales y numerosas investigaciones en este campo se han
centrado, fundamentalmente, en la dilucidacion de los mecanismos que intervienen en el
proceso de neurotransmision, concebido desde el dngulo de un sistema rdpido y completamen-
te reversible de sefializacién y comunicacion entre las células nerviosas. Siguiendo esta linea
se han puesto de manifiesto actualmente los fundamentos fisiolégicos y también moleculares
del proceso de transmision (neurotransmisores, receptores, canales y flujos de iones, etc.). Sin
embargo, esta dptica ofrece, a veces, la falsa imagen de la sinapsis como una estructura

anatémica y funcionalmente estable.

A pesar de ello, la idea de una sinapsis como una estructura inestable y sujeta a
variaciones de cardcter (incluso anatémico), se hace evidente a la luz de recientes descubri-
mientos (ver Wernig y Herrera, 1986; Wernig y Dorléchter, 1989; Hall y Sanes, 1993). El
concepto de plasticidad hace referencia a esta propiedad en el sentido mds amplio, y muchos
de sus aspectos fueron ya puestos de manifiesto a principios de siglo por Cajal. Incluso se han
relacionado las propiedades pldsticas de la sinapsis con fendmenos de naturaleza tan oscura
como el aprendizaje y la memoria. Igualmente esta idea fue avanzada por Cajal al proponer
que las "expansiones neuronales” eran estructuras modificables con capacidad para orientarse
direccionalmente de acuerdo a determinadas corrientes nerviosas o seguin redes de asociacién
preferente en respuesta a ordenes reiteradas. Actualmente, estas afirmaciones empiezan a
adquirir notable soporte experimental sobretodo a nivel del sistema neuromuscular (Wernig,

1991).
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Aunque el sistema nervioso es objeto de cambios pldsticos en su sinaptologia, no cabe
duda de que la plasticidad neuronal adquiere un grado mdximo de expresividad durante el
desarrollo embrionario o, en el adulto, en la reparacién regenerativa de una lesién (Bennett,
1983). Parece ser que en estas dos situaciones operan mecanismos celulares y moleculares
similares y que estos también pueden operar como substrato de los fenémenos pldsticos en
el organismo adulto intacto (Brown y cols., 1981a; Slack y cols., 1983; ver sin embargo

Cotman y cols.,1993).

Durante el desarrollo, el proceso de establecimiento de contactés sindpticos, tanto entre
células nerviosas como con las fibras musculares, puede ser separado conceptual y
cronolégicamente en las siguientes etapas (Bennett, 1983): (1) establecimiento de contactos
sindpticos iniciales y redundantes por un proceso de reconocimiento intercelular; (2)
eliminacién de los contactos redundantes asociado 0 no a la muerte neuronal fisiolGgica; (3)
estabilizacién sindptica; (4) remodelacién sindptica en el adulto.

En las etapas 2,3, y 4 es donde la plasticidad sindptica adquiere un particular relieve.
En los perfodos iniciales del desarrollo, Ia organizacién de la conectividad entre las células
nerviosas y las fibras musculares no adopta una conformacion que se pueda considerar como
"definitiva". Es caracterfstica de las fases iniciales del desarrollo del sistema nervioso y
neuromuscular, la redundancia en la produccion, tanto de elementos neuronales diferenciados
como de conexiones. El nivel de actividad muscular juega un papel esencial en el proceso de
remodelacion citolégica y sindptica que dard lugar al establecimiento del patrén de
conectividad con la complejidad y precision propias del organismo diferenciado (Redferm,
1970). Por ejemplo, el incremento de actividad neuromuscular conlleva a una aceleraci6n del

proceso de eliminacién de sinapsis redundantes (O’Brien y cols.,1978; Thompson, 1983 a y
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b). Asi, la actividad de una sinapsis en desarrollo tiene un determinado significado crucial en
su posterior determinismo. También es bien manifiesta la importancia de la actividad en la
regulacion de los cambios pldsticos en el sistema adulto (ver por ejemplo, Wernig y Herrera,

1986).

Segiin Wernig y Dorlochter (1989), los cambios pldsticos de las uniones neuromuscu-
lares pueden ser clasificados en: (1) plasticidad inducida experimental o accidentalmente (por
ejemplo por denervacién o mediante €l uso de ciertos agentes paralizantes); (2) plasticidad
durante del desarrollo normal, consistente en fendmenos que conducen a la primoinervacién
de la fibra muscular, muerte de motoneuronas, multiinervacion y eliminacion sindptica; (3)
plasticidad continuada que se produce en el adulto normal y bajo condiciones fisioldgicas. En
el capitulo de introduccién se comentardn tanto el apartado (2) como el (3) y s6lo se hardn

inferencias en la plasticidad inducida para ilustrar algin concepto.

En la presente introduccion se dedicard especial interés al periodo de desarrollo del
sistema neuromuscular debido a que muchos de los mecanismos y capacidades neurales que
aparecen en este periodo se observardn también en la edad adulta. En este sentido, Goodman
y Shatz (1993) proponen que en el establecimiento de la primoinervacion (edad embrionaria
y perinatal) concurren dos tipos de procesos: procesos "actividad-independiente” que incluyen
a los mecanismos que participan en la progresién del ax6n hasta su célula diana, y procesos
"actividad-dependientes” como son las situaciones que conducen a la muerte de motoneuronas
en el perfodo perinatal y a la eliminaci6n sindptica postnatal. Segin estos autores, los procesos
"actividad-dependientes” no se limitan a los perfodos de desarrollo inicial sino que continuan

actuando durante toda la vida del organismo.
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11.2. PLASTIQIDAD NEURAL DURANTE EL DESARROLLO,

En el estudio de la formacion y desarrollo de las uniones mioneurales se han de
considerar los diferentes papeles que juegan las diferentes células involucradas en ia formacién
de las estructuras y funcionamiento de tan complejo 6rgano como es la sinapsis neuromuscu-
lar. La datacion exacta de los periodos de formacién y maduracion de las uniones
neuromusculares varfa en funcion de la especie y modelo muscular considerado. Asi por
ejemplo, los embriones de pollo ya presentan transmision neuromuscular a los 4-6 dias de
incubacion (Landmesser y Morris 1975), en los embriones de roedores a los 14-15 dias de
gestacion (Diamond y Miledi, 1962) mientras que en los embriones humanos no es hasta las
8 semanas de vida embrionaria que se puede considerar que las sinapsis son funcionales
(Juntunen y Teravainen, 1972).

Por otro lado, la formaciér y maduracién tanto morfoldgica, fisioldgica como
molecular de las sinapsis neuromusculares no se reduce al periodo embrionario si no que
persiste varias semanas despu€s del nacimiento (revisado por Betz, 1987 y por Thompson,
1985). Sin embargo, la naturaleza exacta de las influencias hereditarias y/o epigenéticas que
operan durante las interacciones iniciales entre axones motores en desarrollo y los miotubos
no son bien conocidas hasta la fecha (Miller y Stockdale, 1987; Sanes, 1987). Una vez estas
sinapsis han madurado (animales adultos) entran en una fase de remodelamiento sindptico
constante, que observa muchos de los mecanismos usados en ¢l periodo embrionario. Estos
fenémenos de remodelacion o plasticidad sindptica, habituales en el adulto normal, son menos
llamativos que en el periodo de desarrollo por lo que durante mucho tiempo se sostuvo la
hipdtesis de que el sistema neural adulto no tenia remodelacién alguna, a diferencia de lo que

sucede en otros tejidos.
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I1.2.1. FORMACION DE UNIONES MIONEURALES EN EL. EMBRION.

En los roedores se establece la unidn mioneural cuando el misculo ain estd formado
mayoritariamente por miotubos multinucleados, y con muy pocas fibras inmaduras (Diamond
y Miledi, 1962). El crecimiento intramuscular del nervio estd mediado por multiples axones
que se caracterizan por presentar unas especializaciones distales, de morfologia bulbosa,
denominados conos de crecimiento. Cada uno de estos axones estd inmerso en una masa de
células de Schwann, que envuelve ademds a otros axones (ver Purves y Litchman, 1985 para
una amplia revision).

Los conos de crecimiento de los axones embrionarios son estructuras bulbosas con gran
actividad anabdlica, por los que recibe un gran aporte de nuevos materiales por flujo axoplds-
mico anterégrado (Burmeister y cols., 1988). Este aporte masivo es el responsable de que
incremente la presién intra-axonal de la porcion distal 1o que esto se traduce en la tipica
bulbosidad comentada anteriormente (Dailey y Bridgman, 1991). El cono de crecimiento es
el responsable de la elongacion axonal (crecimiento) y también del reconocimiento especifico
de su célula diana. La elongacién del axon se produce por incorporacién de nueva membrana
al axolema del cono (se ha sugerido que para reducir la presion intra-axonal de la bulbosidad),
y esto podria inducir la incorporacién de nuevo material al citoesqueleto de la terminacion
nerviosa (ver para revision Lockerbie, 1987 y Smalheiser, 1990). Los conos de crecimiento
estdn en constante cambio de morfologfa por continuadas emisiones filopddicas. Los filopodios
(constituidos esencialmente por cadenas de actina) exploran el substrato de forma arbitraria
hasta que contactan con un substrato propicio para "anclarse" (ver mds adelante matriz
extracelular; Reichardt y Tomaselli, 1991 para revision). A partir del momento en que el cono

de crecimiento (filopodio) tiene un punto de sujecion se configura el citoesqueleto en esa
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direccidn por ensamblamiento de miosina, neurotibulos y neurofilamentos (Lockerbie, 1987,

Torigoe, 1988).

Durante el periodo embrionario los axones en crecimiento estdn dotados de una elevada
capacidad para moverse hacia las células musculares para establecer sinapsis. Sin embargo,
el movimiento se detiene cuando el cono de crecimiento axonal ha alcanzado el lugar
adecuado para realizar el contacto sindptico. Este cambio, obviamente es consecuencia de la
inactivacion réversible de los mecanismos que gobiernan el movimiento del terminal; es decir,
del ensamblaje local del citoesqueleto (Mitchinson y Kirchner, 1988). En este sentido, la
actina y la familia de moléculas derivadas (actin binding), son particularmente relevantes en
todos los procesos (Smith,1988). Las proteinas actin binding (profilina, fodrina, gelsolina,
trompomiosina, fimbrina, espectrina, vinculina, sinapsinas, etc) intervienen directamente en
el control dindmico del estado de polimeracién de los monémeros de actina y en la interaccién
de las fibras de actina con estructuras citoplasméticas y de membrana, siendo, alguna de ellas,
modulada por la fluctuacién de la concentracidn de calcio intracelular (Vrbovd y cols., 1978).
Asimismo se ha demostrado experimentalmente que los niveles de calcio intracelular en los
conos de crecimiento se correlacionan con su capacidad para moverse; existiendo una concen-
tracién dptima que promueve el crecimiento (por ejemplo 200nM para las neuronas de Heliso-
ma), mientras que concentraciones superiores o inferiores producen una detencién del mismo
(Cohan y cols., 1987). Tomando en consideracion estos hechos experimentales, se puede
relacionar las fluctuaciones intracelulares de calcio con la actividad eléctrica en los terminales;
una mayor actividad sindptica comportarfa un mayor acumulo de calcio intracelular por
apertura repetitiva de los canales de calcio y la consiguiente inhibicién de la motilidad del

terminal (Vrbovd y cols, 1988). Estudios recientes implican, ademds, a la composicién
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lipidica (contenido en 4cidos grasos) del cono de crecimiento axonal, ya que esta se modifica

antes de establecer contacto sindptico (Martin y Bazan, 1992).

Una vez que las fibras nerviosas se aproximan a las fibras musculares en desarrollo,
se establecen frecuentes contactos entre grupos de axones (envueltos por 1a célula o las células
de Schwann) y 1a fibra muscular (Diamond y Miledi, 1962). La diferenciacion de los conos
de crecimiento de las terminaciones presindpticas estd asociada con los cambios de
composicién de las organelas axonales. Asf, en esta fase de la sinaptogénesis, decrece el
volumen de los tibulos del retfculo endoplasmdtico (R.E.), desaparecen las formas muiti-
vesiculadas, también decrecen los microtibulos y sin embargo aumentan los neurofilamentos,
asf como la presencia mitocondrial y de vesiculas sindpticas (Burmeister y cols., 1988; Dailey
y Bridgman, 1991). Es también en este momento cuando se desarrollan las zonas activas y
sus particulas asociadas (Ko, 1985). Pese a que las zonas activas aiin no estdn presentes, dado
que no se ha establecido aun contacto mioneural y, por tanto, no hay diferenciacién postsindp-
tica de estructuras relacionadas con la neurotransmision, los conos de crecimiento ya son
capaces de liberar neurotransmisor (ACh) de una forma cudntica (Young y Poo, 1983).

En las fases tempranas del contacto mioneural la superficie postsindptica es ain muy
inmadura (ver para revision Salpeter, 1987a). Las dimensiones del pliegue primario y
hendidura sindptica son muy variables en esta fase y la ldmina basal no estd completamente
desarrollada. El sarcolema postsindptico presenta intermitentes engrosamientos, cortos y
convexos (similares a los habituales en las crestas maduras), sin ninguna de las especificidades
del tipo de filamentos estructurales que se suelen ver asociados a estas densificaciones en el
adulto normal. Tampoco se pueden apreciar pliegues secundarios. Las partfculas de AChR y

AChE estdn presentes de forma muy precoz en el componente postsindptico embrionario
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(Noakeswy cols., 1993), y se disponen de forma difusa por toda la superficie del miocito por
lo que se les detecta en menor densidad que en las formas maduras y precisan de la presencia

neural para su completa agregacion y distribucién (Sohal, 1988).

Una vez establecido el contacto mioneural, el miisculo o factores derivados de este,
pueden regular la diferenciacion del componente presindptico, mientras que los factores
neurales contindan la induccién de la diferenciacion muscular (demostrado in vitro por Bixby
y Reichardt, 1985). A nivel sindptico, la ldmina basal se ve alterada tanto por la diferencia-
cién del componente pre- como postsindptico, sin embargo no parece jugar ningin papel
determinante en las uniones mioneurales en su fase temprana, y si que puede colaborar
directamente o0 dando soporte a la diferenciacién sindptica mas tardia. En una reciente
publicacién, Balicegordon y Litchman (1993), en un estudio in vivo, sugieren que la célula
muscular embrionaria juega un papel trascendental en la configuracién de la sinapsis en el

perfodo de desarrollo.

La ldmina basal de las fibras musculares embrionarias (miotubos) es una condensacion
de la matriz extracelular rica en glicoproteinas, especialmente en laminina y fibronectina.
Estas glicoproteinas estdn relacionadas con el crecimiento axonal especifico y dirigido hacia
las fibras musculares diana (Reichardt y Tomaselli, 1991). Toda la superficie de los miotubos
presenta idéntica composicion de ldmina basal antes del primer contacto sindptico, de manera
que toda la superficie de las fibras musculares embrionarias es potencialmente receptiva a los

contactos sindpticos (Sanes, 1985).
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Al establecerse el contacto neural (sinapsis) se fusiona la ldmina basal del miotubo con
1a del cono de crecimiento, a partir de este momento se pueden diferenciar dos tipos de ldmina
basal: una ldmina basal sindptica y otra extrasindptica. Ambas presentan diferentes caracteristi-
cas estructurales y funcionales (ver Sanes, 1989).

Por un lado, la Idmina basal sindptica constituye el sostén estructural de macromolécu-
las relacionadas con 1a neurotransmision (por ejemplo AChE y AChR), y es rica en moléculas
de 1a familia de las agrinas (muy relacionadas con la distribucidn de la moléculas de AChR;
Lieth y cols.,1992). A nivel ultraestructural, esta ldmina basal sindptica consta solamente de
una capa electrén-densa (Salpeter, 1987a). Por otro lado, la ldmina basal extrasindptica
pricticamente no se modifica y sigue siendo rica en glicoprotefnas del tipo laminina y
fibronectina. A nivel ultraestructural en la ldmina basal extrasindptica se distinguen dos capas:
una capa electrén-densa separada de la superficie muscular por una capa electrén-hicida
(Salpeter, 1987a).

No es hasta los ultimos dias del periodo embrionario y primeros neonatales en que se

desarrolla la consolidacién y especializacion de la ldmina basal (Chiu y Sanes, 1984).

Por otro lado, la aparicion de las moléculas de acetil-colinesterasa (AChE) viene
determinada por la actividad muscular, de manera que de forma muy precoz se pueden
detectar agrupaciones de moléculas de colinesterasa en la ldmina basal (por ejemplo en

anfibios Cohen y cols., 1984).

En el momento del nacimiento, la morfologfa de la unién mioneural ya estd mds
claramente definida, y sélo algunos aspectos de su maduracién ain estdn por completar

(Bennett, 1983 para revision). Un importante conjunto de axones de pequefio calibre,
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cubiertos por procesos de la célula de Schwann, tienen muiltiples contactos con la ‘superﬁcie
de las células musculares. Esta region en que varios axones, cubiertos de una masa glial
comiin, estdn en contacto directo con un componente sindptico también comtn se denomina
convencionalmente "complejo de unién mioneural”. En este momento se da la circunstancia
de que cada fibra muscular estd multiinervada y posteriormente (ver apartado 11.2.4 en este
capitulo) se procederd a la eliminacidn de las sinapsis redundantes hasta legar al estado de
monoinervacién que caracteriza a las células musculares del animal adulto (Betz, 1987).

La heﬁdidura sindptica del "complejo de unién mioneural” es de una amplitud uniforme
y contiene una ldmina basal que es el resultado de la combinacidn de distintas ldminas basales
presentes (muscular, axonal y glial). Las moléculas AChR ya se concentran en esta superficie
postsindptica del complejo de union, apareciendo densificaciones similares a las habituales en
las formas maduras (Noakes y cols., 1993) y el sarcoplasma subsindptico se enriquece de
vesiculas cubiertas (coated), en una mayor proporcién que en fases mds tardfas (Bennett,
1983).

Ocasionalmente se pueden observar identaciones de la superficie postsindptica pero no
es habitual que los miocitos de animales recién nacidos presenten pliegues secundarios. La
aparicién y desarrollo de los pliegues secundarios ocurre entre el nacimiento y las primeras
semanas de vida, dependiendo del animal y misculo considerado (ver Salpeter, 1987a). La
membrana postsindptica densificada penetra pues por las oberturas de los pliegues secundarios
conforme estos se desarrollen (Salpeter, 1987a). Durante el mismo periodo en que se
desarrollan los pliegues secundarios ¢l mimero de terminaciones motoras por placa motora

declina (consistente en la eliminacién de la multiinervacion).
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11.2.2. PRIMOINERVACION: FACTORES DE REGULACION

2.2.1. Matriz extracelular.

Varios factores extracelulares pueden promover el crecimiento neural y ayudar a dirigir
a las neuronas motoras dentro del misculo embrionario (ver Bennett, 1983 para revisién). De
las mﬁltiples moléculas presentes en la matriz extracelular, la laminina parece ser la mds
frecuentemente implicada en promover la elongacion neural (Manthorpe y cols., 1983).
Probablemente los componentes de la matriz extracelular no contienen informacién especifica
de los diferentes miocitos diana. Asf por ejemplo, la laminina puede promover el crecimiento

neural hacia varios miocitos diana (Olwin y Hall, 1985).

Miiltiples experiencias apuntan hacia esta importante participacién de muchas de las
macromoléculas asociadas a la matriz extracelular (M.E.C.) tanto en la migracién de las
neuronas a nivel de la cresta y tubo neural como en el posterior crecimiento axonal y
sinaptogénesis (Sanes, 1983). Las neuronas y Sus axones tienen una determinada "capacidad
adhesiva™ a ciertas moléculas de la matriz extracelular, de tal manera que el crecimiento
axonal embrionario sigue unos recorridos preferentes definidos por esta determinada
adhesividad (Letourneau, 1975).

Se han aislado miiltiples macromoléculas presentes en la M.E.C. de los miotubos que
tienen capacidad de promover el crecimiento axonal. De entre estas son destacables la lamini-
na, coldgeno II y IV, proteoglicanos y fibronectina (Gundersen, 1987). De todas las
macromoléculas presentes en la M.E.C. parece que, como se ha indicado, la laminina
(glicoprotefna no colagenosa) es la mayor promotora de este crecimiento axonal preferencial.

Se sabe que l1a laminina de la matriz extracelular (M.E.C.) de estos miocitos estd unida

11
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de forma no covalente al proteoglicano hepardn-sulfato y, sorprendentemente, anticuerpos
anti-laminina no bloquean el crecimiento axonal embrionario (Edgar y cols., 1984). Sélo se
ha podido limitar el crecimiento axonal en experimentos en los que se han usado anticuerpos
anti-complejo laminin-hepardn-sulfato (Matthew y Patterson, 1983). Parece ser que la laminina
es determinante para la ramificacion de los axones en situacién intramuscular y la posible
accion del hepardn-sulfato se limita a Ia elongacidn del cono de crecimiento (Hantz-Ambroise
y cols., 1987).

La ldmina basal del cono de crecimiento axonal presenta también una serie de
macromoléculas que actian como receptores para las moléculas de la matriz extracelular de
los miotubos. Concretamente, la integrina de la M.E.C. axonal actiia como principal receptor
para la laminina, aunque no es la unica macromolécula presente en el M.E.C. axonal con esta

capacidad (Buck y Horwitz, 1987).

Las integrinas activadas por la laminina pueden traducir la sefial a través del axolema
e inducir la elongacion axonal por dos posibles vias: (1) interaccionando directamente con las
proteinas del citoesqueleto y/o (2) regulando los niveles axoplasmdticos de mensajeros
secundarios relacionados con la elongacidn (por ejemplo, i6n calcio) (ver Reichardt y Tomase-

1li, 1991 para revisién).

Una vez se ha establecido el contacto sindptico (primoinervacién), la ldmina basal
muscular sufre una serie de variaciones a este nivel para, como se ha comentado, diferenciarse
en ldimina basal sindptica mientras que el resto de superficie del miotubo, que prdcticamente
no se modifica, pasa a ser ldmina basal extrasindptica. La ldmina basal sindptica se enriquece

en macromoléculas con probada capacidad organizativa. De estas la familia de las agrinas es
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la mds relevante. Las agrinas inducen a la congregacion de las moléculas de AChR en el drea
sindptica y, de forma secundaria, de las moléculas de AChE (Rubin y McMahan, 1982). La
presencia del axén no es determinante para la aparicién de las moléculas de agrinas ni de
AChHR ya que aparecen en miotubos que se desarrollan de forma aneural (Sohal, 1988; ver

también Reichardt y Tomaselli, 1991).

En la ldmina basal sindptica hay también otras macromoléculas con capacidad
organizativa. Por ejemplo, diferentes isoformas de la laminina, macromoléculas de la familia
de los proteoglicanos y de los coldgenos (estos ultimos contactan con las macromoléculas de
la 14mina basal del cono de crecimiento colaborando en la concentracién de las moléculas de
AChHR -Sanes y Chiu, 1983-), y también tienen cierta capacidad organizativa el condroitin

sulfato, lectinas, isoformas de las agrinas, etc (Sanes, 1989 para revisién).

Por otro lado, la ldmina basal tanto del cono de crecimiento como de las fibras
musculares embrionarias presenta unas estructuras filamentosas que pueden interaccionar entre
ellas adhiriendo las dos l4minas basales por mecanismos homofilicos. Genéricamente a estas
estructuras filamentosas se las ha denominado "moléculas de adhesion celular” (CAM). Esta
capacidad adhesiva entre ldminas basales no es exclusiva del sistema nervioso y, por ejemplo,
estdn descritas CAM en diferentes epitelios (Edelmann, 1990). Las macromoléculas CAM son
glicoproteinas con un extremo hidréfobo y otro hidréfilo unido por dcido sidlico con funcién
"bisagra" (Edelmann, 1990). Recientemente, se ha propuesto la posible participacion del dcido
sidlico, en forma polimérica (dcido polisidlico), de las moléculas CAM como un importante
modulador del patrén de ramificacién de las terminaciones nerviosas en crecimiento

(Rutishauer, 1992 y 1993; ver también Rougon y cols., 1993).

13
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Los mioblastos embrionarios ya presentan moléculas CAM en su superficie por lo que
se ha sugerido que estas moléculas puedan mediar en la fusion de los mioblastos para
configurar los miotubos (Covault y Sanes, 1986). Se ha sugerido también que las moléculas
CAM puedan desarrollar una limitada participacion en la primoinervacion, ya que anticuerpos
anti-CAM pueden alterar en gran medida el contacto mioneural (Covault y Sanes, 1986). Por
otro lado, parece haber una estrecha relacién entre AChR y CAM ya que presentan una
distribucién similar en la superficie del miocito. Parece claro que la posible relevancia de las
moléculas CAM, tanto del cono de crecimiento como de la superficie del miotubo, esté
limitada a actuar a modo de "pegamento" inespecifico. Por otro lado, esta unién es
prerrequisito indispensable para que se produzca otra union mds especifica como es la mediada
por las macromoléculas de la matriz extracelular axonal (por ejemplo integrinas) y muscular
(por ejemplo laminina) anteriormente comentadas (Rieger y cols., 1985).

Las moléculas de adhesion de superficie neural (N-CAM, Hoffman y cols., 1982) son
uno de los posibles agentes que, con mayor especificidad, pueden buscar las terminaciones
nerviosas, en lugares especificos de contacto nervio-miisculo, y posiblemente promover la
formacion de las sinapsis (Covault y Sanes, 1985). Es prematuro juzgar el grado de participa-
cion tanto de los componentes de la matriz como de las moléculas de adhesidn celular, hasta
el momento identificados, en los fenémenos de "lazarillo” (guiar) de los axones motores hacia
sus fibras musculares diana asf como de induccién a la sinaptogénesis. Hasta 1a fecha, estos
agentes han sido claramente demostrados solo como promotores de la supervivencia neural,

crecimiento y contacto por adhesién (ver Hall y Sanes,1993 para amplia revision)
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11.2.2.2. Factores solubles de crecimiento neural.

Desde hace aproximadamente 40 afios que estd descrito, a nivel somato-sensorial, un
conjunto de macromoléculas solubles de naturaleza proteica capaces de promover el
crecimiento axonal (Levi-Montalcini y Hamburger, 1951). Estos agentes tréficos se
denominan genéricamente factores de crecimiento nervioso (NGF) y pueden ser liberados por
los tejidos diana de axones simpdticos y sensitivos (Harper y cols., 1980) as{ como también
por células gliales (Richarson y Ebendal, 1982). En el sistema nervioso central parece claro
que cada ax6n y dendrita presenta una alta especificidad para un determinado NGF, lo cual
colabora en el proceso de localizacién precisa de la célula diana por parte del axén (ver Levi
y Alemd, 1991 para revision)

Se ha sugerido que la accién del NGF sobre el ax6n estd mediada por un mensajero
secundario (por ejemplo, el ién calcio, el AMPc o determinados fosfolipidos) que, mediante
transporte axopldsmico retrégado, interferirfan en el metabolismo neural estimulando el
crecimiento axonal en la direccién en que el cono de crecimiento detecta el factor neuroactivo

(NGF; Levi y Alemd, 1991).

A nivel neuromuscular, si bien el NGF no est4 presente existen también evidencias,
aunque fragmentarias, de la existencia de sustancia/s solubles con capacidad promotora del
crecimiento del cono axonal (ver Slack y cols., 1983). Sin embargo, estas evidencias son
indirectas sin que, por el momento, esté referido ningiin experimento determinante. En este
sentido, se ha observado que extractos de misculo esquelético de ratones neonatos (Brown y
cols., 1980a) o de misculos denervados de animales adultos (Brown y cols. 1981a) tienen
capacidad tréfica o de supervivencia para neuronas motoras in vitro asi como capacidad de

incrementar la supervivencia y diferenciacion en motoneuronas espinales de ratas neonatales
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(Smith y Appel, 1981). Estos factores de supervivencia pueden colaborar a guiar a los axones
motores intramuscularmente de una forma especifica para que un determinado axén contacte
con una determinada fibra muscular. Parece claro que la fibra muscular estd involucrada en
la produccién de un factor tréfico o de supervivencia afin al axén que atrae. Asi, después de
tratar con rayos X extremidades de pollo durante el perfodo embrionario se observa como los
nervios no se ramifican normalmente en su recorrido intramuscular ya que las radiaciones han
afectado el curso de la miogénesis (a nivel de la fase mitdtica de los mioblastos), interrum-
piendo la formacién de los miotubos (Lomo, 1976).

Las protefnas de la matriz extracelular y los factores neurotréficos de origen muscular
no son promotores neurales aislados si no que, en determinadas situaciones, pueden estar
relacionados. En este sentido, se ha sugerido que la M.E.C. desempeiia un papel de reservorio
inespecffico de los factores solubles de crecimiento (Reichardt y Tomaselli, 1991). También
se ha propuesto que una posible accién secundaria de los agentes solubles neurotrdficos es la
de regulacion de las propiedades de adhesién celular (CAM) de la matriz extracelular que
facilitaria el anclaje del cono de crecimiento a la superficie de la fibra muscular (Lockerbie,

1987).

I1.2.2.3. Otros reguladores de la primoinervacion.

Parece claro que los factores mds relevantes que regulan la primoinervacién son los
relacionados con la matriz extracelular de la superficie de los miotubos y los factores neuro-
tréficos de origen muscular. Sin embargo, estdn descritas otras alternativas, que se verdn en
este apartado, que en determinadas circunstancias o de forma habitual pueden colaborar en la

primoinervacion.
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En el miisculo embrionario estdn presentes, aparte de los precursores de los miocitos,
otras células del parénquima que pueden colaborar en la formacién del primer contacto
sindptico. As{ por ejemplo, la célula de Schwann estd recubierta por una ldmina basal rica en
moléculas de adhesion celular (Neuron-glia CAM o Ng-CAM) especificas para el cono de
crecimiento del axén (Lockerbie, 1987). La presencia de las células de Schwann no es
imprescindible para la primoinervacién de los misculos embrionarios, sin embargo la célula
glial puede guiar al axén por unos recorridos de crecimiento preferentes. Por otro lado, estd
descrito que los fibroblastos embrionarios tienen una limitada capacidad de producir ciertas
moléculas neuroactivas (Covault y cols., 1987), y que esta capacidad de los fibroblastos es
independiente de la inespecifica interaccion entre las vainas conectivas del tejido muscular con

el axdén para su conduccién intramuscular (ver Sanes, 1989).

Por otro lado, hay ciertas evidencias que apuntan hacia una participacién de los campos
eléctricos (segin direccion e intensidad) en la progresién intramuscular del cono de creci-
miento axonal (Patel y cols., 1985). En este sentido, se ha propuesto que el estfmulo eléctrico
puede variar la localizacién de las glicoprotefnas (CAM) a nivel de la membrana del cono de
crecimiento (Patel y Poo, 1982). Otra hipétesis documentada sugiere que campos eléctricos
con determinadas caracteristicas de intensidad pueden modificar los gradientes idnicos
extracelulares de iones implicados en la sfntesis de las glicoproteinas del tipo CAM (por

ejemplo, los iones calcio y potasio; Sussnot y Campenot, 1986; ver también Lockerbie, 1987).
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I1.2.3. MUERTE DE MOTONEURONAS EN EL PERIODO PERINATAL.

La muerte de motoneuronas espinales ha sido ampliamente estudiada en gran variedad
de vertebrados incluyendo aves, anfibios y mamiferos superiores (rata y ratén entre otros) (ver
para revisién Jansen y Fladby, 1990, y Oppenheim, 1991). En este periodo la pérdida de
motoneuronas puede llegar a cotas muy altas (por ejemplo el embrién de pollo pierde el 50%
de sus motoneuronas en esta época; Hamburger, 1975). Estas motoneuronas degeneran y son
fagocitadas pbr las células gliales acompaiiantes. Este proceso de muerte seguida de fagocitosis
neuronal es muy rdpido para cada motoneurona de manera que pueden transcurrir pocas horas
desde que aparecen los primeros signos de picnosis hasta que la neurona desaparece totalmente

(Chu-Wang y Oppenheim, 1978).

I1.2.3.1. Competitividad entre motoneuronas.

Los axones que aparecen en busca de sus células diana, antes de la muerte celular, son
guiados de forma muy precisa hasta el misculo apropiado, pero durante la bisqueda de la
célula diana un importante porcentaje de motoneuronas no sobreviven. Parece haber una
marcada dependencia periférica, es decir, la magnitud de la muerte neuronal estd en relacién
con el mimero de fibras musculares disponibles para la proyeccién neuronal. Asi, el tamafio
del campo periférico de proyeccién seria un importante determinante del grado de
supervivencia de las motoneuronas. Por ejemplo, en los experimentos de ablacion precoz de
extremidades en embrién de pollo se provoca la muerte de casi la totalidad de las motoneuro-
nas espinales que se proyectan a estas extremidades y, por el contrario, la implantacién

experimental de un miembro supernumerario en el embrién de pollo produce un reclutamiento
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de motoneuronas que normalmente perecerian (Oppenheim, 1981). Por otra parte, en anfibios,
la amputacion de una extremidad en un perfodo del desarrollo muy temprano, induce a la
doble inervacion de los miisculos de la extremidad restante (Sheard, 1992). La explicacién
mas cominmente aceptada para interpretar estos fenémenos implica la formulacién de un
sisterna competitivo en las neuronas en desarrollo para la obtencion de uno o varios factores
deri§ados del misculo y producidos en cantidades limitadas que son imprescindibles para la
supervivencia neuronal y/o para el mantenimiento de sus contactos a partir de un determinado
momento "critico” de su desarrollo (Oppenheim, 1991, para revisién). A nivel del sistema
nervioso central, el factor de crecimiento neural (NGF), anteriormente comentado, es el
principal factor para la supervivencia neural detectado hasta el momento. Anticuerpos anti-
NGF provocan la perdida completa de neuronas en los ganglios simpdticos (Levi-Montalcini
y Brooker, 1960). Por otro lado, el NGF se ha aislado y purificado en varios animales de
experimentacién y gran parte de sus mecanismos de accién han sido dilucidados, pero de
momento no parece claro que el NGF sea producido por neuronas fuera del 4mbito somato-
sensorial. En relacion al desarrollo del sistema neuromuscular, como se ha comentado
anteriormente, existe un conjunto de hechos verificados por una sélida experimentacién, que
apuntan hacia la prediccién de la existencia de un factor o factores que operan de un modo
similar al sistema descrito (Slack y cols., 1983). Sin embargo, hasta el momento no se ha
identificado, de forma convincente, ningiin factor de caracteristicas homoélogas al NGF en el

sistema neuromuscular.
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11.2.3.2. Participacién de la actividad eléctrica en la muerte celular.

Los potenciales de accién aparecen precozmente en el periodo perinatal y tanto la
intensidad como el tipo de actividad nerviosa (patrén) puede afectar a muchos procesos
importantes, tales como la asimilacién de ciertas moléculas por la terminacion nerviosa
(Heuser, 1989a), la expresion de las proteinas contrdctiles de los miotubos (Salmons y Sreter,
1976), y gran parte de la dindmica de las moléculas de AChR de las fibras musculares (Lomo
y cols., 1980). Asf, parece l6gico que el nivel de actividad en forma de potencial de accién
y/o la contraccién muscular pueda afectar al fendmeno de la muerte de las motoneuronas. Los
experimentos con diferentes agentes paralizantes tanto a nivel presindptico (por ejemplo
hemicolina) como postsindptico (por ejemplo a-bungarotoxina) en este perfodo demuestran que
puede llegar a quedar totalmente abolida la muerte de las motoneuronas de los miisculos
paralizados (Creazzo y Sohal, 1979; Pittman y Oppenheim, 1979). Al contrario, si un
muisculo embrionario (por ejemplo de pollo Oppenheim y Nunez, 1982) es experimentalmente
estimulado tiene lugar una muerte neuronal masiva. Por otro lado, en estudios con un ratén
mutante, que ya en su fase embrionaria presenta pardlisis muscular (incluso un paro respira-
torio que los hace inviables extratitero), se observa una minima pérdida de sus motoneuronas
(Oppenheim y cols., 1984). Asf, parece confirmarse que la competitividad entre motoneuronas
puede ser controlada por la actividad eléctrica desde el mdsculo. En resumen, las neuronas
‘motoras pueden competir por un factor de supervivencia derivado del muisculo, y la
produccién de este agente neurotréfico estd regulada por el nivel de actividad muscular

(Brown y cols., 1981b; ver también Colman y Lichtman, 1993).
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I1.2.4. ELIMINACION SINAPTICA EN EL PERIODO POSTNATAL.

Las sinapsis neuromusculares ya son funcionales a los pocos dfas del primer contacto
del axdn con la fibra muscular embrionaria (Diamond y Miledi, 1962; Landmesser y Morris,
1975). Inicialmente, en un perfodo transitorio de inervacién supernumeraria, varios axones
de diferentes motoneuronas inervan la misma placa motora para cada fibra muscular (inerva-
cion polineuronal focal), e inversamente, cada motoneurona inerva a un nimero excesivo de
fibras musculares (multiinervacién). Posteriormente, aunque todos los contactos sean operati-
vos, se pierden todas menos una de las ramas axonales (eliminacion de sinapsis redundantes),
y ya en el adulto cada placa motora estd inervada, generalmente, por una sola terminacién
nerviosa (monoinervacion). Entre dos tercios y tres cuartos de las sinapsis inicialmente
formadas son eliminadas en este perfodo. Uno de los modelos neuromusculares mds estudia-
dos, en cuanto a la eliminacién sindptica se refiere, es el del misculo soleo de rata (Brown
y cols., 1976). En este modelo muscular, la pérdida de sinapsis ocurre durante las dos
primeras semanas postnatales. En el nacimiento, cada una de las 25 motoneuronas del misculo
soleo inerva un 25% de las 2.800 fibras musculares que este miisculo presenta en promedio.
En consecuencia, cada miocito del mﬁscﬁlo soleo recibe inervacion de unas cinco motoneuro-
nas. Posteriormente, hacia finales de la segunda semana postnatal, cada motoneurona del
muisculo soleo s6lo inerva a unas pocas fibras musculares (4-5 % de fibras), y a la inversa,
cada fibra muscular estd inervada por una sola motoneurona (Brown y cols.,1976). Sin
embargo la multiinervacién estd presente en muchas situaciones en el adulto normal, como
por ejemplo en el misculo sartorio de anfibios (Herrera, 1984). En los mamiferos superiores
el perfodo en que se produce la eliminacién de sinapsis supernumerarias o redundantes puede

durar entre 3 semanas y un mes después del nacimiento (Oppenheim, 1991)
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Aparentemente, solo dos factores son relevantes en la pérdida de contactos sindpticos
por las motoneuronas. (1) Por un lado, las terminaciones nerviosas de los axones motores
pueden competir entre ellas por algin substrato para mantener su contacto sindptico. En este
sentido, evidencias directas de esta influencia se derivan de miltiples estudios donde se han
llevado a cabo denervaciones parciales en modelos musculares de recién nacidos ( ver Betz,
1987 para revision). Como una consecuencia inmediata de estas denervaciones parciales,
muchas de las fibras musculares quedan monoinervadas, sin que queden dentro del miisculo
terminacione§ retraidas de la arborizacidn de los axones motores lesionados (como sucederia
en condiciones normales). Los resultados de estos experimentos demuestran que la presencia
de motoneuronas supernumerarias puede ser determinante del mimero final de fibras
musculares que cada motoneurona debiera inervar. (2) Por otro lado, hay motoneuronas que,
no estando afectadas por la denervacion y pese a no tener competidores, pierden sus contactos
con las fibras musculares. Se ha sugerido que puede estar preprogramado, para cada moto-
neurona, los contactos que debe eliminar como redundantes (Miller y Stockdale, 1987). Pero
la naturaleza exacta de las posibles influencias hereditarias y epigenéticas que puedan operar
durante las interacciones iniciales entre los axones motores y las fibras musculares no son
claras (Purves y Lichtman, 1985; Sanes, 1987). Se ha sugerido que en el fenémeno de
eliminacidn sindptica inicamente esté implicado el nivel de actividad de la fibra muscular (ver

Slack y cols., 1983).

I1.2.4.1. Posibles significados del fendmeno de eliminacién sindptica.
Una de las primeras propuestas que se han sugerido para interpretar el fenémeno de

la eliminacién de sinapsis operativas y normales en el perfodo postnatal es que las fibras
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musculares estarfan inicialmente inervadas por una serie de contactos "erréneos” 0 inexactos.
En el periodo postnatal, se perderian precisamente estas sinapsis inapropiadas (Redfern, 1970).
La eliminaci6n sindptica tendrfa, pues, una funcién "correctora” de errores producidos durante
el desarrollo embrionario. La pérdida de contactos sindpticos "err6neos” no parece ser el
inico mecanismo, si no que puede participar, en una proporcion reducida, junto con otros

mecanismos (Dennis y cols., 1981).

Por otro lado, parece haber ciertas evidencias de que la eliminacién sindptica puede
jugar un determinado papel en la distribucién definitiva de las motoneuronas dentro de los
musculos. Por ejemplo, las motoneuronas del muisculo ghiteo de los ratones adultos
distribuyen sus inervaciones con una determinada topografia en concordancia con el origen
anterior o posterior, en la médula espinal, de estas motoneuronas. En el ghiteo del animal
recién nacido esta segmentaci6n topogrdfica aiin no es evidente, ya que solo aparece tras el
periodo de eliminacion sindptica (Bennett y Lavidis, 1984). Pese a estar descritos muchos
ejemplos como el anterior, la eliminacién sindptica no responde en todos los casos a una

regulacion de la configuracion topogrdfica de la inervacién muscular (Thompson, 1983a).

Otra posibilidad en que puede estar involucrado el fenémeno de eliminacién sindptica
consiste en la precisa inervacién de cada tipo de motoneuronas a cada tipo de fibras
musculares (tipo I, II y familia de tipos intermedios) para constituir unidades motoras
homogéneas (Thompson, 1985 y Reichmann, 1990, para una mayor discusién). Hasta el
Momento del nacimiento los miocitos estdn multiinervados por motoneuronas de diferentes
tipos y, en el adulto normal, cada tipo de miocito estd correctamente inervado por su

Correspondiente tipo de motoneurona, y, por otro lado, cada "unidad motora" es uniforme (un
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determinado tipo de motoneurona inerva a una tipologia de miocitos afin). Thompson y
colaboradores (1984) han sugerido que la uniformidad de las unidades motoras estd
intimamente ligada al periodo de eliminacion sindptica. Sin embargo, estdn descritos muchos
modelos musculares que completan la homogeneidad de sus unidades motoras varias semanas
antes de finalizar el periodo de eliminacidn sindptica, como por ejemplo en el misculo soleo

de rata (Gordon y Van Essen, 1983).

Relacionado con la formacidn de las unidades motoras, otros autores sugieren que el
fenémeno de la eliminacién sindptica determina el tamaiio de las unidades motoras (nimero
de miocitos inervados por una misma motoneurona). Esta hip6tesis argumenta que durante la
primoinervacién unas motoneuronas "dvidas” por establecer sinapsis establecen contactos con
mds miocitos de los que les corresponderian. Asi, cada unidad motora del periodo perinatal
seria mucho mayor que en la edad adulta, por lo que cabe esperar que 1a configuracién final
de las unidades motoras se realice durante el periodo de eliminacién sindptica (Thompson,
1985). Por ejemplo, en el misculo soleo de mamiferos recién nacidos, el tamafio de las
unidades motoras disminuye de forma importante hasta que cada motoneurona solo inerva a
muy pocos miocitos, tal y como se observa en los animales adultos (Bixby y cols., 1980). Se
han detectado otros modelos musculares donde el tamaiio de la unidades motoras es diverso
(heterogéneo), en estos casos la eliminacién sindptica puede también contribuir a que cada
motoneurona inerve un "apropiado” mimero de fibras musculares (Thompson, 1985, para

revision).
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11.2.4.2. Participacidn de la actividad neuromuscular en el fenémeno de la eliminacién
sindptica.

El nivel de actividad neuromuscular es uno de los principales moduladores del
fenémeno de la eliminacién de sinapsis redundantes. Inicialmente, este fendmeno se estudié
mediante simple tenotomia en el periodo perinatal: la seccién de los tendones del misculo
soleo de ratas de 4 dias de vida permitié a Benoit y Changeux (1975) obseryar como los
niveles de multiinervacién no sélo se mantenian sino que eran muy superiores a los de
animales control. Sin embargo, la tenotomia en el animal adulto no altera la capacidad
contrdctil del misculo, por este motivo no pueden ser extrapolados los resultados obtenidos
en adultos a los obtenidos en el periodo perinatal. Por otro lado, la tenotomia realizada en el
perfodo perinatal, puede modificar el crecimiento y maduracién del muisculo (Thompson,
1985). El hecho de que el misculo tenotomizado en este periodo no madure correctamente
puede ser el responsable del mantenimiento de la multiinervacién, mds que la inactividad
provocada (Thompson, 1985). En otros estudios similares en los que se reduce el nivel de
actividad neuromuscular con diferentes agentes paralizantes tanto del componente presindptico
(tetradotoxina -Thompson y cols., 1979-; toxina botulfnica -Brown y cols., 1982-) como con
paralizantes del componente postsindptico (curare y ce-bungarotoxina; Duxon, 1982) confirman
que la inactividad muscular mantiene y/o aumenta el nivel de multiinervacién en el periodo

perinatal.

Por otro lado, la estimulacion artificial del nervio cidtico de ratas neonatales acelera
la eliminacién de las sinapsis redundantes, asi como la maduracién del contacto sindptico
(Thompson, 1983b). Se ha sugerido que en el fen6meno de eliminacion sindptica inicamente

esté implicado el nivel de actividad de la fibra muscular (ver Slack y cols., 1983).
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11.2.4.3. Mecanismos de modulacién de la eliminacion de sinapsis redundantes.

En relacion a la eliminacidn sindptica en el periodo perinatal, muchos autores apuntan
la necesidad de establecer un sistema competitivo, similar al descrito en el apartado de
eliminacion neuronal, en el cual solo sobreviva, en dltimo extremo, un contacto sindptico por
cada fibra muscular. Debe existir un substrato en cada miocito por el que los axones
compiten, y este substrato o agente neurotrdfico es, con toda probabilidad, de origen muscular
(Jansen y cols., 1978; ver también Slack y cols., 1983). En determinadas condiciones, la
produccion pof parte del miocito de esta 0 estas substancias se reduce. La fibra muscular
puede provocar su monoinervacién si la cantidad de agente neurotréfico producido es
suficiente tinicamente para el mantenimiento de un s6lo contacto sindptico (Thompson, 1985).
Por otro lado, y como se ha comentado en el apartado anterior, parece evidente que la
produccion de este factor neurotréfico estd intimamente relacionada con el nivel de actividad

muscular perinatal.

Se ha avanzado la hipdtesis de que el mecanismo de eliminacién sindptica, mediado
por determinadas substancias neurotréficas, permitirfa la seleccién de las terminaciones
motoras mds operativas con la consiguiente pérdida de los axones motores menos capacitados
(ver Thompson, 1985). Ribchester y Taxt (1983) estudiaron la reinervacién de mmisculos
lumbricoides de rata con algunas de sus ramas paralizadas con tetradotoxina y observaron que
las terminaciones motoras menos activas (paralizadas) eran reemplazadas por terminaciones
motoras activas (no paralizadas). Ridge y Betz (1984), en un experimento similar al anterior,
estimularon sélo algunas ramas de las motoneuronas que inervan a los misculos lumbricoides
de rata y también observaron como los axones no estimulados eran desplazados por los axones

estimulados dentro de una misma fibra muscular. Los resultados tanto de Ribchester y Taxt
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como de Ridge y Betz indican claramente la existencia de un mecanismo a nivel neuromuscu-

lar el cual retiene a las terminaciones mds activas.

Después de revisar los aspectos mds relevantes de la plasticidad neuromuscular durante
las diferentes fases del perfodo del desarrollo, se inicia en el siguiente capitulo una
recapitulacion de Ios mecanismos de remodelacion en la edad adulta enfatizando en las

situaciones de plasticidad sindptica dentro del umbral fisiolégico.
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I1.3. PLASTICIDAD NEURAL EN EL ADULTO

En el sistema neuromuscular, tanto las motoneuronas como las fibras musculares,
retienen ciertas capacidades observadas durante el perfodo de crecimiento que les permite
expresar una plasticidad estructural durante toda su existencia (Wernig y Herrera, 1986;
Goodman y Shatz, 1993). Esta plasticidad consiste en una continuada formacién y eliminacién
sindptica (remodelacién) mediada por fenémenos de crecimiento y retraccion de determinadas
terminaciones motoras. Los fendmenos que conducen a la retraccién axonal en el adulto
normal son equiparables a los mecanismos de eliminacidn sindptica acaecidos en el periodo
perinatal, y los fenomenos que inducen al crecimiento axonal (sprout) y a la formacién de
nuevos contactos sindpticos en el adulto son equiparables a su vez con los mecanismos que
modulan y conducen a la primoinervacion embrionaria (Herrera y Werle, 1990; ver también

Goodman y Shatz, 1993).

En el animal adulto normal parece existir cierto equilibrio entre las "fuerzas" que
favorecen el crecimiento neural y las que provocan la retraccién axonal. Herrera y Werle
(1990) sugieren que este equilibrio puede depender esencialmente del diferente grado de
participacion de tres factores: (1) el soporte metabélico con que las motoneuronas nutren a
sus terminaciones axonales; (2) la competitividad entre los axones motores para establecer
contactos sindpticos; y (3) la participacién del nivel de actividad mioneural en los mecanismos

de interaccion entre las terminaciones nerviosas y las fibras musculares que inervan.

Seguidamente se describen las formas bdsicas de plasticidad morfolégica del sistema

neuromuscular adulto.
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11.3.1. COMPONENTE POSTSINAPTICO ABANDONADO POR EL AXON.

El fenémeno del abandono axonal se puede reconocer, mediante microscopia dptica
convencional y con el uso de técnicas combinadas (que evidencian simultineamente al
componente pre- y postsindptico), como porciones del componente postsindptico que no estdn
ocupadas en su totalidad por el correspondiente presindptico en miisculos normales (ver por
ejemplo Anzil y cols., 1984). Estudios realizados a nivel ultraestructural (Anzil y cols., 1984)
revelan que estas zonas postsindpticas corresponden a unos pliegues secundarios normalmente
configurados ya que contienen moléculas de acetilcolinesterasa (AChE) y de receptores para
la acetilcolina (ACHR) (Courtney y Steinbach, 1981), pero con la salvedad de que no se

observa axén que los cubra.

En miisculos de animales adultos normales es infrecuente observar un componente
postsindptico con ausencia total del axén. Es relativamente mds habitual que porciones del
componente postsindptico sélo estén parcialmente ocupadas por el axon. En estas situaciones,
la terminacién nerviosa ocupa unicamente parte del ancho de la hendidura primaria y muchos
de los pliegues secundarios se abren fuera del drea de contacto mioneural. En anfibios adultos
normales existen entre 6 y 15 % de sinapsis neuromusculares parcialmente ocupadas por el
axon (Wernig y cols., 1980a y b), siendo estos porcentajes muy superiores a los encontrados

habitualmente en misculos de mamiferos adultos normales (ver por ejemplo, Wigston, 1989).
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I1.3.1.1. Retraccién axonal en las sinapsis con componente postsindptico abandonado.

Barker e Ip (1966) describieron la existencia de fendmenos de "degeneracién" de ramas
de terminaciones nerviosas motoras mediante microscopfa dptica utilizando impregnaciones
argénticas. Imdgenes similares se pueden obtener en los primeros estadios de la degeneracion
sindptica neuromuscular y durante la eliminacion de sinapsis redundantes en el periodo
perinatal.

Posteriormente, tras realizarse estudios a nivel ultraestructural, fueron descritas
evidencias derdegeneracidn sindptica a nivel del sistema nervioso central en la rata adulta
normal (Sotelo y Palay, 1971) y, a nivel del sistema nervioso periférico, en el misculo ciliar
de primates adultos normales (Townes-Anderson y Raviola, 1978). Sin embargo, hasta el
momento no se han observado signos de degeneracién presindptica a nivel neuromuscular (ni
fragmentacion, ni fagocitosis de los restos axonales, etc) en muisculos normales (Fugisawa,
1976) por lo que parece probable que las configuraciones anormales descritas en terminaciones
motoras de anfibios y mamiferos adultos normales representen fenémenos de retraccién axonal
mds que un verdadero fen6meno degenerativo (ver Wernig y Herrera, 1986).

A nivel ultraestructural, se ha podido comprobar que las sinapsis parcialmente
abandonadas por el axén presentan una evidente discrepancia entre el didmetro axonal y las
dimensiones del pliegue primario, y esta discrepancia puede ser debida a dos unicas
posibilidades: (1) por reduccién del perfil axonal o (2) por aumento del ancho del pliegue
primario. (1) El perfil axonal puede disminuir durante el proceso que conduce a la retraccién
0 bien por la reocupacion del pliegue primario abandonado por un sprout (se caracterizan por
su bajo calibre). (2) El pliegue primario puede implementar su longitud en los casos en que
los axones abandonen completamente la hendidura para formar una nueva sinapsis situada

adyacentemente al pliegue abandonado. Estudios morfométricos llevados a cabo en sinapsis
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neuromusculares de anfibios indican que ambos mecanismos pueden coexistir en un mismo

miisculo pero en diferentes sinapsis (Wernig y cols., 1980b).

El fenémeno de la retraccion axonal ha sido ampliamente estudiado en condiciones
fisiolégicas en anfibios. Los anfibios presentan una remodelacion sindptica habitual mucho
m4s lamativa que en los mamiferos. Por ejemplo, las uniones mioneurales en diferentes
momentos del ciclo anual de los anfibios muestran una marcada retraccién axonal durante el
periodo estival que conlleva al patrén de ramificacion a su minima expresion, mientras que
la misma terminacion estudiada en el perfodo de letargo invernal multiplica sus ramificaciones
por importantes fenémenos de crecimiento axonal (sprout) (Wernig y Herrera, 1986, para
revisién; ver también Herrera y cols., 1990).

En los musculos de mamiferos aduitos normales es mds frecuente observar una
continua redistribucion interna del patrén de ramificacion de las terminaciones nerviosas
("pequenas delecciones y adiciones en partes de la configuracion inicial ", Wigston, 1989) que
detectar extensas retracciones axonales o miltiples retofios nerviosos (sprout). En los mamife-
ros adultos normales es comiinmente aceptado que el abandono sindptico se produce por
retraccion axonal. En el periodo perinatal, la eliminacion de sinapsis redundantes en misculos
de mamiferos presenta, a nivel ultraestructural, muchos puntos en comin con las retracciones
axonales de la edad adulta. En este sentido, los estadios iniciales de la denervacion parcial de
musculos de mamiferos muestran gran similitud ultraestructural con las imdgenes de
retracciones axonales en musculos normales (Birks y cols., 1960). Parece evidente la
intervencidn del citoesqueleto axonal en las diferentes formas de pérdida del axén (eliminacién
sindptica, denervacién, remodelacién). Gerta Vrbovd propone la participacién de ciertas

proteasas calcio-dependientes (CANP), presentes normalmente en todos los axones, en la
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pérdida axonal en las sinapsis normalmente constituidas. Estas proteasas digieren parte del
citoesqueleto axonal en el proceso de eliminacidn sindptica perinatal (Vrbovd y cols., 1988)
y en la edad adulta (Vrbovd y Fisher, 1989). Por ejemplo, Vrbovd y Fisher demuestran que
el uso de leupeptina (inhibidor de la CANP) en muisculos denervados de animales adultos
retarda en gran medida las pérdida del axén denervado.

Asi, consideradas en su conjunto, todas estas observaciones proporcionan soporte al
concepto de retraccion parcial de las terminaciones nerviosas neuromusculares en el contexto

mds amplio de reformacién sindptica en el adulto normal.

I1.3.1.2. Modificaciones en el componente postsindptico abandonado.

La pérdida de la accion tréfica axonal de forma prolongada implica la desdiferencia-
ci6n de las estructuras postsindpticas. Miriam Salpeter (1987b) describe signos de degradacién
postsindptica (balonizacion de los pliegues secundarios y colapso de las oberturas de estos) a
las cuatro semanas de abandono total del axén por denervacién. A nivel molecular, también
se observan ciertas alteraciones como por ejemplo dispersion de moléculas de AChR sindpticas
por la superficie de los miocitos denervados (Lomo y Rosenthal, 1972).

Parece haber cierta relacion entre el comportamiento de las moléculas de AChR y los
cambios estructurales observados en las sinapsis totalmente abandonadas. En el perfodo
perinatal (Reichardt y Tomaselli, 1991) y en la edad adulta (Reist y cols., 1987) estin
descritas unas moléculas de la matriz extracelular sindptica (familia de las agrinas) que
pueden estar intimamente relacionadas con estos cambios (ver para revision Ferns y Hall,
1992; y Lieth y cols., 1992). Por otro lado, las moléculas de AChR estdn ancladas por

filamentos transmembranosos al sarcolema sindptico (Froehner, 1986).
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La desdiferenciacion del componente postsindptico abandonado puede revertir si,
eventualmente, es reinervado por un sprour. En este sentido, la célula de Schwann también
influye en el grado de diferenciacién postsindptica. Birks y colaboradores (1960) describen
que la presencia glial puede mantener hasta 130 dfas al componente postsindptico con un
aspecto cualitativamente similar al observado en la segunda semana de denervacion. La célula
glial puede también mantener agregadas a las moléculas de AChR en el zirea sindptica de
musculos denervados durante prolongados perfodos de tiempo evitando la habitual dispersién

de estas moléculas (Krause y Wernig, 1985).

Independientemente de la participacion glial, el componente postsindptico totalmente
abandonado puede subsistir, en estado de progresiva degradacion, prolongados periodos de
tiempo (estdn descritos hasta 500 dias, -Krause y Wernig, 1985-). Se ha sugerido que esta
circunstancia responde a facilitar la reinervacion de las zonas abandonadas. En este sentido,
estd ampliamente documentado que la reinervacion en musculos denervados suele ir dirigida
a las dreas sindpticas abandonadas preexistentes (Letinsky y cols., 1976; Sanes y cols., 1984;
Sanes y Covault, 1985; ver para revision Wernig y Herrera, 1986). Sin embargo, pasado un
perfodo de tiempo extremadamente largo las porciones postsindpticas abandonadas pierden

capacidad de atraccién neural y pueden desaparecer definitivamente (Jans y cols., 1986).

I1.3.1.3. Mecanismos responsables del abandono sindptico.
Los mecanismos responsables de la retraccién puntual de una rama axonal son todavia
de naturaleza oscura. Conceptualmente, se puede asumir que la disrupcién de un mecanismo

de retroalimentacion local, responsable del mantenimiento del contacto sindptico, puede
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originar la retraccion puntual de una rama axonal; de forma mds global, pueden existir ciertos
mecanismos que conduzcan a una redistribucion del volumen axonal en el patrén de
ramificacién de las terminaciones nerviosas motoras mediado por cambios locales en el
transporte axopldsmico (ver Wernig y Dorlochter, 1989, para una mayor discusion).

En este contexto, Herrera y Werle (1990), basados en estudios realizados en misculos
de anfibios, proponen la existencia de fenémenos que conllevan a una continuada elongacion
o crecimiento de las ramas axonales hasta cierto limite en que ya no son efectivas. Estos
mismos autorés sugieren que determinadas dimensiones de las arborizaciones nerviosas hacen
ineficaz el soporte metabélico hacia ellas desde el soma neural y, por tanto, disminuye su
eficacia sindptica. Desde esta perspectiva, la retraccion axonal serfa la consecuencia de la

disminucién en la eficacia sindptica de la rama que se retrae.

Jans y colaboradores (1986) observan, de entre las sinapsis parcialmente abandonadas,
que un 27% de estas presentan retracciones en situacion "central” (entre dos puntos de ramifi-
cacién o entre un punto de ramificacién y el extremo libre). Ademds, estos mismos autores
describen que en estas retracciones "centrales” suelen estar implicados filopodios y lameli-
podios de la célula glial. Wernig y Dorlochter (1989) sospechan que a nivel de estas
retracciones "centrales” puede existir un fallo local en los mecanismos de retroalimentacion
donde ramas de las terminaciones nerviosas motoras ée retiran o son desplazadas por procesos
de la célula de Schwann. Para otros autores, la célula de Schwann juega un papel deter-
minante en la retraccién axonal. En este sentido, se ha sugerido que la célula glial tiene una
continuada tendencia a cubrir por completo al axon, tendencia que estarfa contenida por
factores locales relacionados con la neurotransmision (ver Wernig y Dorlichter, 1989, para

revision).
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En este contexto, Fontaine y cols. (1986) han propuesto que un fracaso en los
mecanismos de regulacién y mantenimiento de las moléculas de AChR puede ser un factor
determinante del fallo en el mantenimiento del contacto sindptico, circunstancia que conducirfa
al abandono axonal. Otros candidatos propuestos para justificar el fracaso del contacto sindpti-
co son los factores reguladores del mantenimiento de las moléculas de AChR como por
ejemplo las agrinas (Reist y cols., 1987).

Otros autores (por ejemplo Vrbovd y cols., 1988) relacionan el fenémeno de la
retraccion de las terminaciones nerviosas con la digestién parcial del citoesqueleto axonal por
ciertas proteasas calcio-dependientes (por ejemplo las CANP comentadas anteriormente).
Segiin Gerta Vrbovd y colaboradores (1988), un aumento discreto en el nivel de neurotransmi-
sién en una terminacion nerviosa conlleva a un incremento de la concentracién del ién calcio

intra-axonal, este calcio acrecenta la capacidad litica de las CANP.
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11.3.2. RETONAMIENTO AXONAL (SPROUT).

I1.3.2.1. Evidencias de retofio axonal en misculos adultos.

Existe una amplia variedad de situaciones en las que puede obtenerse experimental-
mente el crecimiento por retofiamiento de la porcion terminal de los axones motores en el
sistema neuromuscular adulto (ver Brown y cols., 1981b). Independientemente del mecanismo
inductor utilizado (pre- o postsindptico) para la interrupcion de la neurotransmision, las células
musculares paralizadas son capaces de generar una sefial inductora del crecimiento de las
terminaciones nerviosas (Wernig y cols., 1981; Slack y cols., 1983; Bennett, 1983). Este
crecimiento "inducido” puede manifestarse, por ejemplo, en los axones que restan intactos
después de una denervacién muscular parcial (Hoffman, 1950), o como respuesta a la accién
de toxinas que bloquean la secrecién de neurotransmisor, como la toxina botulinica (Duchen
y Strich, 1968; Holland y Brown, 1981), la toxina tetdnica (Duchen y Tonge, 1973) y la
tetradotoxina (Brown y Ironton, 1977). El crecimiento axonal también puede ser inducido por
la accidn de agentes bloqueantes de los receptores postsindpticos, por ejemplo a-Bungarotoxi-
na (Holland y Brown, 1980) o por espinalizacién (Brown y cols., 1980b). De forma inversa,
la actividad inducida experimentalmente en cé€lulas musculares previamente paralizadas puede
suprimir el crecimiento axonal en la mayor parte de las condiciones experimentales
consideradas (Brown y cols., 1981b).

Por otra parte, 1a pardlisis de las células musculares, también retarda el desarrollo del
fen6meno de muerte celular de motoneuronas que tiene lugar normalmente en el decurso del
desarrollo en embriones (Pittman i Oppenheim, 1978), y retarda el proceso fisioldgico de
eliminacién de la multiinervacién polineuronal supernumeraria que tiene lugar, tanto en

condiciones normales durante la maduracién sindptica en el perfodo peri-neonatal (Duxon,
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1982), como en el decurso de la reinervacion en animales adultos (Benoit y Changeaux,
1978). Contrariamente, el aumento inducido experimentalmente en la actividad muscular
acelera la pérdida normal de motoneuronas durante el desarrollo asi como la velocidad de
eliminacién de la multiinervacién supernumeraria (Duxon y Vrbovd, 1985).

Como se ha comentado anteriormente, las células musculares inactivas podrian liberar
un agente tréfico para el crecimiento y mantenimiento de las motoneuronas y sus prolongacio-
nes (Slack y cols., 1983).

En esté contexto, algunos datos morfoldgicos indican que en musculos no tratados de
vertebrados y en condiciones normales fisioldgicas, las terminaciones nerviosas motoras
también podrfan crecer, teniendo lugar eventualmente, como consecuencia, la formacién de
nuevos contactos sindpticos funcionales. Asi, se han observado fenémenos de retofiamiento
axonal y en terminaciones nerviosas de mnisculos adultos normales de anfibios (Wernig y
cols., 1980a; Haimann y cols., 1981; Anzil y cols., 1984) y de mamiferos (Barker y Ip,
1966; Tuffery, 1971; Cardasis y Padykula, 1981; Tomds i Ferré y cols., 1987). Los
fenémenos de retofiamiento axonales, se han descrito también desde el punto de vista
electrofisioldgico, como sinapsis neuromusculares poco desarrolladas que solo pueden liberar
una cantidad suficiente de neurotransmisor para desencadenar un potencial de accién en la
célula muscular cuando se facilita a los potenciales sindpticos evocados por una salva de
estimulos de alta frecuencia, de manera andloga a como puede observarse durante el perfodo
de sinaptogénesis (Haimann y cols., 1981).

En realidad, por analogfa con los retoiiamientos axonales que se desarrollan tanto en
las sinapsis intactas después de realizar una denervacién muscular parcial, as{ como en las
restantes situaciones experimentales que inducen el crecimiento de los axones terminales, se

asume que algunas ramas sindpticas delgadas y muy poco desarrolladas de la arborizacion
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terminal pueden constituir retofios neoformados en el adulto normal (Barker y Ip, 1966;
Brown y cols. 1981b).

Se ha demostrado con metodologfa ultraestructural y citoquimica que en muchos puntos
de la zona de contacto entre el retofio axonal y la célula muscular, tanto las diferenciaciones
postsindpticas, como los pliegues secundarios o la actividad acetilcolinesterdsica de la 14dmina
basal; estin muy poco desarrolladas, pudiendo incluso estar ausentes, lo que indica,
probablemente, la nueva y reciente formacion de contactos sindpticos en el adulto (Anzil y
cols., 1984; Wernig y cols., 1984). Asi, en efecto, en misculos de anfibios en los que se ha
realizado la demostracién doble y simultdnea de las terminaciones nerviosas y del componente
postsindptico - delineado mediante el producto de la reaccién citogquimica para la actividad
acetilcolinesterdsica -, es posible observar en algunas placas motoras, pequefias zonas de
contacto sindptico en las que los pliegues secundarios estin completamente ausentes en
secciones seriadas. Es conocido que algunas diferenciaciones estructurales sindpticas (por
ejemplo, los pliegues secundarios que incrementan la superficie de la membrana de la célula
muscular) se desarrollan en un breve tiempo después de que el contacto sindptico inicial ha
comenzado a funcionar (Koenig, 1973); dado que en estas sinapsis que se estan considerando,
estdn presentes otros elementos sindpticos (por ejemplo, vesiculas sindpticas en el componente
presindptico, intima aposicién de membranas pre- y postsindpticas, actividad acetilcolineste-
rdsica y agregados moleculares de receptor colinérgico) se ha sugerido que estas zonas

puntuales de contacto pueden ser de nueva formacion (Anzil y cols., 1984).

En cualquier caso, mientras que es posible la precisa identificacién de fenémenos de
crecimiento del ax6n terminal en muisculos de anfibios (Wemig y cols., 1980 a,b; Anzil y

cols., 1984), esta identificacién es mds dificil en mamiferos (Cardasis y Padykula, 1981;

38



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,
EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Manuel Santafe Martinez

DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

Wernig y cols., 1984), dado que uno de los mejores marcadores morfoldgicos de crecimiento
axonal como los conos de crecimiento pueden llegar a no formarse en las terminaciones
nerviosas motoras de los misculos esqueléticos de mamifero (Duchen, 1973; ver también Le-
tinsky y cols., 1976). En este contexto, los candidatos mds idoneos para ser considerados
retofios axonales en proceso de sinaptogénesis, son unicamente las inusuales y muy finas
pequefias ramas terminales de escaso didmetro. Cuando se reconstruye a estas ramas
terminales a partir de microfotograffas electrénicas de secciones seriadas (Wernig y cols.,
1984), se observa que el niimero de pliegues secundarios por unidad de longitud de contacto
pre-postsindptico es menor que en otras zonas de contacto, aparentemente normales, de la
misma sinapsis. Estas finas ramas terminales o retofios, contactan también, sobre la superficie
de la célula muscular, en algunos sitios discretos donde no se observa la diferenciacién de
pliegues.

Tomadas en su conjunto, estas observaciones morfolégicas indican la formacién de
nuevos sitios de contacto sindptico por crecimiento axonal en el adulto normal (Wernig y
cols., 1984).

Algunos trabajos han observado y seguido in vivo en el curso de algunos meses, a un
pequeiio mimero de sinapsis neuromusculares individuales bien identificadas en miisculos de
ratén adulto vivo y normal, mediante la aplicacion de colorantes fluorescentes no téxicos,
realizando tinciones repetidas y observacién de las mismas terminaciones nerviosas motoras
(Lichtman y cols., 1987). Estas observaciones en un determinado perfodo de tiempo de
componentes presindpticos funcionales, han demostrado que existe un considerable crecimiento
de la mayor parte de arborizaciones axonales sindpticas en funcién del tiempo. En cualquier
caso, una importante observacion realizada a pesar de las dificultades técnicas de este plantea-

miento experimental, también ha sido que parece existir inicamente un pequeiio porcentaje
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de sinapsis que muestran signos de reformacion o remodelacion (crecimiento y retraccién) de
la conexion, en el decurso de un tiempo de observacion relativamente largo en relacién con
la vida del animal experimental (Lichtman y cols., 1987). Quizds en algunos mamiferos, el
retoflamiento axonal que ocurre normalmente, no sea un proceso que influya de forma
significativa en la morfologia de las terminaciones nerviosas. Una explicacién alternativa
podria ser que el fenémeno de reformacién sindptica - que por otro lado es real y bien
demostrado en diversos modelos experimentales -, fuera una respuesta pldstica a variaciones
en el nivel de utilizacion sindptica, y que en el ratoén adulto normalmente estabulado estas
eventuales variaciones no fueran significativas. En este sentido, es interesante tener en cuenta
que, en anfibios adultos, existe un aumento importante del mimero medio de retofios o formas
de crecimiento por sinapsis en los animales observados en el invierno - durante la época de
menor actividad del animal -, en comparacién con animales del mismo tamaiio estudiados
durante el verano. Durante el perfodo de hibernacion, se observa ademds una disminucién
concomitante en la incidencia de componentes postsindpticos abandonados y aneurales (Wernig
y cols., 1980 a). Por otra parte y en este contexto, se ha observado - también en sinapsis
neuromusculares de mamifero adulto- que las conexiones nerviosas, pueden adaptarse desde
el punto de vista morfolgico (patrén de arborizacién y complejidad), en respuesta a
variaciones fisioldgicas, minimas y de corta duracion en su nivel de utilizacion (Tom4s y
cols., 1989a). En el sistema nervioso central han sido objetivadas, ademds, otras formas de
adaptacion o plasticidad funcional como pueden ser los fenémenos de depresién y potenciacion

post-tetdnica (Zucker, 1989; Matthies, 1989).
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11.3.2.2. Origen muscular de la seiial inductora de crecimiento axonal.

Reduciendo la actividad muscular con agentes paralizantes (toxina botulinica -Duchen
y Strich, 1968- ; tetradotoxina -Brown e Ironton, 1977-) o por axotomfa espinal (Brown y
cols., 1980b) se induce la formacion de sprouts y paralelamente queda bloqueado el transporte
axopldsmico y/o la liberacién de substancias quimicas que puedan intervenir en el control de
los fenémenos de retoiio axonal (Diamond y cols., 1976). Trabajos con nervios motores
intactos demuestran que solo provocando cambios degenerativos en la fibra muscular se
provoca la aﬁaricién de sprouts. Esta circunstancia da soporte a la idea de que el unico
responsable del retofiamiento axonal es el misculo (Brown y cols., 1980a). Por otro lado,
impregnando con extractos de degeneracion nerviosa a misculos inicialmente intactos se
pueden provocar alteraciones mioliticas en estos musculos (Jones y Vrbovd, 1974). Se ha
sugerido que en este tipo de experimentos puede desencadenarse cierta reaccion inflamatoria
y que es esta la responsable de los cambios axonales y musculares observados (Lomo, 1976).
Analizadas en conjunto estas experiencias, es inequivoco el pensar en la existencia de algin
tipo de influencia de origen neuromuscular que actie como seiial inductora para el crecimiento
axonal. En este sentido, se ha hablado de la posible existencia de un factor de crecimiento
neural (motor neuron growth factor o MNGF, ver Slack y cols., para revision).

Asf pues, una de las propuestas mds comunmente aceptadas es que los cambios
musculares que siguen a la denervacion parcial pueden provocar un “estfmulo” del
retofiamiento axonal (sprout). Las propiedades de la normo-inervacion muscular son
mantenidas por la actividad muscular (Lomo y Rosenthal, 1972). Asi, es posible inducir
cambios degenerativos en el miisculo bloqueando la actividad nerviosa y, por el contrario, se
pueden prevenir estos cambios con la estimulacion eléctrica directa del misculo (Lomo y

Westgaard, 1976).

41



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,
EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Manuel Santafe Martinez

DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

11.3.2.3. Factores solubles de crecimiento nervioso.

A nivel somato-sensorial, estd ampliamente documentada la existencia de un factor de
crecimiento neural (NGF; Levi-Montalcini y Hamburger, 1951). Esta sustancia proteica es
liberada por los tejidos diana inervados por axones simpdticos y sensitivos (Harper y cols.,
1980) y por las células gliales relacionadas con estos axones (Richarson y Ebendal 1982). Se
ha demostrado la existencia de unos receptores localizados en las membranas nerviosas que
son altamente especificos para el NGF (Dumas y cols. 1979) que captan el factor neurotrofico
y lo transportan hasta el soma neural donde tiene efectos anabolizantes (Thoene y cols.,
1971). .

Este factor de crecimiento nervioso (NGF) interviene en todos los mecanismos
neurales. Por ejemplo, inyectando NGF se pueden prevenir los cambios cromatoliticos
inducidos por axotomia (Oppenheim y Nunez, 1982), y se puede guiar in vitro al cono de
crecimiento axonal con gradientes de concentracién de NGF (Gundersen y Barrett, 1980). Por
el contrario el uso de anticuerpos anti-NGF altera completamente el metabolismo superviven-
cia y desarrollo de las neuronas simpdticas y sensitivas en animales adultos (Levi-Montalcini

y Booker, 1960).

Existen evidencias, en conjunto menos compactas, de la existencia de factores de
crecimiento neural en el sistema neuromuscular. Las neurohas motoras responden a un
estimulo producido por el misculo inactivado, incrementando el crecimiento axonal y el
mimero de ramificaciones nerviosas de las arborizaciones intramusculares (Rieger y Raymond-
Pincon, 1981). Se ha hablado de la posible existencia de un factor de rebrotamiento nervioso
motor (MNGF comentado anteriormente) liberado por miisculos inactivos, factor del que se

desconoce su naturaleza y composicién pero que puede presentar una gran analogfa con el
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NGF (véf para revision Brown y cols., 1981b; y Slack y cols., 1983).

El estimulo de crecimiento axonal podria ser originado por algin producto de la
degeneracidn nerviosa, pero se han observado sprouts en ausencia de lesion axonal, en
estudios con muisculos paralizados por bloqueantes de la conduccién nerviosa (Brown e

Ironton, 1977) o de la transmisién sindptica (Holland y Brown, 1980).

Las fibras musculares inactivas presentan alteraciones en sus propiedades morfoldgicas,
contrdctiles y bioquimicas por lo que se ha propuesto que estos cambios puedan inducir un
estimulo de crecimiento nervioso (Lewis y cols., 1981). Muestra de ello es que la
estimulacion eléctrica de un musculo paralizado con toxinas inhibe la aparicion de sprouts
(Brown y cols., 1981b).

Si bien en el periodo de desarrollo las moléculas neuroactivas de la matriz extracelular
sindptica juegan un papel determinante en muchos de los aspectos de la plasticidad sindptica,
se ha demostrado (Pockett y Slack, 1982) que el estimulo de crecimiento axonal debe ser
difusible ya que una fibra muscular puede provocar la llegada de un sprout originado en
terminaciones relativamente alejadas. Pockett y Slack (1982) han propuesto que la capacidad
de difusion efectiva de un estimulo de crecimiento neural puede ser del orden del didmetro
de la fibra muscular que lo produce. Pese a todo no queda descartada la relacion de un
estimulo de crecimiento neural con componentes de la matriz extracelular sindptica (Slack y

cols., 1983).
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I1.3.3. MECANISMO DE REFORMACION SINAPTICA.

El crecimiento y la regresion de las terminaciones axonales motoras pueden tener lugar
simultdineamente en un misculo dado de anfibio adulto normal, e incluso simultdneamente en
sinapsis individuales, mientras que otras porciones de la misma sinapsis mantienen una
configuracién normal (Wernig y cols., 1980b). Este hecho sugiere que las conexiones
neuromusculares pueden estar en una situacién permanente de reformacion, aunque se conoce
muy poco respecto de sus causas, mecanismo celular y regulacién. En cualquier caso, sf se
sabe que en los fenémenos de plasticidad sindptica estructural (crecimiento y retraccién
axonal) estdn implicados una serie de cambios a nivel del citoesqueleto presindptico y la
participacién de un agente tréfico neural de origen muscular. Ambos mecanismos serdn

tratados en este capitulo.

Por un lado, en musculos de anfibios, los componentes postsindpticos total o
parcialmente abandonados se observan en mayor proporcion en los animales activos en verano
(Jans y cols., 1986), y se detecta un aumento significativo en el mimero de configuraciones
de crecimiento axonal en los animales en periodo de hibernacion; y por otro lado existe una
plasticidad sindptica estructural dependiente de la actividad en mamfiferos, justamente en el
sentido de una relacién inversa entre la complejidad estructural finalmente alcanzada por las
arborizaciones nerviosas y el nivel de utilizacién de la conexién (Tomds y cols., 1989a). Estos
hechos parecen indicar que el nivel de actividad sindptica puede ser realmente un factor de
importancia en la regulacion de la remodelacidn sindptica en el adulto normal, determinando
la complejidad que puede ser alcanzada por una conexién neural en un momento particular

de su historia funcional. Dicho en términos mds coloquiales, que la conectividad neural puede

44



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,
EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Manuel Santafe Martinez

DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

ser en parte, en el adulto, el resultado de la experiencia fisiologica inmediata y particular.

En este sentido, es bien conocido que la actividad sindptica controlada experimental-
mente puede limitar las respuestas de crecimiento axonal inducido en la mayor parte de
modelos musculares estudiados (revisado por Brown y cols., 1981b; ver también Wernig y
Dorlichter, 1989), o que posibilita la formulacién hipotética de que el crecimiento seria
inherente a las prolongaciones axonales y terminaciones nerviosas, aunque seria contraequili-
brado o incluso invertido (retraccién axonal) por un mecanismo dependiente de la actividad
sindptica (Weﬁﬁg y Herrera, 1986). Asf, se ha sugerido que la formacion de neurofilamentos
y neurotibulos - elementos que, por otro lado, son regularmente reciclados a nivel de las
terminaciones nerviosas por una proteasa dependiente del i6n calcio -, es la fuerza motriz que
impulsa el crecimiento axonal (Schlaepfer y Micko, 1979). En este contexto, las diferencias
estacionales encontradas en anfibios, o las adaptaciones pldsticas estructurales actividad-
dependientes observadas en mamiferos, podrian ser debidas a una incrementada entrada de
iones calcio en las terminaciones mds activas, con la consecuencia de un estimulo positivo
para la rotura o reciclaje del citoesqueleto terminal con la consiguiente retraccién neural o
freno en el crecimiento. Cambios opuestos podrian tener lugar en los misculos menos activos
(Wernig y Herrera, 1986; Tomds y cols. 1989a; ver también Wernig, 1991).

También se ba considerado alternativamente la hipétesis de la liberacion por parte de
la membrana de la c€lula muscular normalmente activada, de un factor difusible limitador del
crecimiento, que actuara frenando la tendencia intrinseca al crecimiento de las terminaciones
nerviosas (O’Brien y cols., 1978; Vrbovd y cols., 1978).

Es conocido que algunas substancias derivadas de la adenosina pueden realizar
importantes funciones reguladoras a nivel sindptico (Stone, 1981). Asi por ejemplo, el bloqueo

de 1a entrada de iones calcio en las terminaciones nerviosas, afecta el acoplamiento depolariza-
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cion-secrecion y la liberacion de neurotransmisor calcio-dependiente (Marsal y cols., 1980;
ver sin embargo Silinsky y cols., 1987). Algunas observaciones indican también que la
disponibilidad del ion calcio es necesaria para la diferenciacion y desarrollo adecuado de
neuronas en cultivo (Walicke y Patterson, 1981), y que los agentes bloqueantes de Ila
permeabilidad cdlcica inhiben la extension de neuritas asi como la formacion de sinapsis
neuromusculares (Suarez-Isla y cols., 1984). Aunque son necesarios mds estudios, es posible
especular en este contexto con la hipétesis de que los nucledtidos de origen pre- y
postsindptico liberados en el espacio sindptico puedan regular de forma actividad-dependiente,
algunos .aspectos del mantenimiento, patrén de ramificacion, complejidad y capacidad de
reformacion de las conexiones neuromusculares (ver también Stone, 1981).

En cualquier caso, muchas neuronas requieren también la presencia de un factor
tréfico, liberado por los tejidos a los cuales inervan, para su correcto desarrollo y
mantenimiento de las conexiones (Levi y Alemd, 1991). En este sentido, es también creciente
la evidencia de que existe un factor tréfico de crecimiento neural, de origen muscular, para
las motoneuronas (MNGF) (Brown y cols., 1981b; Bennett, 1983; Slack y cols., 1983). Este
factor, cuya liberacion podria estar ligada al nivel de actividad de la sinapsis neuromuscular
-serfa liberado por la célula muscular en menor cantidad cuanto mds activa se mantuviera-y
tendria una difusién limitada en la vecindad de las células musculares (Slack y cols., 1983).
Este factor podria ser la base del control del patrén de ramificacion y de la capacidad de
remodelacion de las terminaciones nerviosas. Se especula que su liberacion no es uniforme,
siendo posible que diferentes niveles en la secrecién de neurotransmisor entre las porciones
proximales y distales de las terminaciones nerviosas (Bennett y Lavidis, 1982; Bennett y cols.,
1986 a y b), den lugar a la aparicion, en la hendidura sindptica primaria, de un gradiente de

MNGF, lo que conllevaria la aparicién de un nuevo retofiamiento axonal cuando los extremos
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distales 'r‘nenos secretores de la arborizacion sindptica fueran insuficientes para frenar la
liberacion de MNGF en su vecindad (ver sin embargo, Tomds i Ferré y cols., 1989b). Por
el contrario, una terminacién nerviosa muy ramificada y efectiva en la neurotransmision
cudntica podria disminuir la liberacién por parte de la célula muscular del factor de
crecimiento hasta un nivel insuficiente para soportar el mantenimiento de los extremos distales
de las ramas terminales que dejarian de crecer o incluso podrian retraerse (Angaut-Petit y
Mallart, 1979; Grinnell y Herrera, 1980; Nudell y Grinnell, 1982; ver también Tomds i Ferré

y cols., 1987).

11.3.4. CAMBIOS EN LA ARQUITECTURA MIONEURAL

EN CONDICIONES FISIOLOGICAS.

Estdn descritos cambios en el tamaiio y arquitectura de las uniones mioneurales durante
el crecimiento (Oppenheim y Nunez, 1982), envejecimiento (Rosenheimer, 1985) y con
diferentes niveles fisiolégicos de actividad locomotora (Tomds y cols, 1989b).

Cuando la fibra muscular crece por hipertrofia en el adulto es necesario que el tamafio
de la placa motora aumente también ya que se precisa mds cantidad de neurotransmisor para
provocar la contraccion del miocito. Con el aumento de volumen de la fibra muscular cae la
impedancia y la transmision sindptica puede eventualmente fallar. Asi por ejemplo, el umbral
del potencial de accion sindptico disminuye en estos casos precisando de una mayor
efectividad para producirse (Wernig y Dorlochter, 1989 para mayor discusién). Una forma
de aumentar la efectividad sindptica es la de aumentar el volumen de las sinapsis y asi se

incrementard la cantidad de neurotransmisor que se libere. También puede ser actividad-
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dependiente la expresién de un factor de retofiamiento producido por la fibra muscular de
forma similar a lo que puede ocurrir en condiciones experimentales con las denervaciones
parciales (Hoffman, 1950) o por bloqueo sindptico con agentes paralizantes (Holland y Brown,

1981).

El desuso, la inactividad o la disminucién de la actividad sindptica induce la aparicién
de formas de crecimiento y retofiamientop axonal (sprous) en una gran variedad de situaciones
(Wernig y cols., 1980a y b; Brown y cols., 1980b; Pachter y Eberstein, 1984) que por otra
parte pueden ser revertidos incrementando de nuevo la actividad muscular. Se ha podido
comprobar ademds, que incluso minimas reducciones de actividad locomotora, como puede
ser por ejemplo la estabulacién en jaulas metabdlicas , conducen a cambios significativos de
la morfologia sindptica (Tomds y cols., 1989b). Una observacién habitual en miisculos
inactivos comtin a los misculos denervados o paralizados, es un importante incremento de las
formas de crecimiento (sprour) (Wernig y Herrera, 1986; Wernig y Dorlochter, 1989). A
nivel ultraestructural, los cambios en los misculos inactivos no son muy importantes, siendo
habitual observar aciimulos pseudomembranosos (myelin-like) en el citoplasma de las células
de Schwann y es mds frecuente observar que el axolema que no participa en el contacto
sindptico esté completamente cubierto por la célula glial (Pachter y Eberstein, 1984).

En otro tipo de protocolos experimentales que inducen a la inactividad muscular de una
forma no agresiva y no fisiolégica (por ejemplo, inmovilizacion de una extremidad) ya se
provoca atrofia muscular en cortos perfodos de inactividad (Fahim y Robbins, 1986). A nivel
Optico, en este tipo de protocolos se puede observar, con a-bungarotoxina marcada, una

dispersién de las moléculas de AChR por la superficie del miocito, similar a la habitual en
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los casos de denervacion (Pestronk y cols., 1976), y una reducciéon de la actividad
colinesterasa (Guth, 1969). A nivel ultraestructural, el componente postsindptico en estos
muisculos con signos de atrofia sufre importantes modificaciones: los pliegues secundarios se
hacen irregulares y ramificados y en el sarcoplasma subsindptico se pueden observar

abundantes lisosomas (Pachter y Eberstein, 1984).

La retréccién axonal en condiciones incrementadas del nivel de actividad neuromuscu-
lar es una observacién comin documentada en diferentes modelos experimentales (ver Wernig
y Herrera, 1986). Pero si el incremento de actividad es abusivo se pueden producir lesiones
mioliticas y, en consecuencia, se pueden observar fenémenos de retofiamiento (sprouts) en
lugar de retracciones axonales (ver por ejemplo Wernig y cols., 1991). Los estudios que
introducen niveles elevados y fisiol6gicos de actividad locomotora en sus protocolos
experimentales suelen observar importantes inferencias en la arquitectura sindptica. En este
sentido, Tomds y colaboradores (1989a) sometieron a ratas de laboratorio a un ligero
entrenamiento durante un mes en una "cinta sin fin" y obtuvieron impregnaciones argénticas
de terminaciones nerviosas motoras con una marcada reduccion en su complejidad de
ramificacién (pérdida de ramas) y acortamiento en su longitud total. En musculos de roedor
microestimulados a niveles fisiolégicos se ha observado que el componente postsindptico no
sufre reduccion en su longitud total pero se observa una marcada pérdida en su drea y
amplitud del pliegue primario (Mussini y Carraro, 1991).

A nivel ultraestructural, en los miisculos entrenados son evidentes los efectos del
incremento de actividad neurotransmisora. Por ejemplo, Pocock y colaboradores (1990)

observan en axones motores de misculos de insectos estimulados (Schistocerca gregaria) una
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menor densidad de vesiculas sindpticas, mayor perimetro y drea axonal, as{ como muchas
imdgenes cisternales, de mitocondrias y de vesiculas cubiertas (coated); estos autores
interpretan estos datos morfométricos como un incremento en la liberacion y reciclaje del
neurotransmisor (ver también Mussini y Carraro, 1991). Otros autores demuestran que la
cantidad de acetilcolina contenida en un cuanto estd incrementada en muisculos de rana
entrenados, pese a que en sus axones motores se observe una menor presencia de vesiculas
sindpticas (Van der Kloot y Van der Kloot, 1985). Las caracteristicas ultraestructurales del
componente postsindptico en los misculos entrenados estdn pobremente documentadas. Estd
descrita una reduccion de la ocupacién del pliegue primario por el axén (Wernig y Dorldchter,
1989), una mayor separacion entre oberturas (crestas) de los pliegues secundarios (Mussini
y Carraro, 1991). En este sentido, la mayorfa de los trabajos ultraestructurales centran su
interés en las modificaciones estructurales de los componentes postsindpticos de las sinapsis

con retraccion axonal (ver apartado 11.3.1.2.).

Estd ampliamente documentado que las conexiones sindpticas de misculos de animales
adultos se modifican con el paso del tiempo, ademds de los efectos derivados de la plasticidad
habitval en un adulto normal, por el "envejecimiento” del animal (ver Peretz, 1992, para una
amplia y reciente revisién). En estudios morfométricos comparativos entre arborizaciones
nerviosas motoras de animales ancianos y jovenes se ha observado un incremento de la
presencia de sinapsis con alguin grado de abandono axonal (sinapsis parcial o totalmente
abandonadas), asf como una sistemdtica mayor complejidad de los patrones de ramificacion
(aparecen ramas nuevas) con incremento de longitud total de las terminaciones nerviosas

motoras (Smith y Rosenheimer, 1982; Cardasis, 1983; Fahim y cols. 1983; Wernig y cols.,
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1984; Hérrera y cols. 1990). Segin Cardasis y LaFontaine (1987), en los roedores
extremadamente viejos (3 afios) se produce una disrupcion del balance entre el crecimiento
y la retraccion axonal a favor de pérdida progresiva del drea de contacto sindptico, como
consecuencia de esto, pese a haber crecimiento axonal, aparece una importante poblacién de
sinapsis totalmente abandonadas. Para Robbins y Fahim (1985) el aumento de sarcolemas
sindpticos abandonados es producto de la adicién de nuevas sinapsis totalmente abandonadas
durante el transcurso de una vida (los componentes postsindpticos totalmente abandonados
presentan una prolongada permanencia en condiciones normales).

El efecto del transcurso del tiempo en sinapsis neuromusculares también es evidente
entre animales jovenes (ain no han completado su desarrollo corporal) y adultos. Por ejemplo,
Arizono y colaboradores (1984) en un estudio con miisculos humanos de nifios y de personas
en edad adulta describen, a nivel ultraestructural, un incremento significativo de la longitud
del sarcolema sindptico asf como un incremento del mimero de pliegues secundarios en la edad
adulta.

La ultraestructura sindptica se ve muy afectada por la senilidad. Fahim y Robbins
(1982; ver también Smith y Rosenheimer, 1982) describen en misculos de ratones viejos una
menor densidad de vesiculas sindpticas, mitocondrias y drea del axdn, asf como un mayor
nimero de secciones del retfculo axoplasmdtico liso y del mimero de vesiculas coated; en el
componente postsindptico de estos muisculos se observa una gran complejidad en los pliegues
secundarios. En este contexto, Arizono y colaboradores (1984) cuantifican una longitud de
densificaciones de membrana postsindptica significativamente menor en animales seniles que
en jovenes.

Todas estas observaciones relacionadas con el envejecimiento indican l1a existencia de

una remodelacion normalmente continuada. Alternativamente, muchos de estos resultados son
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compatibles con imdgenes de sinapsis de misculos denervados o paralizados. Por esta razén
se ha propuesto que las modificaciones de la arquitectura sindptica en animales por la edad
responden a una disminucion en la actividad locomotora inherente al envejecimiento y
senilidad. En la iltima década se han publicado abundantes trabajos que refuerzan la
dependencia edad-inactividad a nivel neuromuscular. Por ejemplo, Andonian y Fahim (1987)
observaron, en misculos de ratones seniles (2 afios) fisicamente entrenados, una amortiguacién
de los efectos del envejecimiento. Otros autores, por ejemplo Julic Rosenheimer (1985),
atribuyen a determinados factores (intrinsecos o extrinsecos) las modificaciones en las sinapsis
de animales seniles; en este sentido, se han propuesto como factores de senilidad: variaciones
hormonales (por ejemplo glucocorticoides, Rosenheimer, 1985), agotamiento y bajo recambio
de las proteinas reguladoras del Ca?* axopldsmico (Smith, 1988) o enlentecimiento del

metabolismo sindptico en general (Robbins y Fahim, 1985).
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11.4. HETEROGENEA EFICACIA SINAPTICA PARA A MISMA

ARBORIZA : 1 MORFOF TONAL.

La integracidn de la informacion en el sistema nervioso se hace a partir de complejos
mecanismos presindpticos y postsindpticos. De cada motoneurona parten varios axones, y cada
uno de estos axones puede producir arborizaciones mds o menos complejas sobre una o varias
fibras musculares. Estd ampliamente documentado que los contactos sindpticos presentes en
una misma al;borizacién liberan diferente proporciéon de neurotransmisor. Por ejemplo,
después de un estimulo nervioso se observa que la densidad de vesiculas sindpticas no se
reduce uniformemente en todos los contactos sindpticos de un mismo axén (Laurie y
Tremblay, 1982). Incluso est4 ampliamente documentado que la liberacién del neurotransmisor
a lo largo de una arborizacién es mds frecuente en unas regiones que en otras (Bennett y
Lavidis, 1979 y 1982). El modelo experimental usado habitualmente en este tipo de estudios
son las sinapsis neuromusculares de anfibios por que las arborizaciones motoras de los anfibios
son extremadamente alargadas, lo que facilita la discriminacion de la actividad sindptica entre

unas porciones y otras en una misma terminacion.

II.4.1. HETEROGENEA ORGANIZACION DE LA ESTRUCTURA SINAPTICA.

11.4.1.1. Estructura postsindptica.

El estudio del componente postsindptico a lo largo de la terminacidn nerviosa se ha
evidenciado cldsicamente mediante la deteccion de actividad acetilcolinesterasa (Karnovsky
¥ Roots, 1964). Mediante esta técnica Wernig y colaboradores (1980 a y b) detectaron menor

actividad colinesterasa tnicamente en las regiones en que las terminaciones nerviosas estdn en

53



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,
EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Manuel Santafe Martinez

DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

fase de remodelacién. La deteccion de moléculas de AChE es un buen marcador de la
actividad sindptica, sin esta actividad las moléculas de AChE se degradan rdpidamente
(Brimijoin y cols., 1986). La deteccion de moléculas de receptor de la acetilcolina (AChR)
con o-bungarotoxina marcada indica Unicamente la existencia de un componente postsindptico
(Salpeter y Marchaterre, 1992). Las zonas postsindpticas en regresin registran una importante
dismiﬁucién en la densidad de AChR (Wernig y cols., 1980a), en el resto del mismo
componente postsindptico se observa una distribucién uniforme de estos receptores sin
preferencias marcadas. Pese a existir muchos estudios ultraestructurales (ver por ejemplo
Robitaille y Tremblay, 1987), hasta la fecha, no se ha estudiado la ultraestructura del
componente postsindptico para observar posibles diferencias morfométricas proximo-distales
en una misma terminacién (sin embargo y en este contexto, estd ampliamente documentado
a nivel presindptico -ver siguiente apartado-)

En resumen, hay una heterogénea distribucion de moléculas de AChE y AChR

unicamente en las zonas del componente postsindptico en fase de remodelacion.

11.4.1.2. Estructura presindptica.

Las zonas activas del axolema sindptico han sido ampliamente analizadas en relacion
a la exocitosis de las vesiculas sindpticas. La criofractura es la técnica mds habitual en este
tipo de estudios. Mediante esta técnica, Pumplin (1983) observé variaciones en la morfologfa
de las zonas activas (disposicion de las particulas de membrana) entre localizaciones préximo-
distales de las arborizaciones nerviosas. En este sentido, Herrera y colaboradores (1985) en
un estudio comparativo ultraestructural entre las motoneuronas de dos miisculos muy similares
en anfibios (Cutaneous pectoris y Cutaneous dorsi) hallaron una gran correlacién entre ¢l

contenido cudntico y la longitud de las zonas activas. La criofractura del axolema sindptico
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también revela que las zonas activas de los musculos ténicos son irregulares en forma y
espaciado de sus particulas de membrana mientras que en los musculos fésicos las particulas
de membrana de las zonas activas estdn regularmente espaciadas y configuradas (Verma,
1984). Por otro lado, la densidad de las vesiculas sindpticas entre zonas activas no varia a lo
largo de la terminacién en misculos de anfibios normales (Werle y cols., 1984).

El resto de componentes del axén se distribuyen de forma heterogénea en una misma
terminacion nerviosa. Por ejemplo, la densidad mitocondrial crece progresivamente en
direccion centrifuga hasta alcanzar la mdxima presencia mitocondrial en las regiones distales,
ademds, el didmetro del axdén y cantidad de axolema en contacto con el componente
postsindptico decrece también de forma centrifuga (Werle y cols., 1984).

Se ha propuesto que los fendmenos de retraccion axonal y regresion postsindptica son
factores que contribuyen a crear un patrén de neurotransmision heterogéneo a lo largo de una
misma arborizacién nerviosa (Robitaille y Tremblay, 1987). Y en este contexto, se ha
sugerido que los fenémenos de retoiiamiento nervioso (sprout) pueden ser el resultado de un
fracaso en la eficacia sindptica de una determinada zona de la arborizacion nerviosa (Wernig
y cols., 1984). Avala esta propuesta el hecho de que son mds frecuentes los fenémenos de
sprout de origen distal que los de origen proximal (Wernig y cols., 1984). Por otro lado, la
formacién de nuevos contactos sindpticos (inmaduros) mediante 1a generacién de sprouts
también puede ser un factor que influye en la heterogeneidad en la neurotransmisién de una
arborizacién nerviosa (ver Robitaille y Tremblay, 1987 para discusion).

En términos generales, Robitaille y Tremblay (1987) proponen que la plasticidad de
las uniones neuromusculares es el principal responsable de la heterogénea distribucion
proximo-distal, tanto de la organizacion estructural sindptica como de la liberacion del

neurotransmisor a lo largo de las arborizaciones nerviosas.
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11.4.2. HETEROGENEA LIBERACION DEL NEUROTRANSMISOR

EN TERMINACIONES NERVIOSAS MOTORAS.

11.4.2.1. Liberacién espontinea del neurotransmisor.

En la década de los 50 Del Castillo y Katz (1956) observaron en primicia una gran
variacion en la frecuencia de aparicion de potenciales espontdneos en miniatura (MEPP) en
diferentes zonas de una misma arborizacién (ver también Van der Kloot y cols., 1975 y
Tremblay y cols., 1984). Posteriormente, se ha visto que también la amplitud del potencial
espontdneo (Tremblay y cols., 1984) y el tamaifio de los cuantos liberados (Bieser y cols.,
1984) es mayor en las porciones proximales que en las distales de una arborizacién. En
términos generales, las porciones proximales tienen una mayor probabilidad para producir un
potencial en miniatura (mini end plate potential o MEPP) y también una gran probabilidad
de que este MEPP sea de mayor amplitud que en las porciones distales.

En la interpretacion de este conjunto de datos electrofisiolégicos se ha propuesto que
pueden estar relacionados, en los extremos de las terminaciones, con unas caracteristicas
estructurales presindpticas inmaduras (contacto recién formado) o en degeneracidn (retraccion

axonal) o por una insuficiente organizacién axonal (ver Anzil y cols., 1984).

La participacién del i6n Ca** es otro importante factor documentado en relacién a la
desigual liberacién espontdnea del neurotransmisor a lo largo de las arborizaciones nerviosas
(Hubbard y cols., 1968; Mathews y Wickelgren, 1977; Erulkar y Rahaminof, 1978). Las
variaciones de las concentraciones axoplasmdticas de Ca** pueden ser debidas, en parte, a una
heterogénea distribucién de canales de calcio o una diversa capacidad para tamponar (quelar)

el ién Ca ** en diferentes regiones nerviosas. Por ejemplo, Werle y colaboradores (1984)
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observan una mayor densidad mitocondrial en las porciones distales de las terminaciones
nerviosas en anfibios (las mitocondrias son importantes captadoras de calcio). En este sentido,
Herrera y colaboradores (1985) descubrieron, también en misculos de anfibios y a nivel
ultraestructural, una fuerte relacién entre el mimero de mitocondrias axonales presentes en
un contacto sindptico y la eficacia sindptica de este. Estos autores sugirieron que la baja
frecuencia en la produccion de MEPPs en las regiones distales estd intimamente relacionada

con la importante dotacién mitocondrial de estas zonas.

11.4.2.2. Neurotransmision sindptica no uniforme.

El potencial de accién presindptico (PNAP) se propéga de forma mds lenta en los
segmentos proximales que en los distales de una misma terminacion, paralelamente, conforme
avanza el potencial PNAP en direccidén centrifuga, decrece su tamaiio y el de los potenciales
sindpticos que genera (Braun y Schmidt, 1966). Barton y Cohen (1982) sugieren que este
fenémeno de perdida de intensidad a lo largo de la arborizacién nerviosa puede ser debido a
la ramificacién centrifugamente mayor del tronco axonal. En este contexto, Mallart (1984)
observa una gran densidad de canales de Na* a nivel proximal y, en una misma arborizacién,
la ausencia total de estos a nivel distal. Sin embargo, los canales para K* estdn uniformemente
distribuidos (Zefirov y Khalilov, 1985). Mallart sugiere que en las porciones proximales los
PNAP son de naturaleza activa mientras que en las regiones distales (sin canales para el Na*)
de una misma arborizacion el potencial de accién presindptico puede ser pasivo (Brigant y

Malilart, 1982).
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Por otro lado, estd ampliamente documentada una gradacidn centrifuga en la capacidad
de liberar neurotransmisor en una arborizacién nerviosa (ver para revision Robitaille y
Tremblay, 1987). En este sentido, Bennett y colaboradores (1986 a y b) observan ademds esta
gradacion préximo-distal en el contenido cuantal en terminaciones nerviosas no ramificadas.
En este sentido, Bennett y Lavidis (1982) describe que un 50% de los potenciales sindpticos
que tiene una terminacion nerviosa durante un PNAP son de origen proximal, cuando suelen

existir un mayor mimero y longitud total de segmentos distales que proximales.

En términos generales, no solo se observa una heterogénea distribucién estructural a
lo largo de la arborizacién nerviosa sino que se observa una traduccién funcional de este
fenémeno. Uno de los mecanismos mds cominmente aceptado para explicar estas diferencias
préximo-distales en anfibios implica a la existencia de fenémenos de plasticidad morfolégica
que suelen presentar los extremos distales de las terminaciones nerviosas (crecimiento o
retraccion) que puede afectar en gran medida al grado de madurez morfo-funcional de estos

segmentos (ver Robitaille y Tremblay, 1987, para revision).

58



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,
EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Manuel Santafe Martinez

DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

I11. OBJETIVOS.
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II1.1. OBJETIVO GENERICO.

El objetivo general de este trabajo es el conocimiento cuantitativo preciso por
morfometrfa de la ultraestructura sindptica (en el modelo de los contactos neuromusculares del
animal adulto normal), de sus tendencias generales de expresién y de sus eventuales
modificaciones en relacion con el nivel de utilizacion fisioldgica de las conexiones mioneurales
implicadas.

La pretensién final de este objetivo es la de conocer de forma clara la capacidad de
adaptacion pldstica de las conexiones neuromusculares en el adulto normal.

Cada una de las dos series experimentales de este trabajo tiene su propio objetivo

parcial.

1.2, ET PARCIALES.
II1.2.1. SERIE CONTROL.

El objetivo del estudio morfométrico ultraestructural de los contactos neuromusculares
de la serie control es conocer y evaluar la existencia de posibles diferencias en la ultraestructu-
ra de los diferentes tipos de sinapsis neuromusculares clasificados en funcion del grado de
inervacién o abandono axonal, que en el adulto normal es el signo relevante de la existencia

de capacidad pldstica de remodelacidn fisioldgica.
HI1.2.2. SERIE DE INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA.
El objetivo de la serie de incremento de actividad consiste en conocer la existencia,

y evaluar la magnitud y caracterfsticas, de cambios eventuales en la ultraestructura de las

conexiones neuromusculares sometidas a un incremento de uso fisioldgico.
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IV.1. HIPOTESIS DE TRABAJQ.

En el presente estudio se ha tratado de confirmar o rebatir la siguiente hipGtesis de
trabajo:

"Las terminaciones nerviosas motoras y las conexiones que generan no son

estructuras rigidas en el adulto normal sino que manifiestan fenémenos cuantificables

de remodelacién en condiciones normales y en respuesta a incrementos controlados y

fisiolégicos en su nivel de uso”.

De esta hipdtesis genérica se deriva una hip6tesis parcial para cada serie considerada:

1V.2. HIPOTESIS PARCIALES.
IV.2.1. SERIE CONTROL.

"Las formas de contacto sindptico de las terminaciones nerviosas motoras
presentan diferencias morfométricas ultraestructurales en la maquinaria de la

neurotransmisién en funcién del grado de abandono axonal”.
IV.2.2. SERIE DE INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA.
"El incremento de uso de las conexiones sindpticas neuromusculares conlleva
a una modificacién de su patrén morfoldgico por la retraccion de los axones

terminales. Este fenémeno se traduce, a nivel ultraestructural, en importantes

modificaciones pre- y postsindpticas de adaptacion a la nueva situacién”.
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V. MATERIAL Y METODOS.

"Aungque tus ojos no lleguen a penetrar con tanta agudeza como
los del famoso Linceo, no rehuses tampoco el ungiiento que
Jortalezca tu vista cansada’.

Horacio.
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V.1. ANIMALES UTILIZADOS,

Para realizar el presente trabajo se han utilizado ratas albinas cepa Sprague-Dawley
macho, de 2 a 3 meses de edad y un peso que oscila entre 225 y 250 gr. Los animales fueron

suministrados por Charles Rivers.

Todos los animales se han mantenido en las mismas condiciones de estabulacién, estas
se detallan a continuacién: jaulas estdndar de MAKROLON® (52x28x15 c¢m); dos animales
por jaula; temperatura ambiental, regulada con termostato electrénico, entre 20-22°C y
humedad ambiental relativa del 60-70%; ciclos de 12 horas de luz artificial, con neén de luz
blanca, y ciclos de 12 horas de oscuridad. Y finalmente, han sido alimentados con pienso de
mantenimiento de tipo A.04 PANLAB® y agua clorada ad libitum. Antes del inicio del estudio
los animales fueron estabulados en las condiciones descritas durante un periodo de 7 dfas de

acomodacién después de 1a fecha en que fueron suministrados.

El cuidado y manipulacién de los animales se ha realizado siguiendo las recomenda-

ciones de Helsinki (Villar, 1988).

La seleccion de animales para su distribucién en las diferentes series de estudio ha sido

aleatoria.
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V.2. MODELO MUSCULAR,
V.2.1. JUSTIFICACION.

El tipo de sinapsis que se ha escogido para realizar este estudio ha sido el neuromuscu-
lar. Las ventajas que las uniones neuromusculares ofrecen para el estudio sindptico respecto
a las del sistema nervioso central (SNC) entre otras son:

A. El reconocimiento, manipulacién y aislamiento de las sinapsis en el misculo
es mds sencilla que en el SNC.
~ B. Las fibras musculares acostumbran a estar monoinervadas, evitdndose asi
la compleja conectividad caracteristica del SNC.
C. Los principios de la regulacion del crecimiento y reconocimiento de

vecindad pueden extrapolarse, con ligeros cambios, a otros sistemas.

Por estos motivos y dado que uno de los objetivos planteados es conocer posibles
modificaciones sindpticas en respuesta a incrementos de actividad locomotora se ha escogido
como modelo experimental la sinapsis neuromuscular de un misculo de tipo funcional fdsico,
cuyo nivel de actividad estd directamente relacionado con la marcha, como es el Extensor

digitorum longus (EDL).

V.2.2. DESCRIPCION DEL MODELO MUSCULAR ESTUDIADO:
EXTENSOR DIGITORUM LONGUS.

El misculo Extensor digitorum longus (EDL) es un modelo experimental ampliamente
difundido entre los autores que en sus estudios relacionan el nivel de actividad neuromuscular
con variaciones de los contactos sindpticos en ratas (por ejemplo Rosenheimer, 1985; Mussini
y Carraro, 1991) y otros animales de experimentacion (por ejemplo ratones, Robbins y Fahim,
1985).

En las ratas Sprague-Dawley el misculo EDL es un muisculo de contraccién rdpida y
fdsica (100 Hz), situado en la porcién anteroexterna del segmento distal de la extremidad
posterior (Figura 1) y ubicado en el plano medio (Greene, 1963; Hebel y Stromberg,1986):

(1) cubierto bdsicamente por el biceps femoral anterior y, en parte, por el tibial anterior; (2)
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por su cara posterior se relaciona con el paquete de misculos peroneos. Se origina en ¢l
epicondilo lateral externo del fémur y se inserta distalmente, mediante cuatro tendones, en las
falanges distales de los cuatro ltimos dedos de la extremidad posterior. En su recorrido pasa
bajo el anillo del tarso. Su funcién es la de extensién de los cuatro tltimos dedos de la
extremidad posterior, colaborando en la deambulacién. Este misculo estd vascularizado
bdsicamente por ramas de la arteria tibial anterior. Y su inervacion depende de nervio tibial
anterior.

El misculo EDL esta compuesto por un 3 + 1% de fibras musculares del tipo I, 19
+ 5% de fibras tipo Ilay 77 + 5% de tipo IIc (Edstr6m y Larsson, 1987; Sanes, 1987).
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Figura 1: Extensor digitorum longus. Area anatémica.
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V.3. SERIES EXPERIMENTALES.

Para llevar a cabo el presente trabajo y conseguir alcanzar los objetivos propuestos (ver

apartado III) se han disefiado dos series experimentales:

Serie 1 o grupo control: formado por 12 ratas mantenidas en condiciones
estdndar de estabulacidn ya descritas (ver apartado V.1) hasta los 3 meses de edad. El
peso corporal de los animales de este grupo fue, al final del perfodo de observacién,
de 253,66 + 0,50 gr. De cada animal se estudiaron sus dos misculos EDL, asf el total

de muisculos estudiados en esta serie fue de 24.

Serie 2 o grupo experimental de incremento de actividad: formado por 12
ratas sometidas durante un perfodo de 28 dfas, de los 2 a los 3 meses, a un incremento
fisiol6gico de actividad segin un patrén de entrenamiento locomotor previamente
establecido (ver Tabla I; Tomds y cols., 1989a). El peso corporal de los animales de
este grupo adquiri6 un peso medio al final del periodo de entrenamiento de 380,66 +
20,43 gr. De cada animal se estudiaron sus dos miisculos EDL, asf €l total de miscu-
los estudiados en esta serie fue de 24.

El protocolo de entrenamiento utilizado se detalla a continuacidn:

El primer dfa se someti6 a los animales a una marcha a baja velocidad
(inicialmente 17 m/min. aumentando hasta 19 m/min. al final del dia) para su
adaptacién, y posteriormente esta velocidad se incrementé en 2 m/min. cada dfa,
llegando a una velocidad de 27 m/min. al 5° dia. Esta velocidad se mantuvo las tres
semanas restantes.

Los animales se entrenaron durante 5 dias cada semana a razén de 11
sesiones de 5 minutos de actividad separados de 8 minutos de descanso, lo que totaliza

un tiempo de 135 min./dfa de entrenamiento (55 min. de actividad, 80 min. de

descanso).
Al final del perfodo de incremento de actividad los animales habian

recorrido una distancia total de 28.545 m.
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Para el entrenamiento de los animales con incremento de actividad locomotora, se
construyd una jaula al efecto (ver Figura 2) montada sobre una mesa de madera (129 x 65 cm)
que soporta un tren de arrastre para una cinta sin fin. La inclinacién del conjunto siempre
permaneci6 a 0°. La velocidad de la cinta sin fin puede ser regulada desde 15 a 30 m/min.
Los animales se agruparon por parejas tanto para el entrenamiento, debidamente separados por
una mampara opaca (ver Figura 2), como para su estabulacién. Cada pareja de ratas se
entrené con el mismo horario cada dia de trabajo.

Para el control de los periodos de trabajo se ha utilizado un temporizador de corriente,
con una relacién ciclo conexién/desconexién regulable, ajustado a 5 minutos activo y 8
minutos inactivo.

En los extremos anterior y posterior de la jaula de entrenamiento locomotor se dispuso
una varilla metdlica que, el primer dfa de entrenamiento-adaptacion, se conecté a un pastor
eléctrico que liberaba unas descargas de 5000 voltios en 220us, a una intensidad de 3,6
mAmp. Estas descargas, de caracteristicas no lesivas, fueron suficientemente desagradables
para que los animales aprendieran a alejarse de estas zonas y asf mantener un ritmo constante
de ejercicio. La fuente de alimentacion para este segundo circuito era independiente de la del
motor de arrastre de la cinta y del temporizador, siendo el pastor eléctrico efectivo también
en los perfodos de reposo.

Originariamente se entrenaron un total de 17 animales, pero ya en el primer dfa 5 de
ellos no se adaptaron a la marcha y fueron retirados del estudio. A partir del segundo dfa, los
12 animales restantes continuaron el entrenamiento plenamente adaptadas y con el pastor

eléctrico desconectado.
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Tabla I: Protocolo de incremento de uso.

Programa de adaptacion (Semana 1)

DUuracion  ..c.oiviieiiiiiiniiii s ena 5 dias
Velocidad dia 1 ..ocoivvnviiiniininiiiiiiininiircceiinenas 17-19 m/min.
Velocidad dia 5 ..oovviiiiiinniiiinniiiniiiie e, 27 m/min.
Incremento / did ...cooiinveiiiiniiiniiiiiine e, 2 m/min.
Tiempo total entrenamiento / dia ..c..cvvvviniiinirencennnnnnnn, 135 min.
Tiempo total de actividad incrementda / dia .................. 55 min.
Duracién periodos de actividad incrementada ................. 5 min,
Numero periodos de actividad incrementada / dia ........... 11.

Duracién perfodos de reposo entre periodos de actividad.. 8 min.

En el programa de entrenamiento (Semanas 2,3,4), se ha seguido el mismo protocolo

que en el dia 5 de adaptacidn, 5 dias /semana.
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Figura 2: Jaula de entrenamiento.
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V.4. TECNICAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

V.4.1 PROCESADO DE LAS MUESTRAS.

Ambos musculos Extensor digitorum longus (EDL) fueron disecados, procedentes de
ratas sacrificadas por inhalacion letal de cloroformo, y posteriormente fueron troceados hasta
ser de 1mm’ aproximadamente, y sumergidos en solucién fijadora. El tiempo de fijacién fue
de 3 horas a temperatura ambiente en una solucién de glutaraldehido al 2,5% en tampén
fosfato pH 7,4'.

Pasadas las tres horas se procedié a la postfijacion con tetréxido de osmio al 2%
(segin el método Dalton®) durante 90 min. En este paso las muestras se oscurecen y ya se
pueden observar terminaciones nerviosas en la masa muscular. Este fendmeno permite
seleccionar, con lupa binocular, las porciones de las muestras ricas en terminaciones
nerviosas, facilitindose asf{ la posterior busqueda de uniones neuromusculares a nivel
ultraestructural.

Después de la fijacién, se deshidrataron las muestras con alcoholes de creciente
graduacién que inclufan un paso por alcohol-uranilo® para mejorar el contraste de la muestra.
Al llegar a alcoholes absolutos se inicié la inclusién en pldsticos (araldita, FLUKA) previo
paso por 1-2 dxido de propileno. La inclusién en pldsticos se obtuvo realizando pasos
consecutivos de disoluciones de 6xido de propileno y resinas epoxidas de progresiva pureza

hasta llegar al 100% de resina (compuesto 1*). Las muestras se colocaron en moldes con la

' Solucién tampén de fosfato potdsico 0,IM con fosfato sédico 0,IM a pH 7,4, a esta
solucion se le afiadié glutaraldehido al 25% guardando una relacion volumétrica de 1/10.

2 El tetréxido de osmio de Dalton se obtiene de la adicion de tampén potdsico pH 7,5
(solucion acuosa de dicromato potdsico al 5% y hidroxido potdsico), solucion acuosa de
cloruro sédico al 3,4% y solucién acuosa de tetréxido de osmio al 4%, en una relacion

volumétrica de los tres reactivos de 1/1/2 respectivamente.

* Solucién de acetato de uranilo y alcohol del 70% a partes iguales.

* Relacién ala de resina epéxida y resina endurecedora con 0,1 mi de compuesto
Plastificante.
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solucién de resinas polimerizables (compuesto I1'). Antes de pasar a la polimerizacién se
orientaron las muestras con lupa estereoscépica de manera que las fibras musculares fuesen
perpendiculares a la superficie prevista para el corte. La polimerizacion se llevé a cabo

mediante una temperatura sostenida de 60°C durante 48h.

La inclusion en araldita permite una dureza suficiente para efectuar cortes extremada-
mente delgados (cortes semifinos: 0,55um; cortes ultrafinos: 0.70nm).

Para optimizar los resultados a nivel ultraestructural se seleccionaron las muestras en
las que se habian evidenciado terminaciones nerviosas tras la osmificacion mediante la
visualizacién de los cortes semifinos obtenidos. Para la obtencién de los semifinos (0,55xm)
se utilizé un ultramicrotomo (Ultracut E REICHERT-JUNG) y cuchillas de cristal conven-
cionales. Los cortes, recogidos en agua bidestilada, fueron secados a 90°C y posteriormente
se colorearon con una solucién de azul de metileno al 2% en tetraborato de sodio, a esa
misma temperatura. Por iltimo, previa limpieza del exceso de colorante, se montaron las
muestras con D.P.X.

Los cortes ultrafinos (0,70nm), depositados en agua bidestilada se recogieron mediante
rejillas metdlicas (aleacion de cobre y niquel). Y el contraste de los tejidos para microscopia

electrénica se realiz6 con citrato de plomo al 0,2% en hidréxido sédico del 0,7%.

' Compuesto I al que se afiade 0,1 mi de catalizador -un derivado fenblico con un grupo
amino libre-.
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V.4.2. PROCESADO DE LAS IMAGENES OBTENIDAS POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA.

Las muestras visualizadas con un microscopio electrénico de transmision (MET) de alta
resolucion (Zeiss EM/10A) fueron captadas directamente por una cdmara (Bosch de alta
sensibilidad) conectada al transductor del equipo. El seguimiento de las imdgenes se realizé
mediante un monitor de TV de alta definicién (Sony, Trinitron). Mediante un magnetoscopio
(Sharp VC-685 sistema VHS) conectado al monitor de TV se grabaron las imdgenes
seleccionadas en cintas de video de alta sensibilidad (Sony ES-60). Las grabaciones se
realizaron en imdgenes estdticas de sinapsis neuromusculares tanto a 5.000X como a 10.000X.
Las grabaciones a bajo aumento (5.000X) permitieron visualizar tanto el componente pre-
como postsindptico en el mismo campo. En los casos en que la sinapsis neuromuscular fue
mayor que el campo de vision, la filmacién se realizé de forma secuencial, tomando
determinados puntos de referencia, precediéndose posteriormente a su reconstruccién (ver
siguiente apartado). Las filmaciones a mayor aumento (10.000X) permitieron captar detalles
morfolégicos (organelas,membranas densificadas, etc) tanto a nivel pre- como postsindptico

para su posterior andlisis morfométrico.
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V.5. ANALISIS MORFOMETRICO,

Las grabaciones de las imdgenes obtenidas por microscopia electrénica se analizaron
posteriormente mediante un sistema de andlisis de imdgenes semiautomdtico MOP-
VIDEOPLAN 2000 (KONTRON) al que se acopl6 el magnetoscopio y monitor de TV antes
mencionados. Las imdgenes se introdujeron en el ordenador una vez reproducidas en una tabla
de planimetria y con el uso de un puntero dptico (ambos elementos conectados al morfémetro;
ver Figura 3). Ademds, cada una de las imdgenes captadas a 5.000X fue reconstruida en papel
mediante el ldpiz dptico y la tabla de planimetrfa, asi se pudieron estudiar las sinapsis que,
por sus dimensiones, ocupaban m4ds de una pantalla o campo de vision. Estas reproducciones
sobre papel fueron a su vez introducidas en el sistema. Cabe resaltar que el sistema (pantalla
del monitor, magnetoscopio y tabla de planimetrfa) introduce un factor de aumento final de
las imdgenes de 1.93X, sobre el que ya tenfan (5.000 o 10.000) de manera que la
magnificacion real en que se ha cuantificado ha sido de 9.650X y 19.300X. Sin embargo, en
la descripcién de los pardmetros se ha usado una nomenclatura que hace referencia al aumento
de la captacién en MET m4s que al aumento final. Asf, "5X" indica que el pardmetro se ha
cuantificado a un aumento de 9.650 y "10X" para el aumento de 19.300.

Los resultados obtenidos, una vez transferidos a un ordenador PC-AT, fueron
procesados mediante el paquete estadistico SPSS-PC+ y se procedié a la generacién de
variables estadisticas calculdndose la siguientes:

- media, desviacién y error estdndar, rango, mdximos y minimos.

Para estudiar las diferencias obtenidas entre los datos procedentes de distintos grupos
se ha seguido el siguiente procedimiento estadistico, se ha aplicando en todo momento el test
mds adecuado segin las condiciones de normalidad, homogeneidad y mimero de casos de los
pardmetros estudiados y se ha fijado el grado de significacién para valores P < 0.05.

- para los valores cualitativos se ha utilizado el test X* o la prueba exacta de
Fisher.

- para valores cuantitativos se aplic el test de Kolgomoroff-Smirnoff y segin
las normalidades obtenidas se aplicé el test de Student-Fisher (t-test), o test de

Wilcoxon (U-test).
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Figura 3: Equipo de morfometria. Vision esquemadtica.

(A): Tabla de planimetria. (B): MOP-VIDEOPLAN 2000. (C): Magnetoscopio.
(D): Monitor de TV.

El proceso para cuantificar las imdgenes es el siguiente: Las imdgenes de
microscopia electrénica captadas en video de alta sensibilidad se reproducen
mediante el magnetoscopio (C) y se pueden visualizar en el monitor de TV (D).En
la pantalla del MOP (B) aparece un listado de pardmetros, personalizados para el
presente estudio, para seleccionar el que se pretende valorar. Por otro lado, la tabla
de planimetria (A) incluye un puntero 6ptico cuya posicién consta en la pantalla de
TV (D) y se superpone con la imdgen de microscopia electrénica. De este modo se
puede reseguir la estructura a cuantificar, que se visualiza en el monitor de TV (D),
sobre la tabla de planimetria (A). Una vez cuantificada la estructura, el MOP (B)
aplica los factores de conversién correspondientes al pardmetro -en concreto y

almacena el dato.
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Figura 4: Esquema de la ultraestructura de una sinapsis.
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V.5.1. DESCRIPCION DE LOS PARAMETROS MORFOMETRICOS

Uno de los objetivos que se pretende cumplir en el presente trabajo es conocer con
precision la ultraestructura sindptica neuromuscular en el adulto normal y constatar sus
potencialidades de cambio desde el punto de vista morfolégico ante niveles de actividad
locomotora fisioldgicos. Para cumplir con este objetivo se ha disefiado un protocolo de
pardmetros morfométricos que incluye el andlisis de todos los elementos (ver Figura 4) que
constituyen la sinapsis neuromuscular visualizables a los aumentos usados.

La magnificacién final en que han sido cuantificados los diferentes pardmetros que a
continuacidn se refieren, consta entre paréntesis como "5X" para el aumento de 9.650X, y
"10X" para el de 19.300X. Los pardmetros cuantificados a bajo aumento (5X), en muchos
casos, se han obtenido por reconstruccién (sobre papel) como se ha comentado anteriormente.
Para conocer el valor real de los pardmetros cuantificados (nm, pm) se ha considerado
siempre el aumento final con el que se ha trabajado. Por otro lado, al valorar un pardmetro
que es el resultado de combinaciones matemdticas de dos pardmetros obtenidos directamente
de las imdgenes de microscopia electrénica pero cuantificados a diferente magnitud siempre
se ha aplicado un factor corrector del desnivel de aumento, de manera que el aumento que

consta en la descripcién de este tipo de pardmetros es solo ilustrativo de la cuantificacién

original.

Tanto en el capftulo de resultados como en el de discusién, siempre que se hace

referencia a un pardmetro concreto consta en negrilla.

A continuacién se hace una descripcién de todos los pardmetros morfométricos
estudiados, si bien es importante tener presente que a veces no todos ellos se encuentran en
una sinapsis. Con el fin de clarificar los conceptos morfométricos que se detallan a
continuacién, puede ser de utilidad consultar la Figura 4, donde se esquematizan todas las
estructuras sindpticas que se han analizado.
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V.5.1.1. Componente presindptico.

1. Area del axdn, expresado en pm’. Se considera como drea del axdn a la totalidad de la
seccion del axdn. Independientemente de la importancia intrinseca de este pardmetro se
considera que el drea del axdn hace referencia a la totalidad del axoplasma presente en la

seccion.(5X).

2. Perimetro del axdn, expresado en um. Se considera este perimetro como la longitud de
la linca que delimita al axén en la seccién de este. Independientemente de la importancia
intrinseca de este pardmetro se considera que el perimetro del ax6n hace referencia a la

totalidad del axolema presente en la seccion. (5X).

3. % de axolema sindptico, hace referencia a la porcién del perimetro del ax6n que estd en
"contacto” con la fibra muscular y que contribuye a configurar la hendidura sindptica. (ver
concepto de "Longitud del axolema sindptico” en el apartado V.5.1.3.1 pardmetro 1). Este
pardmetro dard informacién acerca de la proporcién de membrana que el ax6n dedica a

contactar con su componente postsindptico y se obtiene:

(Longitud axolema sindptico (5X) / Perfmetro del axén (5X)) %100
4. % de axolema glial, hace referencia a la porci6n del perimetro axonal que estd "cubierto”
por célula glial (ver concepto de "Longitud del axolema glial" en el apartado V.5.1.3.1
pardmetro 2). Este pardmetro dard informacion acerca de la capacidad glial para cubrir al axén

Y se obtiene:

(Longitud axolema glial (5X) / Perimetro del axén (5X)) * 100.

5. % de axolema libre, hace referencia al segmento del perfmetro axonal que no estd en
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contacto ni con la membrana glial ni con la membrana postsindptica (ver concepto de
"Longitud del axolema libre" en el apartado V.5.1.3.1. pardmetro 3). Este pardmetro se

obtiene:

(Longitud del axolema libre (5X) / Perimetro del axén (5X)) * 100.

6. Ratio drea pre- / 4rea postsindptica, relacion entre el drea del axén y el drea
postsindptica. Se considera como drea postsindptica la que abarca el conjunto de pliegues
secundarios estrictamente, desde el pliegue primario hasta la linea imaginaria que une los
fondos de saco de los pliegues secundarios mds profundos (ver apartado V.5.1.3.2. pardmetro
1). Este pardmetro dard informacién, de forma global, acerca de posibles influencias tréficas

entre los dos componentes sindpticos y se obtiene:

Area del axén (5X) / Area postsindptica (5X)

1. Ratio perimetro /4rea, relacién entre el perimetro axonal y el drea axonal, expresado en
pm/pm’. Este pardmetro dard informaci6n acerca de la anfractuosidad de la superficie axonal

y se obtiene:

Perfmetro del axén (5X) / Area del axén (5X).

8. Nimero de V.S. / pm? nimero medio de vesiculas sindpticas (V.S.) por um’ de
axoplasma, considerando el 4rea del axén como la totalidad del axoplasma presente en la
seccién. Este pardmetro contabiliza todas las vesiculas delimitadas por membrana simple (sin
densificar) y de contenido electrén-hicido (ver concepto de "mimero de vesiculas sindpticas"
en apartado V.5.1.3.1 pardmetro 4). Este pardmetro dard informacion acerca de la dotacion

de vesiculas sindpticas de que dispone el axdn en la seccién y se obtiene:

Ninero de vesiculas sindpticas (10X) / Area del ax6n (5X).
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9. Didmetro medio de las V.S. por seccién axonal, expresado en nm. Este pardmetro se ha
obtenido realizando dos determinaciones (perpendiculares entre ellas) del didmetro de 30
vesiculas sindpticas (V.S.) por cada seccion axonal. Este pardmetro dard informacién acerca

de la capacidad potencial de las vesiculas sindpticas para contener acetilcolina (10X).

10. % de axoplasma ocupado por V.S. (vesiculas sindpticas), se considera el drea del ax6n
como la totalidad del axoplasma presente en la seccion (ver concepto de "Area total de las
vesiculas sindpticas" en apartado V.5.1.3.1 pardmetro 5). Este pardmetro dard informacién

acerca de la dotacién potencial de acetilcolina presente en el axén y se obtiene:

(Area total de las V.S. (10X) / Area del axén (5X)) * 100.

11. Numero de V.S. por um de axolema sindptico, nimero de vesiculas sindpticas en
contacto con el axolema sindptico por um de esta membrana (concepto de "axolema sindptico”
comentado en el pardmetro 3 de esta seccién; ver concepto de "mimero de vesiculas sindpticas
en contacto” en el apartado V.5.1.3.1 pardmetro 6). Este pardmetro dard informacidn acerca
de la "disponibilidad" potencial de vesiculas sindpticas dispuestas a entrar en exocitosis y se

obtiene:

Nimero de V.S. en contacto (10X) / Longitud axolema sindptico (5X).

12. Niimero de vesiculas coated / pm®, nimero medio de vesiculas cubiertas o coated por
pm’ de axoplasma (4rea del axén). Se han considerado como vesiculas cubiertas aquellas que,
Presentando unas caracterfsticas (tanto en volumen como en contenido) similares a las
vesiculas sindpticas, su membrana es considerablemente mds electrén-densa (ver pardmetro
7 del apartado V.5.1.3.1). Este pardmetro dard informacidn acerca del grado de recambio del
axolema sindptico y del grado de reciclaje de las vesfculas sindpticas que han sufrido
exocitosis (las vesiculas coated estdn implicadas en estos procesos -ver por ejemplo Heuser,
1989 a y b-).
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El Nimero de vesiculas coated | pum’ se obtiene:

Nimero de vesfculas "coated® (10X) / Area del ax6n (5X).

13. Nimero de vesfculas core / pm’, mimero medio de vesiculas core por pum’® de
axoplasma (drea del ax6n). Se han considerado como vesiculas core aquellas que presentando
unas dimensiones similares a las vesiculas sindpticas y coated, contienen, en cambio, una
particula electr6n-densa (ver pardmetro 8 del apartado V.5.1.3.1). Este pardmetro dard
informacién acerca del grado de aporte desde el soma neural de organelas y material
relacionado con la neurotransmisién (las vesiculas core estdn implicadas en estos procesos -ver

por ejemplo Bonzelius y Zimmerman, 1990-) y se obtiene:

Kimero de vesiculas “"core" (10X) / Area del axén (5%).

14. Nimero de lisosomas / pm’, mimero de lisosomas contenidos en el axén por um’® de
axoplasma (drea del axén; ver concepto de "Nimero de lisosomas" en el apartado V.5.1.3.1
pardmetro 9). Este pardmetro dard informacidn acerca de la dotacion lisosomal de los axones

Yy se obtiene:

Mimero de lisosomas (10X) / Area del axén (5X).
15. % de axoplasma ocupado por mitocondrias: porcentaje del drea del axén que estd
ocupado por mitocondrias presindpticas. Se ha considerado el drea del ax6n como la totalidad
del axoplasma en la seccién (ver concepto de "Area total de las mitocondrias” en el apartado

V.5.1.3.1 pardmetro 10). Este pardmetro dard informacién acerca de la proporcién de

axoplasma que el ax6n dedica al metabolismo oxidativo mitocondrial y se obtiene:

(Area total de las mitocondrias (10X) / Area del axén (5X)) # 100.

80



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,

EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.
Manuel Santafe Martinez
DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

16. Ndmero de cisternas del R.E.L. / pm’: mimero de perfiles del reticulo endoplasmitico
liso (R.E.L.) por um® de axoplasma (drea del ax6n). Este pardmetro incluye tanto el numero
de las imdgenes tubulares como cisternales que representan al R.E.L. en la seccién axonal (ver
concepto de "Niumero de cisternas del R.E.L." en el apartado V.5.1.3.1 pardmetro 11). este
pardmetro dard informacidn acerca del grado de desarrollo del reticulo endoplasmdtico liso

del ax6n y se obtiene:

Nimero de cisternas del R.E.L. (10X} / Area del axén (5X).

17. Nimero de Z.A. por seccién éxonal, se han considerado como zonas activas (Z.A.)
todas aquellas porciones del axolema (generalmente, axolema sindptico) que aparecen mds
electrén-densas y que bajo las cuales suelen abrirse los pliegues secundarios postsindpticos.
Los pardmetros referentes a las zonas activas (pardmetros 17, 18,19, 20, 21 y 22 de esta
seccién) dardn informacién acerca de la capacidad potencial de los axones de liberar

neurotransmisor a través de estas especificidades de membrana. (10X).

18. Longitud media de las Z.A. (zonas activas), expresado en nm (ver concepto de
"Longitud total de Z.A." en el apartado V.5.1.3.1 pardmetro 12). Este pardmetro dard
informaci6n acerca del grado de desarrollo de las zonas activas presentes en el axolema y se

obtiene:

Longitud total de las 2.A (10X) / Mimero total de £.A (10X).

19. % de Z.A. que estdn encaradas con las oberturas postsindpticas de los pliegues
secundarios. El concepto de encaramiento (mimero de Z.A. encaradas) excluye a aquellas
zonas activas que no estdn orientadas sobre una obertura de los pliegues (por ejemplo sobre
alguna cresta, en contacto con la célula glial o fuera de la hendidura sindptica; ver pardmetro
13 en el apartado V.5.1.3.1). La orientacién comiin de las Z.A suele ser sobre alguna
obertura de los pliegues secundarios, asf, este pardmetro dard informacion acerca de las zonas
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activas que estdn en su ubicacién correcta. Este pardmetro se obtiene:

(Wimero de I.A. encaradas (10X) / Nimero total de 2.A. (10X)) * 100

20. % de axolema ocupado por Z.A., proporcién de perimetro axonal (axolema) que
ocupan la totalidad de las zonas activas de la seccién (ver concepto de "Longitud de las Z.A."
en el apartado V.5.1.3.1 pardmetro 12). Este pardmetro dard informacién acerca de la

proporcién de membrana que el axén dedica a zonas activas y se obtiene:

(Longitud total de las 2.A. / Perimetro del axén (5X)) * 100

21. % del axolema sindptico ocupado por Z.A. (zonas activas), proporcion del segmento
del perimetro axonal propiamente sindptico (ver pardmetro 3 de este apartado) que estd
ocupado por Ia totalidad de las zonas activas presentes en la seccion. Este pardmetro, siendo
similar al anterior, dard informacién mds especifica acerca del grado de desarrollo de las

zonas activas de la membrana axonal y se obtiene:

(Longitud total de las Z.A. (10X) / Longitud axolema sindptico (5X)} * 100.

22. Nimero de Z.A. por pm de axolema (perfmetro del axdn), independientemente del
"encaramiento” o caracteristicas métricas de las zonas activas. Este pardmetro nos dard
informacién de la cantidad de axolema que se precisa para que aparezca una zona activa y se

obtiene:

Nimero total de zonas activas (10X) / Perfmetro del axén (5X).

23. Separacién axon-postsindptico, anchura media de la separacién entre el axén y el

componente postsindptico (hendidura sindptica), expresado en nm. Se ha cuantificado este
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pardmetro por la determinacion, perpendicular al pliegue primario, desde la porcién central
de la superficie de cada cresta hasta el axolema sindptico. Este pardmetro nos dard
informacién acerca de la distancia media que deben recorrer las moléculas de acetilcolina

liberada en las zonas activas para contactar con sus receptores postsindpticos. (10X).

24. Separacidn célula glial-postsindptico, anchura media de la separacién entre la célula
de Schwann y el componente postsindptico, expresado en nm. Este pardmetro se ha cuanti-
ficado de forma similar al anterior, y ha sido obtenido en las sinapsis que presentaban alguna
forma de abandono axonal con participacion glial. También se ha cuantificado este pardmetro
en algunas sinapsis de aspecto normal que presentaban prolongaciones gliales sobre la fibra
muscular, en las inmediaciones de la placa motriz, es decir que no participan directamente en
la sinapsis). El interés de este pardmetro radica en que la célula glial puede, en muchos casos,
ofrecer ciertos beneficios de caracteristicas tréficas a las porciones del componente postsi-

ndptico que cubre (ver por ejemplo Krause y Wernig, 1985). (10X).

V.5.1.2 Componente postsindptico.

Para simplificar la descripcién de los pardmetros postsindpticos, se ha usado una
notacién, que consta entre paréntesis, y que sélo se usard en este subapartado por lo que no
consta en los capitulos de resultados ni discusién asf como tampoco en las tablas de resultados.

En la mayorfa de los pardmetros disefiados existen estas tres posibles categorias de
componente postsindptico: (1) componente postsindptico "subaxonal" es la porcién cubierta
Yy en fntima relacién con el axén, (2) "subglial” si es la célula de Schwann la que cubre
fntimamente una porcién del componente postsindptico y (3) componente postsindptico

"abandonado” cuando no estd cubierto ni por el axén ni por la glia.

1. Longitud del sarcolema, expresado en pm (10X), en sus variantes:
a. sarcolema subaxonal. (APL).
b. sarcolema subglial, en las sinapsis con abandono. (GPL).

c. sarcolema abandonado, en las sinapsis con abandono. (NPL).
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2. Longitud del sarcolema total, longitud de todo el sarcolema del componente postsindptico

para cada seccién, expresado en um. (PTL).

PTL = APL + GPL + NPL.

3. % de sarcolema opuesto a... , porcentaje de la longitud total del sarcolema que estd
ocupado por cada tipo de sarcolema considerado:
a. opuesto a axdn o subaxonal. (APR) = (APL / PTL) * 100.
b. opuesto a la célula glial o subglial. (GPR) = (GPL / PIL) * 100.
c. abandonado. (NPR) = (NPL / PIL) # 100.
En los casos en que no todo el componente postsindptico esté cubierto por el axon, este

pardmetro dard informacion acerca de como queda distribuido el sarcolema postsindptico.

4. Amplitud de las oberturas, amplitud media de las oberturas de los pliegues secundarios,
expresado en nm (10X). Se ha cuantificado este pardimetro mediante la determinacién de la
linea imaginaria que une las bulbosidades apicales de las dos crestas que conforman la
obertura del pliegue primario. Ademds, esta lfnea imaginaria es paralela al pliegue primario.
Segun el sarcolema considerado se pueden tener tres categorias de oberturas:

a. subaxonales. (APO).

b. subgliales. (GPO).

¢. abandonadas. (NPO).

5. Amplitud de las crestas: Amplitud media de las crestas inter-pliegues secundarios,
expresado en nm (10X). Para la cuantificacidn de este pardmetro, se han tomado varias
determinaciones del didmetro méximo apical y en la direccion del pliegue primario, de las
bulbosidades apicales que suelen presentar las crestas. Ademds, la lfnea imaginaria que
conforma esta amplitud se continua con la de las oberturas, y al igual que esta, es paralela al

pliegue primario.
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Segﬁn el sarcolema considerado se pueden obtener tres categorias de cresta:
a. subaxonales. (APC).
b. subgliales. (GPC).
¢. abandonadas. (NPC).

6. Ratio amplitud cresta/obertura, relacién entre la amplitud media de las crestas y la
amplitud media de las oberturas de los pliegues secundarios. (PC/PO).

(PC/PO) = Mplitud de crestas (10X) / Awplitud de oberturas (10X).

Segiin el sarcolema considerado se pueden obtener tres categorfas de ratios:
a. subaxonal. (APC/APQ).
b. subglial. (GPC/GPO).
¢. abandonado. (NPC/GPO).
Este pardmetro dard informacién acerca de la proporcionalidad de las posibles
modificaciones en la amplitud de Ias crestas y en la amplitud de las oberturas.

7. % de pliegue primario ocupado por crestas de los pliegues secundarios. (CR). Se ha
considerado como pliegue primario a la lfnea imaginaria que une la porcién mds apical de las
Crestas postsindpticas (los pliegues secundarios se presentan como unas digitaciones de
membrana en direccién radial o perpendicular al pliegue primario; ver concepto de "amplitud
total de las crestas" y "Longitud del pliegue primario” en el apartado V.5.1.3.2 pardmetros
2y3).

CR = (Awplitud total de las crestas (10X) / Longitud plieque primario (5X)) # 100

Segiin el sarcolema considerado se pueden obtener tres categorias:
a. subaxonal. (ACR).
b. subglial. (GCR).
c. abandonado. (NCR).
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Este pardmetro (% de pliegue primario ocupado por crestas) dard informacion
acerca de las dimensiones de las crestas, vistas en conjunto, complementando la informacién

obtenida con los pardmetros: amplitud de las crestas y Ratio amplitud cresta/obertura.

8. Longitud del pliegue secundario, longitud media de los pliegues secundarios con
obertura presente en la seccién. Se ha cuantificado esta longitud por determinaciones de todo
el recorrido sarcoplasmdtico, con solucién de continuidad, de cada pliegue secundario desde
su obertura hasta el fondo de saco presente en la seccion. (10X).
Segtin el sarcolema considerado se pueden obtener tres categorias:

a. subaxonal. (APP).

b. subglial. (GPP).

c. abandonado. (NPP).

9. Niimero de secciones por obertura, en este pardmetro se incluyen, indistintamente, el
mimero medio de fondos de saco y el mimero medio de imdgenes de cisternas observadas.
Estas cisternas son debidas a la seccion de las tortuosidades de los pliegues secundarios en su

recorrido sarcoplasmdtico (ver apartado V.5.1.3.2 pardmetro 4). (PR).
PR = Kimero de secciones (10X) / Nimero de oberturas (10X).

Por tanto, este pardmetro es indicativo del grado de tortuosidad-complejidad de los
pliegues secundarios.
Segiin el sarcolema considerado se pueden obtener tres categorias:
a. subaxonal. (APR).
b. subglial. (GPR).
¢. abandonado. (NPR).

10. Niimero de secciones por obertura, totales: Niimero medio de fondos de saco y de
secciones de los pliegues secundarios por obertura, en todo el componente postsindptico.
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(PRT). El pardmetro Ntimero de secciones por obertura, totales se obtiene:

PTR = (APR + GPR + NPR) / 3.

11. Penetracién de las densificaciones del sarcolema apical de las crestas por los pliegues
secundarios, expresado en nm (10X). Este pardmetro hace referencia a la porcion del sarcole-
ma densificado (mds electrén-denso que el resto del sarcolema) que va desde el punto que
delimita la obertura (linea imaginaria que se ha considerado en el pardmetro 4 de esta seccién
para determinar la "Amplitud de las oberturas”) hasta el punto en que el sarcolema deja de
estar densificado. (DP).
Segun el sarcolema considerado se pueden obtener tres categorias:
a. subaxonal. (ADP).
b. subglial. (GDP).
c. abandonado. (NDP)
Este pardmetro dard informacion acerca de la magnitud y grado de desarrollo del
sarcolema densificado (estas porciones electrén-densas o densificadas del sarcolema tienen un
papel fundamental en la neurotransmisién en el componente postsindptico -ver por ejemplo

Ellisman y cols.,1976-).

12. % de crestas densificadas, para la determinaci6n de este pardmetro, se ha considerado
Que una cresta estd densificada cuando presenta, en su porcion apical, una o varias densifica-
ciones de membrana, independientemente de la longitud de éstas (ver apartado V.5.1.3.2

pardmetros 5 y 6). (DR).
DR = (Mimero de crestas densificadas (10X) / Mimero total de crestas (10X)) * 100.

Segin el sarcolema considerado se pueden obtener tres categorfas:
a. subaxonal. (ADR).
b. subglial. (GDR).
¢. abandonado. (NDR)
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Este pardmetro (% de crestas densificadas) dard informacién acerca del "grado de

densificacion” de las crestas de una determinada porcién de componente postsindptico.

13. Longitud media de las densificaciones de las crestas, expresado en nm (10X).(DL).
Segtin el sarcolema considerado se pueden obtener tres categorfas:
a. subaxonal. (ADL).
b. subglial. (GDL).
¢. abandonado. (NDL).
Este pardmetro, conjuntamente con el pardmetro "Penetracién de las densificaciones”,
dard informacién acerca del grado de desarrollo y magnitud de las densificaciones del

sarcolema postsindptico.

14. Ratio entre 1a longitud de las densificaciones pre-/ postsindpticas, relacion entre la
longitud total de las zonas activas del axolema (ver apartado V.5.1.3.1 pardmetro 12) y la lon-
gitud total de las densificaciones de las crestas de los pliegues secundarios (ver apartado
V.5.1.3.2 pardmetro 7). (ZA/D).

(ZA/D) = Longitud total 2.A. (10X) / Longitud total demsificaciones (10X).

Este pardmetro dard informacion acerca de la proporcionalidad de las posibles
variaciones en las caracterfsticas métricas de las zonas activas (elemento presindptico esencial
para la neurotransmisién) y las posibles variaciones en las caracteristicas métricas de las

densificaciones del sarcolema (elemento postsindptico esencial en la neurotransmision).

15. Ndmero de vesiculas coated por obertura, mimero medio de vesiculas cubiertas o
Coated postsindpticas en contacto con la membrana de los pliegues secundarios, en su
recorrido sarcoplasmdtico, por cada pliegue secundario identificado por su obertura
(identificacin de vesfculas coated comentada en el pardmetro 12 del apartado anterior; ver

apartado V.5.1.3.2 pardmetro 8 para concepto de "Numero de vesiculas coated" y pardmetro
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9 para ébncepto de "Niimero de oberturas"). (VC/O).
(VC/O) = wimero de vesfculas "coated" (10X) / Nimero de oberturas (10X).

Segin el sarcolema considerado se pueden obtener tres categorias:
a. subaxonal. (AVC/0).
b. subglial. (GVC/0).
c. abandonado. (NVC/0O).

Este pardmetro dard informacién acerca del mimero de vesiculas coated asociadas a
los posibles cambios en las caracteristicas métricas del sarcolema postsindptico y de las
membranas densificadas postsindpticas (las vesiculas coared estdn relacionadas con el recambio
del sarcolema -ver por ejemplo Pearse y Bretscher, 1981- y de la membrana densificada -ver

por ejemplo Pumplin y Bloch, 1990-).

16. Nimero de mitocondrias por pm’ de postsindptico, Niimero total de mitocondrias con-
tabilizadas en todo sarcoplasma sindptico presente en la seccién por pm’ de drea que ocupan
todos los pliegues secundarios (concepto comentado en el pardmetro 6 del apartado anterior;
ver concepto de "Numero de mitocondrias postsindpticas” en al apartado V.5.1.3.2 pardmetro
10). (PMD).

PMD = Nimero de mitocondrias postsindpticas (10X) / Area postsindptica (5X)

Este pardmetro dard informacién acerca del soporte metabdlico mitocondrial que

Precisan el conjunto de pliegues secundarios postsindpticos de una sinapsis.

17. Niimero de lisosomas por um’ de postsindptico, mimero de lisosomas contabilizados
en todo sarcoplasma subsindptico presente en la seccién, por drea que ocupan todos los plie-
gues secundarios postsindpticos (concepto comentado en el pardmetro 6 del apartado anterior;
ver concepto de "Numero de lisosomas postsindpticos en al apartado V.5.1.3.2 pardmetro 11)
(PLD).
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El Nimero de lisosomas por um’ de postsindptico se obtiene:

PLD = Ninero de lisosomas postsindpticos (10X)/ Area postsindptica (5X).

V.5.1.3.- Otros pardmetros.

Los pardmetros referidos en este apartado forman parte de determinadas combinaciones
matemdticas que permiten obtener un importante grupo de pardmetros acabados de detallar en
los dos apartados anteriores (V.5.1.1. y V.5.1.2.). Los valores de estos pardmetros (de tipo
operativo) son menos representativos que los pardmetros matemdticos que alimentan, por ese

motivo no constan en las tablas del capitulo de resultados.
V.5.1.3.1- Otros pardmetros presindpticos.

1. Longitud del axolema sindptico: Porcién del perfmetro axonal que estd en contacto con

la fibra muscular, expresado en um. (5X).

2. Longitud del axolema glial: Porci6n del perfmetro axonal que estd en contacto con las

prolongaciones de la célula de Schwann, expresado en pm. (5X).

3. Longitud del axolema libre: Porcién del perfmetro axonal que no estd en contacto ni con

la célula glial ni con la célula muscular, expresado en um. (5X).

4. Nimero de vesfculas sindpticas presentes en la seccién axonal. Este pardmetro
contabiliza todas las vesfculas ovoides o circulares, cuya membrana vesicular es simple (sin
densificar), de contenido electrdn-licido y que suelen formar la poblacién mayoritaria de

vesiculas del axén. (10X).

5. Area total de las V.S. (vesfculas sindpticas): Area que ocupan en la seccién axonal, todas
las vesfculas sindpticas presentes en el axén. Este pardmetro se obtiene por la determinacion

directa del drea media de 30 vesiculas sindpticas (10X) y por estimacion segin la siguiente
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férmula:

Area media de 30 V.S. {10X) * Nimero de V.S. (10X).

6. Numero de V.S. en contacto "fisico" con el axolema sindptico. Se hace referencia a
aquellas vesfculas sindpticas que presentan su membrana vesicular en intimo contacto con el
axolema sindptico en toda su longitud y habitualmente situadas a nivel de las densificaciones

del axolema denominadas zonas activas. (10X).

7. Ndimero de vesiculas coated o cubiertas presentes en la seccién axonal. Se han
considerado como vesfculas cubiertas aquellas que, presentando unas caracterfsticas (tanto en
volumen como en contenido) similares a las vesiculas sindpticas, su membrana es considera-
blemente mds electron-densa. Este tipo de vesiculas estdin en muy baja proporcién y

uniformemente distribuidas por todo el axoplasma. (10X).

8. Nimero de vesiculas core presentes en la seccion axonal. Se han considerado como
vesiculas core aquellas que presentando unas dimensiones similares a las vesiculas sindpticas
Y coated, contienen, en cambio, una partfcula electrén-densa. Al igual que las vesiculas
coated, este tipo de vesiculas estdn en muy baja proporcion y uniformemente distribuidas por
todo el axoplasma. (10X).

9. Nimero de lisosomas presentes en la seccién axonal. (10X).

10. Area total de las mitocondrias presentes en la seccion axonal. Este pardmetro se ha
obtenido por la determinacidén directa del sumatorio del drea de cada mitocondria contenida

en la seccién axonal. (10X).
11. Nimero de cisternas del R.E.L. (retfculo endoplasmitico liso) presentes en la seccién

axonal. Este pardmetro se ha obtenido por la cuantificacion directa tanto del numero de las

imdgenes tubulares como cisternales que representan al R.E.L. en la seccién axonal. (10X).

91



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,

EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.
Manuel Santafe Martinez
DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

12. Longitud total de las Z.A. (zonas activas) presentes en el axolema por seccion axonal.
Este pardmetro se ha obtenido por la determinacion directa del sumatorio de la longitud de

cada Z.A. presente en la seccién axonal. (10X).

13. Nimero de Z.A. encaradas a las oberturas de los pliegues secundarios del componente
postsindptico. En este pardmetro se han valorado todas las zonas activas excepto aquellas que
no estdn orientadas sobre una obertura de los pliegues (por ejemplo sobre alguna cresta, en

contacto con la célula glial o fuera de la hendidura sindptica). (10X).

V.5.1.3.2- Otros pardmetros postsindpticos.

1. Area postsindptica: Area en que estdn comprendidos todos los pliegues secundarios,

desde el pliegue primario hasta la linea imaginaria que une los fondos de saco m4s profundos.

(5X).

2. Amplitud total de las crestas: Sumatorio de la amplitud de todas las crestas postsindpticas

contenidas en un determinado sarcolema (subaxonal, subglial o totalmente abandonado).

(10X).

3. Longitud del pliegue primario: Pardmetro obtenido por la determinacién de la longitud

de la Ifnea imaginaria que une las crestas contenidas en un determinado sarcolema (subaxonal,

subglial o totalmente abandonado). (5X).

4. Nimero de secciones de los pliegues secundarios en su recorrido sarcoplasmdtico
contenidos en una determinada porcién del componente postsindptico (subaxonal, subglial o

totalmente abandonado). (10X).
5. Nimero de crestas densificadas contenidas en un determinado sarcolema (subaxonal,

subglial o totalmente abandonado). Se ha considerado como crestas densificadas todas aquellas

Crestas que presentan en su porcion apical un sarcolema electrén-denso o densificado (10X).
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6. Niimero total de crestas: Independientemente de la presencia de membrana densificada,
contenidas en un determinado sarcolema (subaxonal, subglial o totalmente abandonado).
(10X).

7. Longitud total de las densificaciones de las crestas de los pliegues secundarios
contenidos en un determinado sarcolema (subaxonal, subglial o totalmente abandonado). Este
pardmetro se ha obtenido por el sumatorio de la determinacion directa de las longitudes de

cada densificacion de membrana postsindptica (10X).

8. Niimero de vesiculas coated en contacto "fisico” y que tienen fusionada parte de su
membrana vesicular con el sarcolema de los pliegues secundarios contenidos en una deter-
minada porcién del componente postsindptico (subaxonal, subglial o totaimente abandonado).
(10X).

9. Nimero total de oberturas postsindpticas contenidas en un determinado sarcolema

(subaxonal, subglial o totalmente abandonado). (10X).

10. Nimero de mitocondrias postsindpticas contenidas en todo el sarcoplasma sindptico.
Se ha valorado como sarcoplasma sindptico al drea situada entre la linea imaginaria que une
los fondos de saco de los pliegues secundarios y los paquetes de miofibrillas musculares.
(10X).

11. Niimero de lisosomas postsindpticos contenidas en todo el sarcoplasma sindptico.
(10X).
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g;ngigﬁmz 1>T1p6$ de sinapsis considerados. Representacién esquemdtica

5.a

5.b

5.c

T

5.d

7

3.a: sinapsis normal (N.S.). 5.b: sinapsis mimimamente abandonada (M.A.S.). 5.c:

:'irnapsis ampliamente abandonada (A.A.S.). 5.d: sinapsis totalmente abandonada
AS)).

=
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V.6. CRITERIOS DE CIL.ASIFICACION DE L.OS TIPOS DE SINAPSIS,

Convencionalmente, las sinapsis neuromusculares se clasifican en tres tipos (ver
Wernig y Herrera, 1986 para revision): (1) sinapsis de apariencia normal (ver Figura 5a), son
aquellas cuyo componente postsindptico estd totaimente "cubierto" por el ax6n y en el presente
trabajo se las ha denominado sinapsis N.S.; (2) sinapsis parcialmente abandonadas, son
aquellas sinapsis en las que no todo el componente postsindptico estd cubierto por el axén (ver
Figuras 5b y 5c); y (3) sinapsis totalmente abandonadas, que carecen de axén directamente
relacionado con el componente postsindptico (Figura 5d), en el presente estudio se las ha
denominado sinapsis T.A.S..

En el presente trabajo y en base al grado de abandono, las sinapsis parcialmente
abandonadas han sido subdivididas en:

- Sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.): si por lo menos una de
las posibles porciones de sarcolema abandonado (ver concepto de lateralidad
en esta seccion) estd constituida por dos 0 mds pliegues (ver Figura 5c¢).

- Sinapsis minimamente abandonadas (M.A.S.) si cada una de las
posibles porciones de sarcolema abandonado estd constituida por solo un

pliegue, como mdximo (ver Figura 5b).

Ademds, las sinapsis parcialmente abandonadas pueden presentar abandonos de forma:

(1) unilateral (U.A., sarcolema abandonado por el axén unicamente en un extremo de la

sinapsis) y (2) bilateral (B.A., el ax6n cubre al componente postsindptico en su porcién central

dejando pliegues abandonados a ambos lados). Se pueden subclasificar las sinapsis con amplio

y minimo abandono en base a este "concepto de lateralidad” del abandono respecto al axén:
- Sinapsis ampliamente abandonadas:

- unilaterales (U.A.; A.A.S.) cuando presentan mds de dos pliegues

abandonados por el axdn en un extremo de la sinapsis.
- bilaterales (B.A.; A.A.S.) cuando al menos una de las dos porciones

abandonadas estd constituida por dos o mds pliegues.
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- Sinapsis minimamente abandonadas:
- unilaterales (U.A.; M.A.S.) cuando sélo un pliegue estd abandonado
por el axdn.
- bilaterales (B.A.; M.A.S.) cuando por cada lado hay un sdlo pliegue

abandonado por el axdn.

Independientemente del grado del abandono y lateralidad del abandono, se ha
considerado, para las distintas formas de sinapsis con abandono (M.A.S., A.A.S., T.A.S.),
la presencia o ausencia de célula de Schwann (S.C. y NoS.C., respectivamente). Se considera
como presencia de célula glial, cuando uno o varios lamelipodios o filopodios gliales cubren

porciones del componente postsindptico.

Asimismo, se ha clasificado la morfologia de las sinapsis minima, amplia y totalmente
abandonadas (M.A.S., A.A.S. y T.A.S. respectivamente) en base los conceptos de lateralidad
del abandono y la presencia o ausencia de la célula glial comentados anteriormente (ver las

Figuras 11, 12 y 13 en el capitulo de resultados).
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Figura 6: Morfologia de las crestas postsindpticas. Representacién esquemdtica.
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V.7. CRITERIOS DE CLASIFICACION DE LA MORFOI.OGIA DE LLAS CRESTAS,

Las crestas juegan un importante papel en la configuracién del componente
postsindptico. Estdn descritas de forma global ciertas caracteristicas diferenciales de estas
crestas segin estén en un musculo fdsico o ténico (Ogata y cols, 1967; Ellisman y cols,
1976). Ademds, las crestas son el soporte estructural de ciertas densificaciones de membrana,
intimamente relacionadas con la neurotransmisién. Eventualmente pueden existir crestas sin

membrana densificada que en el presente trabajo se han denominado N.D..

Las crestas observadas en el presente estudio presentan un amplio abanico de
caracteristicas: (1) adoptan diferentes amplitudes desde su porcidn superficial hasta que
conforman los fondos de saco de los pliegues secundarios, (2) sus bulbosidades apicales
pueden presentar diferentes morfologfas y (3) miiltiples combinaciones de 1 y 2. Debido a que
la membrana densificada se ubica en las bulbosidades apicales de las crestas se ha hecho una
clasificacion cualitativa de estas bulbosidades en 5 morfologfas, independientemente de las
amplitudes de las crestas, que por otro lado se contemplan como pardmetro morfométrico (ver
Amplitud de las crestas en apartado 5 de este capitulo). Asf, se han clasificado las diferentes
morfologfas de las crestas postsindpticas observadas en (Figura 6):

- Tipo I, cuando la base es mds ancha que la porci6n apical.

- Tipo II, cuando la cresta tiene una morfologia de "palillo de tambor”.

- Tipo III, si la porcién apical es mds ancha en el sentido del pliegue primario y la

porcién basal filiforme.

- Tipo IV, cuando la cresta tiene una morfologia de "pera" invertida.

- Tipo V, si la cresta tiene, desde la base a la porcién apical, la misma anchura.

Es importante concretar que la porcién apical de las crestas puede tener diferentes
grados de convexidad segiin de la morfologia que se trate (ver Figura 6). En funcidén de esto
se puede establecer una gradacidn, de mayor a menor convexidad, de los diferentes tipos de
cresta en: tipo I como las mds convexas, seguidas de los tipos II, III, IV y, como las mds

rectilineas, tipo V.
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VI. RESULTADOS.

"If you look enough in the electron microscope, you can
find anything you wish".

Karz B.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,
EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Manuel Santafe Martinez

DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

VI.1. DESCRIPCION ERAL DE L INAPSI

VI.1.1. TIPOS DE SINAPSIS NEUROMUSCULARES.

Tanto en condiciones experimentales como habitualmente en situaciones fisiolgicas
en misculos normales no tratados, las uniones mioneurales pueden adoptar diferentes morfolo-
gias, observables tanto con técnicas de microscopfa dptica como electronica. Estas diferentes
morfologias constituyen evidencias estructuraies de los fenémenos de la remodelacion pldstica
de las conexiones neurales. Para estudiar los diferentes tipos de sinapsis neuromusculares del
muisculo Extensor digitorum longus (EDL) de rata adulta, en ambas series experimentales, se
han seguido los criterios de clasificacién que se detallan a continuacién. Desde un punto de
vista convencional, estdn descritos tres tipos de sinapsis: (1) sinapsis de apariencia normal
(N.S.; ver figuras 5a y 7), en que el componente postsindptico estd totalmente "cubierto” por
el ax6n,(2) sinapsis parcialmente abandonadas, en las que una parte del componente
postsindptico no estd cubierta por el axén (ver figuras 5b ,5¢, 8 y 9) y (3) sinapsis totalmente
abandonadas, las que carecen de axén directamente relacionado con el componente postsindpti-

co (T.A.S., figuras 5d y 10).

Ademds, en el presente trabajo se han estudiado las sinapsis parcialmente abandonadas
segun el grado del abandono (ver Material y Métodos, apartado V.6.). Se ha considerado que
Una sinapsis estd ampliamente abandonada cuando existen mds de dos pliegues abandonados
Por el axén (A.A.S.; ver figuras 5.c y 9). Las formas de abandono no son exclusivamente

Unilaterales (sarcolema abandonado por el axdn tinicamente en un extremo de Ia sinapsis) y
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el abandono puede ser bilateral (el axon cubre al componente postsindptico en su porcion
central dejando pliegues abandonados a ambos lados, ver figuras 11 y 12). Asi, se considera
que una sinapsis presenta un amplio abandono unilateral (A.A.S.; U.A.,) cuando presenta mds
de dos pliegues abandonados por el axon en un extremo de la sinapsis. Y en una sinapsis
bilateralmente abandonada (B.A.) se considera que el abandono es amplio cuando presenta
mds de dos pliegues abandonados por lado (o en uno de los dos lados si en el otro extremo
existe un solo pliegue abandonado). Por otra parte, se define una sinapsis minimamente
abandonada (M.A.S. figuras 5b y 8) de forma unilateral (U.A.) cuando sélo un pliegue
secundario estd abandonado por el axdn, y de forma bilateral (B.A.) cuando por cada lado hay

sdlo un pliegue abandonado por el axén.

VI.1.1.1. SERIE CONTROL

En esta serie experimental han sido estudiados 24 musculos EDL procedentes de 12
ratas normales (Sprague-Dawley, macho) de 3 meses de edad, de los cuales han sido
analizadas morfolégicamente un total de 172 dreas sindpticas a nivel ultraestructural. En este
musculo, siguiendo los criterios de clasificacion que se acaban de describir, se han
evidenciado diferentes tipos de sinapsis (ver Tabla II). Como se puede observar en los
resultados de este andlisis ultraestructural que se presentan en la Tabla II, casi dos tercios
(64.71%) de todas las sinapsis de la serie control presentan alguna forma de abandono axonal.
Las sinapsis de apariencia normal (N.S.), las formas de abandono mfnimo (M.A.S.) y las de
amplio abandono (A.A.S.) representan, cada una de ellas, aproximadamente un tercio de la
Poblacién total de sinapsis control. Por otra parte, las sinapsis totalmente abandonadas

(T.A.S.) casi no tienen representacion (3.76%; N=6) en la serie control. Sorprendentemente,
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en otros estudios (ver por ejemplo en anfibios Diaz y Pecot-Dechavaissine, 1988; ver para
revision Wernig y Herrera, 1986) en los que se han utilizado técnicas combinadas para
evidenciar simultineamente el componente pre- y postsindptico a nivel estructural, la
proporcion de formas abandonadas detectada fue de un 10% del total de las sinapsis
analizadas. En el presente trabajo el total de sinapsis que presentan diferentes grados de
abandono es muy elevado por lo que cabe suponer que las sinapsis con minimo grado de
abandono axonal cuando son estudiadas a nivel dptico son indistinguibles de las normales y,
por tanto, no son valoradas.

En este sentido, se han contabilizado también las sinapsis parcialmente abandonadas
(A.A.S. y M.A.S.), segiin la presencia o ausencia de célula de Schwann (S.C. y No S.C,
respectivamente). Se considera como presencia de célula de Schwann, cuando uno o varios
filopodios o lamelipodios de la célula glial, ocupan porciones de componente postsindptico
abandonadas por el ax6n, de manera que una parte del componente postsindptico estd cubierta
por estos procesos gliales. Atendiendo a este criterio, se ha podido evidenciar que las formas
de minimo abandono (M.A.S.) presentan habitualmente poca participacion glial, solamente
e€n un tercio de las sinapsis M.A.S. de la serie control (Tabla II). Por otro lado, las formas
de amplio abandono con participacin glial representan casi la mitad de la poblacion de las
sinapsis A.A.S. de la serie control. En términos generales, la presencia de procesos gliales
sobre el sarcolema abandonado es mds frecuente en las formas A.A.S. que en las formas
M.A.S. en la seric control. La participacién de la célula de Schwann en las sinapsis
totalmente abandonadas (T.A.S.) afecta a la mitad de las sinapsis (50%, N=3). La baja
Proporcién de sinapsis T.A.S. (3.76%, que corresponde a una N de 6) observadas en la serie
Control es un hallazgo habitual en mamiferos adultos normales (ver por ejemplo Wigston,

1989; y ver también Wernig y Herrera, 1986 para revisién en otros modelos experimentales).
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Como se ha comentado anteriormente, en las sinapsis parcialmente abandonadas el
axon se puede situar respecto al componente postsindptico de dos maneras: (1) de forma
unilateral (U.A., si el ax6n se sitia en un extremo del componente postsindptico dejando el
otro extremo abandonado) y, (2) de forma bilateral (B.A., cuando el ax6n se sitia en una
porcion central del componente postsindptico, dejando los dos extremos abandonados). Segiin
esta caracterfstica de lateralidad del abandono, puede establecerse que en el misculo EDL
control las sinapsis M.A.S. estdn preferentemente abandonadas por el axén de una forma
unilateral (707 %) mientras que en las sinapsis A.A.S. no se observan preferencias en cuanto

a la lateralidad del abandono (50% con abandono unilateral y 50% bilateral).

Del andlisis los resultados obtenidos de los diversos tipos de abandono axonal se puede
deducir que la forma mds frecuente de sinapsis M.A.S es la que presenta un sarcolema aban-
donado por el axén de forma unilateral y sin que la porcién abandonada esté cubierta por
procesos gliales, mientras que las sinapsis A.A.S. son menos especificas tanto en el sentido
de Ia lateralidad del abandono (pueden presentar abandono axonal de forma uni- o bilateral)
como por la participacién glial en estas porciones abandonadas (pueden estar cubiertas o no
por procesos de la célula de Schwann). Estas tendencias sugieren que las sinapsis con minimo
abandono, al pasar eventualmente, a un grado mayor de abandono podrian implicar a la célula

glial.
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Tabla II: Tipos de sinapsis.

Serie control:

N.S. TIPO DE POSTSINAPTICO ABANDONADO
| 3529 + 4.22 64.71 + 2.75
M.A.S A.AS T.A.S.
27.64 + 5.91 33.31 + 2.01 3.76 + 1.70
S.C. 34.00 + 15.30 47.67 + 16.94 50.0 + 0.00
No S.C. 66.00 + 15.30 52.33 + 16.94 50.0 + 0.00
UA 69.01 + 15.02 50.67 + 5.20
B.A 30.25 + 15.02 49.33 + 5.20
Sinapsis estudiadas N=172,
Serie de incremento fisiolégico de actividad (IFA):
N.S. TIPO DE POSTSINAPTICO ABANDONADO
29.51 + 1.01 70.49 + 4.45
M.A.S A.AS T.A.S.
18.42 + 5.40° 41.90 + 3.15 10.17 + 0.30°
S.C. 36.01 + 19.76 56.10 + 11.53 62.50 + 10.22
Ne S.C. 63.99 + 19.76 43.90 + 16.53 37.50 + 10.22
UA 86.86 + 6.31° 44.63 + 20.13
B.A 14.14 + 6.31° 55.37 + 20.13

Sinapsis estudiadas N= 216

S:lllapsis Normales (N.S.).Sinapsis Minimamente Abandonadas (M.A.S.).
Sinapsis Ampliamente Abandonadas (A.A.S.).Sinapsis Totalmente Abandonadas (T.A.S.).
Abandono Unilateral (U.A.). Abandono Bilateral (U.B.).Célula de Schwaun Presente (S.C.), Ausente (NoS.C).
:’alorts expresados en % + Error Estdndar.
P < 0.05, X2, serie IFA vs serie coutrol.
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VI.1.1.2. SERIE DE INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Una vez analizada la distribucion de los diferentes tipos de sinapsis en los misculos
de la serie control, en este apartado se comparardn estos resultados con los observados en la
seriec de musculos entrenados. En esta serie experimental han sido estudiados 24 mnisculos
EDL procedentes de 12 ratas (Sprague-Dawley, macho) que han seguido el protocolo de
entrenamiento locomotor durante 28 dias (ver capitulo de Material y Métodos, apartado V.3),
de los cuales han sido analizadas morfolégicamente un total de 216 dreas sindpticas a nivel

ultraestructural.

Respecto a los valores observados en la serie control, el incremento de actividad
fisiolégica no modifica significativamente el % de sinapsis normales (N.S.) en los misculos
estudiados, ni el % global de sinapsis que presentan alguna forma de abandono postsindptico
(ver Tabla II). No obstante, en la serie de incremento fisioldgico de actividad se observa,
respecto a la serie control, una redistribucién interna entre las diferentes formas de abandono
(ver Tabla II): disminucién significativa (P < 0.05, X?) del porcentaje de las sinapsis M.A.S.
(con incremento significativo de las formas unilateralmente abandonadas) y un incremento
también significativo (P < 0.05,X?) de las sinapsis totalmente abandonadas (T.A.S.). Entre
estas dos series (control en incremento de actividad) no se observan variaciones significativas
(P > 0.05, X*) del porcentaje de las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.), asf como
tampoco se modifican los porcentajes de "lateralidad” de estas sinapsis A.A.S.. Y respecto
a los valores observados en la serie control, con el incremento de actividad la participacién

de la célula glial no se modifica en ninguna de las situaciones de abandono axonal estudiadas

(M.A.S., A.AS., T.A.S)).
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Posiblemente esta redistribucion de los porcentajes de 1os tipos de sinapsis parcialmente
abandonadas M.A.S. (disminucién) y T.A.S. (aumento) inducida por el incremento de
actividad locomotora, implica el paso hacia formas en que el abandono es mds intenso a partir
de las sinapsis que inicialmente presentan un abandono minimo (M.A.S.) y, paralelamente,
algunas sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.) han pasado ha engrosar la poblacién de

sinapsis totalmente abandonadas (T.A.S.) al perder su axén (ver capitulo de Discusién).
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Figura 7: Sinapsis normal (N.S.). (10.000X).
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Figura 8: Sinapsis minimamente abandonada (M.A.S.). La flecha seiiala el pliegue
secundario que no estd cubierto por el axén. (12.500X).
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Figura 9: Sinapsis ampliamente abandonada (A.A.S.). (12.500X).
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Figura 10: Sinapsis totalmente abandonada (T.A.S.). (10.000X).
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Figura 12: Morofologia de las sinapsis A.AS..
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Figura 13: Morfologia de las sinapsis T.A.S.
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C. POSTSINPTICO

ABANDONADO SUBAXONAL SUBGLIAL

Figura 11: Morfologia de las sinapsis M.A.S..
CTR: serie control; IFA: serie de incremento fisiolégico de actividad.
Serie control, N= 50; Serie I.F.A., N= 43.
* P < 0.05, test X?, entre morfologias M.A.S. de la serie control y morfologfas
A.A.S. de la serie control.
No se observa ninguna diferencia significativa (P > 0.05, test X*) entre la serie
control y la serie de incremento fisiolégico de actividad (I.LF.A..)
Figura 12: Morfologia de las sinapsis A.A.S.
CTR: serie control; IFA: serie de incremento fisiolégico de actividad.
Serie control, N= 59; Serie I.F.A., N= 88.
* P < 0.05, test X?, entre la serie control y la serie incremento fisiolégico de
actividad (I.F.A.).
Figura 13: Morfologfa de las sinapsis T.A.S.
CTR: serie control; IFA: serie de incremento fisioldgico de actividad.
Serie control, N= 6; Serie I.LF.A., N= 22.
No se observa ninguna diferencia significativa (P > 0.05, test X*) entre la serie

control y la serie de incremento fisiolégico de actividad (I.F.A..)
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VI.1.2. MORFOLOGIA DE LAS DIFERENTES FORMAS DE ABANDONO

El presente estudio ha permitido obtener suficientes datos y criterios estructurales para

establecer una clasificacion morfologica de las diferentes formas de abandono axonal.
VI.1.2.1. SERIE CONTROL.

La mdrfologfa predominante para las sinapsis M.A.S. en la serie control es la de
abandono unilateral y sin participacion glial (aproximadamente un 50%; Figura 11). El resto
de morfologias (abandono unilateral cubierto por glia, bilateral sin participacién glial y
bilateral con participacion glial en un solo lado) se distribuyen aproximadamente en una
misma proporcién, entre un 15% y un 20% (Figura 11). Las sinapsis minimamente
abandonadas s6lo presentan cuatro, de las cinco morfologfas posibles, ninguna sinapsis

M.A_S. adopta la morfologfa de abandono bilateral y totalmente cubierto de glia (Figura 11).

A diferencia de lo que ocurre con las morfologias M.A.S, las formas de amplio
abandono (A.A.S.) presentan todas las morfologfas posibles, aunque sea en muy baja
proporcidén (ver Figura 12). Las formas sin presencia glial (NoSc) se presentan en un 50%
de toda Ia poblacion de sinapsis A.A.S. Como se mostrd en la Tabla II, desde esta perspectiva
(figuras 11 y 12) también se observa que las formas de abandono bilateral son mds frecuentes
en las sinapsis A.A.S. (50%) que en las M.A.S. (30%). El hecho de que las sinapsis con
amplio abandono adopten todas las morfologias posibles indica que tienen una mayor versa-
tilidad que las sinapsis M.A.S.; aparecen formas A.A.S. mixtas como por ejemplo, bilaterales

Con un extremo parcialmente cubierto de glfa, que no pueden existir en las sinapsis M.A.S..
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No obstante, entre las morfologias M.A.S. y A.A.S. dnicamente se observa una diferencia
significativa: la forma unilateral sin glia es mds frecuente en las sinapsis M.A.S. que en las
sinapsis A.A.S. (P < 0.05, test X?). El resto de tipos s6lo apuntarfa hacia una redistribucion
a favor de una mayor diversidad de las morfologias de las sinapsis A.A.S. sin observarse

diferencias significativas (P > 0.05, X?).

Cuando el ax6n no participa en la sinapsis de la serie control, es decir las sinapsis
totalmente abandonadas (T.A.S.), los procesos de la célula glial o bien cubren el componente
postsindptico completamente (50%) o bien estdn completamente ausentes (50%). Cabe resaltar
que las morfologias de las sinapsis T.A.S. no adoptan en ningin caso una morfologia en la

que los procesos de la célula glial cubran sélo una porcién del componente postsindptico (ver

Figura 13).

VL.1.2.2. SERIE DE INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Del andlisis morfolgico de las diferentes formas de abandono axomal (M.A.S.,
A.A.S., T.A.S.) en la serie de incremento fisiolégico de actividad ha sido posible evidenciar
qué el aumento fisiolégico de actividad no provoca cambios substanciales respecto de los
porcentajes observados en los muisculos control (ver figuras 11, 12 y 13). Unicamente se
observa un ligero y significativo (P < 0.03, test X?) incremento de un tipo de morfologia de
sinapsis A.A.S., concretamente las que estdn bilateralmente abandonadas con participacién

Parcial de la glfa en uno de los dos lados (ver Figura 12).
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VI.1.3. DISTRIBUCION DE LOS PLIEGUES ABANDONADOS EN LAS

SINAPSIS AMPLIAMENTE ABANDONADAS (A.A.S.).

Para completar la descripcion general de las sinapsis del misculo EDL se han
analizado el mimero y distribucién de pliegues abandonados en las sinapsis ampliamente

abandonadas.

VI.1.3.1. SERIE CONTROL.

La mayoria (un 80%) de las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.) del misculo
EDL de 1a serie control poseen entre 2 y 5 pliegues secundarios abandonados (ver Tabla III
y Figura 14). El porcentaje de sinapsis A.A.S. con mds de 5 pliegues secundarios
abandonados decrece de forma exponencial, siendo 11 el mdximo mimero de pliegues
abandonados observado, en un 1% de las sinapsis tipo A.A.S. de la serie control.

El estudio de la distribucién, en cuanto a la lateralidad, de los pliegues abandonados
Muestra que, como se ha dicho anteriormente, en la serie control (Tabla IV.A y Figura 15.A)
la mayorfa de sinapsis A.A.S. presentan muy pocos pliegues abandonados (entre dos y cinco),
estén estos uni- o bilateralmente situados en relacién al axon. En las sinapsis A.A.S. con
abandono bilateral solo uno de los dos lados presenta, como mdximo, nueve pliegues
abandonados mientras que el otro lado presenta, como mdximo, dos. Se puede observar una
Progresiva disminucién del % de sinapsis (eje de las ordenadas) conforme aumenta el mimero
de pliegues abandonados (ejes X y Z; ver Figura 15.A). Existiendo una gradacién de mayor
4 menor frecuencia de aparicion (ver Tabla IV.A): la mayor proporcién de sinapsis A.A.S.

Observadas son las unilateralmente abandonadas, seguidas en importancia, por las de abandono
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bilateral de un pliegue en uno de los lados y, por dltimo, abandono bilateral de dos pliegues

en uno de los lados.

VI1.1.3.2. SERIE DE INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

En la serie de incremento fisiolégico de actividad se observa que, al igual que en la
serie control, la mayorfa de las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.) presentan entre
2y 5 pliegues secundarios abandonados (ver Tabla IIl y Figura 14). Al igual que en la serie
control, estas sinapsis suman el 80% de la poblacion total de sinapsis A.A.S.. Pero a pesar
de estas analogias, en un 10% de la poblacién total de sinapsis A.A.S. presenta 7 pliegues
abandonados (Figura 14). Este "segundo pico" podria ser debido a un incremento del mimero
de pliegues secundarios abandonados en algunas de las sinapsis A.A.S. preexistentes, inducido
por el mayor nivel de actividad aplicado en esta serie. No obstante, estas diferencias entre la
serie control y la serie de incremento fisiolégico de actividad (ver Tabla III) no son

significativas (P > 0.05, X?).

Cabe resaltar que en la serie de incremento fisiolégico de actividad no hay sinapsis con
mds de nueve pliegues abandonados, esto sugiere que a partir de este grado de abandono el
axon podria retraerse definitivamente dejando todos los pliegues secundarios abandonados

(sinapsis T.A.S.).

Tanto en la serie control como en la de incremento de actividad, 1a distribucion de los
pliegues abandonados tiene, aparentemente, las mismas posibilidades de ser uni- o bilateral

(el 49,33% de sinapsis A.A.S. son B.A. en la serie control y en la serie actividad lo son el
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55.37%, ver Tabla II). En cualquier caso y a la luz de los resultados obtenidos en la Tabla
III, lo que se altera es la cantidad de pliegues abandonados que presentan las sinapsis

ampliamente abandonadas (A.A.S.) en ambas series.

En la serie de incremento fisioldgico de actividad (IFA), la tendencia al decremento
progresivo de los valores (% de sinapsis) conforme aumehta el nimero de pliegues
abandonados (Tabla IV.B, Figura 15.B) no es tan marcada como la descrita para la serie
control. En lé serie de incremento de actividad locomotora (IFA), la disminucién mds marcada
del % de sinapsis no es hasta los 5 pliegues abandonados. La distribucién de los pliegues
abandonados en las formas de abandono bilateral, uno de los dos lados presenta siete pliegues
abandonados, como mdximo (en la serie control el mdximo es de nueve), mientras que el otro
lado presenta, como mdximo, cuatro (el doble que en la serie control). En general, las sinapsis
ampliamente abandonadas (A.A.S.) de la serie de incremento fisiolégico de actividad (IFA)
tienden a estar abandonadas de forma mds simétrica que las de la serie control, lo cual no
afecta a la naturaleza del abandono (bilateral o unilateral). No obstante, las diferencias entre
la serie control y la serie de incremento fisiolégico de actividad no son significativas (P >

0.05, X?).
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Tabla III: % del niimero total de pliegues abandonados en las sinapsis A.A.S.

NUMERO DE SERIE CONTROL SERIE IFA
PLIEGUES
3 22,77 + 15.14 27.52 + 6.17
4 19.90 + 3.19 20.67 + 4.63
5 19.12 + 10.57 15.32 + 10.65
6 6.83 £ 8.72 5.79 £+ 6.07
7 3.13 + 2.84 10.34 + 6.51
8 2.56 + 4.46 2.76 + 2.64
9 1.85 + 3.30 3.06 £ 3.03
10 1.28 + 2.21 -
11 1.28 + 2.21

Expresado en % + Error Estindar.

Numero total de pliegues abandonados valorados: 235 en serie control y 418 en la serie de incremento
fisiologico de actividad (IFA). Niimero de sinapsis estudiadas: 57 en la serie control y 88 en la serie IFA.
No se observan diferencias significativas (P > 0.05, test X?) entre las dos series.

Figura 14: Representacion grdfica de Ja tabla 111,

% de sinapsis amplisments abandonadas
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Tabla IV: Distribucién de los pliegues segtin lateralidad. Sinapsis A.A.S..

IV.A- Serie control:

N 0 1 2
2 21.59 + 8.23 13.03 + 10.63 5.18 + 4.01
3 9.60 + 1.20 9.60 + 1.20 6.99 + 5.70
4 5.12 + 7.88 6.07 + 4.69 1.28 + 1.21
5 5.89 + 423 _ 1.85 + 2.20 -
6 3.70 + 5.42 3.13 + 1.84 -
7 - 128 + 1.21 -
8 1.28 + 1.21 1.85 £ 2.20 -
9 - - 1.28 + 1.21
10 1.28 + 1.2t - -

*: N = mimero de pliegues secundarios abandonados
Expresado en % + Error Estdndar.
235 pliegues valorados de 57 sinapsis A.A.S..

IV.B-Serie de incremento fisiolégico de actividad (IFA).

N 0 2 4
2 14.59 + 3.95 14.93 + 10.20 6.12 + 5.06 -
3 13.57 £+ 8.74 4.07 + 3.61 11.48 + 3.78 3.77+ 229 -
4 10.47 + 7.07 1.01 + 1.36 4.82 1.01 -
5 3.83 + 235 2.76 + 1.64 1.04 + 1.02
6 1.01 £+ 1.36 1.01 1.36 - -
7 1.75 + 2.03 1.75 + 2.03 2.02 + 2.49 -
8 - - -
9 - - -
10 - - -

*: N = mimero de pliegues secundarios abandonados.
Expresado en % + Error Estdndar.
418 pliegues valorados de 88 sinapsis A.A.S..
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Figura 15: Representacidén grifica de la tabla IV.

15.A: Representacién griafica de la tabla IV.A.

N pliegues abandonados

15.B: Representacién grafica de la tabla IV.B.
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V1.2. ESTUDIO DE LA MORFOLOQGIA DE LAS CRESTAS,

Parece importante el estudio de la morfologia de las crestas ya que son el soporte
estructural de la membrana densificada, elemento importante en la neurotransmision, y que
como se expondrd posteriormente, presentan una gran variabilidad en las diferentes situaciones
estudiadas. Este estudio se ha limitado a las sinapsis normales (N.S.) y ampliamente
abandonadas (A.A.S.) por presentar sarcolemas cualitativamente diferentes: las sinapsis N.S.
presentan un Sarcolema con el grado maximo de normalidad esperable en un adulto normal,
mientras que el grado mdximo de abandono, con las tres porciones de sarcolema presentes,

estdn representadas por las sinapsis A.A.S..

Se han clasificado las diferentes morfologias de las crestas postsindpticas (ver capitulo
de Material y Métodos y Figura 6) en cinco tipos: tipo I, cuando la base de la cresta es mds
ancha que la porcién apical; tipo II, cuando la cresta tiene una morfologfa de "palillo de
tambor"; tipo III, cuando la porcion apical es mds ancha (en el sentido del pliegue primario)
¥ la porci6n basal es filiforme; tipo IV cuando la cresta tiene una morfologfa piriforme; y,
por dltimo, tipo V si la cresta tiene, desde la base a la porcién apical, la misma anchura.
Cada una de estas morfologfas puede presentar crestas con o sin membrana densificada. Es
importante, ademss, concretar que la porcién apical de las crestas puede tener diferentes
grados de convexidad segin de la morfologfa que se trate. En funcidn de esta caracteristica
€5 posible establecer un criterio de gradacién, de mayor a menor convexidad, de los diferentes
tipos de cresta en: tipo I como la mds convexa, seguida de los tipos II, III, IV y, como la mds

Tectilinea, el tipo V.
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Tabla V: Morfologia de las crestas.

Serie control;

N.S. A.AS.
TIPO CRESTA
SUBAXONAL SUBAXONAL SUBGLIAL ABANDONADO
TOTAL ND TOTAL ND TOTAL ND TOTAL ND
1 4.8 23.4 4.1 16.0 - - 9.2 24.7
+ 0.9 + 0.2 + 2.1 + 0.2 + 6.5 +1.2
I 22.0 7.9 30.9 6.0 51.47 13.1 30.9 18.2°
+ 1.3 + 04 +15.2 +1.2 +24.9 + 1.6 +15.0 +26
1 242 7.4 26.0° 3.6 5.9 - 1.9° -
+ 2.6 + 0.0 + 9.8 + 0.0 + 1.4 + 0.0
v 303 4.6 20.9" 3.0 13.27 - 20.2 15.7°
+1.2 +03 + 6.7 + 0.2 + 9.5 + 7.3 -~ +08
\Y 20.8 3.6 19.7 3.2 38.7 225 46.5" 24.3°
+ 2.0 + 0.3 +34 + 0.2 +15.7 + 0.3 + 10.1 +5.3

N= 57 sinapsis NS, 627 crestas tipificadas. N= 59 sinapsis AAS, 472 crestas cubiertas por el axéu, 177 por la glia y 236
crestas sin oposicién; Total de crestas A.A.S, estudiadas 885.
Expresado en media + S.E. * P < 0.005, (test X?, respecto a las sinapsis normales.

Serie de incremento fisiolégico de actividad (IFA):

N.S. AAS.
TIPO CRESTA
SUBAXONAL SUBAXONAL SUBGLIAL ABANDONADO
TOTAL ND TOTAL ND TOTAL ND TOTAL ND
1 0.7 - - - - - - -
£0.5
i 18.3 1.3 18.5 19.0 34.4 39.3 27.1 40.3
+2.38 +1.8 +5.8 +18.7 +82 +10.5 +11.6 +7.1
Im 32.8° 0.9 30.8 - 13.7 16.6 5.6™ 16.6
+5.3 +1.2 +53 +3.8 +23.5 +2.0 +23.5
v 35.6 3.5 433" 4.5 3.8 25.4 3.7 21.9
+6.0 +3.8 +3.0 +2.4 +15.2 +8.1 + 7.0 +10.6
v 12.6™ 10.5™ 7.5° 10.0 8.1° 23.3 29.6° 26.2
+12 +2.7 +2.4 + 8.1 +6.5 +20.5 +20.2 +21.5

N= 63 sinapsis NS, 345 crestas tipificadas. N= 88 sinapsis AAS, 672 crestas cubiertas por el axén, 134 por la glia y 247
crestas sin oposicién; Total de crestas A.A.S. estudiadas 1053.
Expresado en media + S.E. * P < 0.05, ** P < 0.005 (test X?), respecto a la serie control.

Sinapsis Normales (NS). Sinapsis Ampliamente Abandounada (A.A.S.), con sus 3 tipos de sarcolema, TOTAL es el % del mimero total
de crestas. ND es el % de crestas no densificadas en cada tipo de cresta.
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Figura 16: Morfologia de las crestas. Representacion grifica de la tabla V.
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Figura 17: Morfologia de las crestas. representacion grdfica de la tabla V.
Serie de incremento fisiol6gico de acitvidad (IFA).
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VI.2.1. SERIE CONTROL.

En el componente postsindptico de las sinapsis normales (N.S.) de la serie control, la
proporcidn de crestas observadas se distribuye por igual (entre un 20 y un 30%) entre todos
los tipos descritos, aunque las del tipo I estdn en menor proporcién (5%), y las crestas del
tipo IV predominan ligeramente en el postsindptico normal (ver Tabla V y Figura 16). En
cuanto al grado de densificacién de las crestas subaxonales en las sinapsis normales, el tipo
de crestas de menor participacién (tipo I) son las que presentan un mayor porcentaje de no
densificacién (casi un 25%), mientras que el resto de tipos de crestas nunca superan el 8%
de no densificacion (Tabla V). Se puede deducir que para obtener un 92% en el pardmetro
% de crestas densificadas en el componente postsindptico de las sinapsis normales
(expresado en Tabla VII), todos los tipos de crestas contribuyen de una forma proporcional,
excepto el tipo I. Asf pues, en las sinapsis normales, no parece haber una relacién directa

entre morfologifa de las crestas y la densificacion de la membrana asociada.

En el sarcolema subaxonal de las sinapsis A.A.S., la morfologia del tipo II predomina
ligeramente sobre el resto de morfologfas (ver Tabla V y Figura 16). Respecto a las sinapsis
normales, nicamente se detecta un incremento significativo para la morfologia del tipo III
¥ un importante decremento para las crestas del tipo IV (P < 0.005 en ambos casos. Tabla
V). Las proporciones de crestas no densificadas (ND) no varfa significativamente pero sf se
observa una ligera redistribucion de sus valores, que es responsable del incremento
significativo en el pardmetro % de crestas densificadas (expresados en la Tabla IX) en el

Sarcolema subaxonal de las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.).
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En la porcién del sarcolema subglial de la sinapsis A.A.S. (cubierto por glia), también
predomina la morfologia del tipo II (ver Tabla V y Figura 16). Asi mismo, aumentan de
forma significativa los tipos II y V respecto de las sinapsis normales (P < 0.005, X?, en
ambos casos). Por el contrario, respecto a las sinapsis normales, las formas Il y IV disminu-
yen significativamente (P < 0.005, X?), y las del tipo I desaparecen (ver Tabla V y Figura
16). Del bajo valor del pardmetro % de crestas densificadas observado en el sarcolema
subglial en las sinapsis A.A.S. (58%, Tabla IX) son responsables los tipos I y V, ya que las

formas restantes tienen todas las crestas densificadas (ND).

En el sarcolema totalmente abandonado de las sinapsis A.A.S. la morfologia de las
crestas predominante es la V (ver Tabla V y Figura 16). Y s6lo disminuyen significativamente
las formas III y V respecto a las sinapsis normales (P < 0.005, X, en ambos casos). El resto
de tipos de morfologia crestal adoptan aproximadamente los mismos valores que en el
sarcolema subaxonal de las sinapsis A.A.S.. Contribuyen de forma significativa al decremento
del pardmetro % crestas densificadas en el sarcolema abandonado de las sinapsis A.A.S.

abandonado las formas V, 11 y IV (ver Tabla IX).

En cuanto a las crestas sin densificar (Tabla V, y Figura 16), las crestas del tipo III
s6lo presentan morfologfas sin densificar en situacién subaxonal (tanto en el componente
postsindptico de las sinapsis normales como en la porcién subaxonal del componente
postsindptico de las sinapsis A.A.S.). En todos los casos en los que el axén cubre una porcion
de sarcolema (tanto de las sinapsis normales como de las sinapsis A.A.S.), la distribucién de
formas no densificadas es similar (P > 0.05). Sin embargo, en condiciones de abandono

axonal (bajo la glia o totalmente abandonadas), iinicamente las morfologfas tipo Il y V, siem-
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pre contienen una determinada proporcion de estas crestas sin densificar. Pese a todo, sélo
se observan diferencias significativas, en cuanto a los tipos de cresta no densificada, en la

porcion del sarcolema que estd totalmente abandonado (ver Tabla V).

Resumiendo estos resultados, en las sinapsis A.A.S. se observa que las crestas de tipo
III disminuyen progresivamente en funcién del grado de abandono (Figura 16). Parece que
la morfologfa mds caracteristica bajo el ax6n sea la del tipo III, mientras que la morfologia
tipo 11 parecé ser la mds representativa del componente postsindptico opuesto a glia y la
morfologia tipo V sea la mds frecuentemente observada en condiciones de mdximo abandono.
El tipo I contribuye de forma anodina a una distribucion final de morfologias de las crestas
en todos los sarcolemas estudiados. Respecto a la morfologia del tipo IV, pese a que no es
el tipo de cresta que se pueda considerar como propio del sarcolema subaxonal (por ejemplo,
en el sarcolema abandonado de las sinapsis A.A.S. representa un mismo % que bajo el axén
de estas misma sinapsis) este tipo predomina ligeramente en las sinapsis normales y tiene

también una importante presencia (20%) en situacién subaxonal de las sinapsis A.A.S..
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VI1.2.1. SERIE DE INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

En las condiciones experimentales de incremento de actividad locomotora desarrollada
en el presente trabajo el comportamiento de la morfologia de las crestas sigue una tendencia
de adaptacion pldstica que muestra un determinado grado de coherencia con los resultados

obtenidos en el estudio de la morfologia crestal en la serie control.

La Tabla V (ver también la Figura 17) indica que en las sinapsis normales de la serie
de incremento de actividad aumenta notablemente el % de crestas de los tipos Il y IV (el tipo
III de forma significativa, P < 0.005) disminuyendo, por otra parte, el porcentaje de crestas
del tipo V (P < 0.05) que en el estudio de la serie control se mostraba como el mds

frecuentemente observado en las porciones de sarcolemas abandonados (sinapsis A.A.S.).

Por otra parte el % de crestas con morfologia del tipo II no se afecta significativa-
mente con el incremento de actividad, en ninguno de los componentes postsindpticos

estudiados en este apartado (sinapsis normales y A.A.S.).

En las sinapsis A.A.S. de la serie de incremento de actividad, es interesante observar
que, con respecto a la serie control, en el sarcolema subaxonal se incrementan también las
morfologias de crestas de los tipos I y IV (el tipo IV lo hace de forma significativa, P <
0.005), concomitantemente se observa una disminucién, también en este caso de forma

significativa, del tipo V (ver Tabla V).
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En cuanto a la presencia de membrana densificada de las crestas, se observa que el
incremento de actividad no afecta al grado de densificacion que presentan las diferentes
morfologias de crestas (ver figuras 16 y 17), excepto en el sarcolema subaxonal de las sinapsis
normales en que hay un incremento (P < 0.05) de crestas sin densificar para la morfologfa
del tipo V. Estos datos son coherentes con la escasa variacion del pardmetro % de crestas
densificadas que se ha observado entre la serie control y de incremento de actividad para casi
todas las sinapsis consideradas (normales, sinapsis A.A.S. y M.A.S; ver tablas XI, XIV y

XVIII).
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V1.3. ESTUDIO DE LAS SINAPSI RMALE

En el presente trabajo se ha tomado como referencia las sinapsis de aspecto normal
(N.S) para el estudio de la poblacion de sinapsis de la serie control. Como se comenté en el
capitulo de Material y Métodos, para estudiar las posibles variaciones inducidas por el
incremento de actividad fisiologica sobre los diferentes tipos de sinapsis consideradas (N.S.,
A.AS., M.A.S., T.A.S.) se ha comparado cada tipo de sinapsis observada en la serie control
respecto a su homdéloga observada en la serie actividad. Asi, para el estudio de las sinapsis
A.AS., M.AS. y T.A.S. se considerardn dos grandes subapartados, uno para el estudio de
estos tipos de sinapsis en la serie control y otro para observar las posibles variaciones
inducidas por el incremento de actividad locomotora. Segin este razonamiento, el estudio de
las sinapsis normales (N.S.) se limita a detectar posibles variaciones inducidas por el

incremento experimental de actividad locomotora.
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Tabla VI: Componente presindptico. Sinapsis normales. Serie IFA.

C. PRESINAPTICO

SINAPSIS NORMALES AXON CTR AXON IFA COMP.
Area (um?) 3.18 £ 2.15 291 + 2.84 8.49%¢ U 0.056
Perimetro (um) 7.64 + 3.34 6.70 + 3.6011.84% 3% U 0.029
% de axolema sindptico 58.47 + 11.37 55.88 + 13.75 4.43%4 U 0.399
% de axolema glial 36.83 + 8.85 35.34 + 10.93 4.43% ¢ U 0.427
% de axolenAm libre 7.18 + 6.49 11.57 £ 11.63 61.14% ¢ U 0.065
Ratio drea pre- / drea postsindptica 223 + 1.81 296 + 2.9132.73%¢ U 0.157
Ratio perimetro / drea (um/gm?) 2.84 + 0.99 3.52 + 2.0323.94%1¢ U 0.084
Niimero de V.S. / ym? 44.45 + 28.30 45.93 + 28.24 3.33%1¢ T 0.774
Didmetro V.S. (nm) 4599 + 4.79 48.10 + 5.16 14,58% ¢ T 0.021
% axoplasma ocupado por V.S. 2.48 + 1.76 270+ 1.66 8.87%¢ U 0.385
Nimero de V.S. por gm de axolema sindptico 2.12 + 0.86 3.18 + 2.04 50.00%* U 0.003
Numero de vesiculas coated / pm? 2.66 + 2.57 292+ 287 9.77%* U 0.308
Niimero de vesiculas core / pm? 221 ¢ 1.51 290 + 2.12 31.22%¢t T 0.056
Niimero de lisosomas / um? 225 + 1.56 237+ 1.66 533%¢t T 0.701
% de axoplasma ocupado por mitocondrias 12.14 + 7.52 20.70 + 11.43 70.51%¢ T 0.000
Nitmero de cisternas del R.E.L. / ym? 1.45 + 0.93 1.99 + 1.36 37.24%¢ T 0.018
Niimiero de Z.A. 2.17 + 2.21 2.59 + 1.94 14.09% ¢ U 0.139
Longitud media de las Z.A. (nm) 92.41 + 36.83 156.78 +523.3469.65% t U 0.077
% de Z.A. encaradas 81.50 + 25.77 70.77 + 30.21 13.16% ¢ U 0.135
% del perimetro ocupado por Z.A. 3.16 £+ 4.06 3.56 + 5.26 12.65%* U 0.139
% del axolema sindptico ocupado por Z.A, 5.77 + 8.30 6.81 + 9.9218.02%¢ U 0.075
Nimero de Z.A. por um de axolema 030 + 0.25 0.38 + 0.2026.66%t U 0.139
Separacién axén-postsindptico (nm) 43.95 + 6.51 41.57 + 8.23 5.41%+ T 0.079
Separacién cedula glial-postsingptico (nmn) 64.73 + 12.72 80.52 + 20.98 24.39% ¢ U 0.321

CTR: serie control; IFA: serie de Incremento Fisiol6gico de Actividad.T: t-test; U: U-test.

%4y %1t representa el % de incremento o decremento de los valores de los pardmetros en la serie IFA respecto a la serie CTR.
N= 57 sinapsis normales en la serie control; N= 63 sinapsis normales en la serie IFA.
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VL.3.1. COMPONENTE PRESINAPTICO.

En los animales de la serie de incremento fisiolégico de actividad (I.F.A.), no se
modifica significativamente, respecto a los animales de Ia serie control, el porcentaje de
sinapsis normales. En este sentido, el andlisis de los pardmetros axonales en ambas situaciones
(sinapsis normales de la serie control respecto a las sinapsis normales de la serie I.F.A.)
revelan la existencia de cambios minimos, aunque con una posible relevancia funcional (ver
Tabla VI). Especificamente un incremento del % de axoplasma ocupado por mitocondrias
y también de la densidad de cisternas del R.E.L. (Numero de cisternas del R.E_L./um?),

lo que sugiere un posible incremento de actividad metaboélica global.

Asf mismo, se observa un incremento del didmetro de V.S. (vesiculas sindpticas) y
del mimero de V.S. en contacto con el axolema sindptico (Nidmero de V.S. por um de
axolema sindptico), lo que podria ser interpretado en el sentido de una mayor diferenciacion
de una parte de la maquinaria de la neurotransmisién. Sin embargo, los pardmetros que
describen las densificaciones del axolema (zonas activas) no se modifican. Asf por ejemplo,
la longitud media de las Z.A. (zonas activas; en la serie de incremento de actividad es un
70% mayor que en la serie control), el % de axolema sindptico ocupado por Z.A. (en la
serie de incremento de actividad es un 20% mayor que en la serie control) o el mimero de
Z.A. por unidad de longitud del axolema (Nimero de Z.A. por pm de axolema, en la serie
de incremento de actividad es un 25% mayor que en la serie control) no presentan diferencias

significativas (P > 0.05) entre la serie control y la de incremento de actividad locomotora.
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Curi()samente, algunos de estos cambios en sinapsis normales de animales con
actividad locomotora incrementada son similares a los observados en los axones de las sinapsis
ampliamente abandonadas (A.A.S.) de la serie control (ver Tabla VII, en el siguiente
apartado). Esta observacion sugiere que la remodelacion sindptica que ocurre expontaneamente
en los animales control, y que conlleva la aparicion de diferentes grados de abandono en
algunas sinapsis, podria estar relacionado también con variaciones puntuales de actividad en
determinadas ramas axonales para un mismo misculo. Curiosamente también, algunos de estos
cambios son similares a los descritos en las sinapsis M.A.S. de los animales control (ver

apartado 5 del capitulo de Resultados).

En resumen, los cambios de la estructura axonal en las sinapsis de aspecto normal
atribuibles al incremento de actividad (serie I.F.A.), se encuentran también en mayor 0 menor
medida en las sinapsis de los animales control que presentan algin grado de abandono neural

(M.A.S. y A.A.S.).
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Tabla VII: Componente postsindptico. Sinapsis normales. Serie IFA.

C. POSTSINAPTICO

SINAPSIS NORMALES SUBAXONAL CTR SUBAXONAL IFA COMP,
Longitud sarcolema (um) 37.43 + 16.66 34.60 + 25.08 7.56%4 T 0.054
Amplitud oberturas (nm) 77.50 + 21.62 65.26 + 15.22 15.79%+ T 0.001
Amplitud crestas (nm) 320.45 +128.31 332.41 +121.87 3.73%¢t U 0.278
Ratio amplitud 4.25 + 1.56 5.24 + 1.88 23.29%¢ T 0.002
cresta/obertura
% del pliegue primario 76.07 + 17.56 88.76 + 18.26 16.68% ¢t U 0.000
ocupado por crestas
Longitud del pliegue 613.67 £157.95 642.65 £151.67 4.72%t T 0.304
secundario (nm)

Niimero de secciones 327+ 1.59 351+ 196 7.33%!¢ T 0.457
por obertura

Penetracién 77.67 £ 37.30 147.38 + 69.00 89.75% ¢ T 0.000
densificaciones (nm)

% crestas densificadas 91.81 + 12.82 95.41 + 10.48 3.92%1t U 0.058
Longitud media 337.82 +137.03 455.94 +138.24 34.96% ¢t T 0.000
densificaciones (nm)

Ratio longitud 0.10 + 0.15 0.06 + 0.01 40.00% ¢ U 0.243
densificaciones pre-/post-

Nimero V. coated 0,22 + 0.13 0.52 + 0.79 136.36% ¢ U 0.032
por obertura

Niimero de mitocondrias 1.44 + 1.67 139 + 1.33 3.47%+4 U 0.363

por um’® postsindptico

Niiniero de lisosomas 4.0 + 4.31 4.83 + 2.62 20.75%¢ U 0.001
por um? de postsingptico

CTR: serie control; IFA: serie de Incremento Fisiol6gico de Actividad.

T: t-test; U: U-test.

%4y %t representa el % de incremento o decremento de los valores de los pardmetros en la serie IFA respecto a la serie
CTR.

N= 57 sinapsis normales en la serie control; N= 63 sinapsis normales en la serie IFA.
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VL.3.2. COMPONENTE POSTSINAPTICO.

El componente postsindptico de las sinapsis de aspecto normal de la serie de
incremento de actividad locomotora en relacién al componente postsindptico normal de la serie
control, muestra ciertos cambios en determinados pardmetros que indican una mayor
diferenciacion de ciertas estructuras (ver Tabla VII).

Especificamente, se observa una disminucién de la amplitud de las obe@ms P <
0.005) 1o que Aconlleva (no varfa la amplitud de las crestas) a una alteracion de la ratio de
amplitud de cresta/obertura. Respecto al sarcolema de las sinapsis normales de la serie
control, para una longitud del sarcolema similar (P > 0.05) se observa solamente una
menor amplitud de oberturas lo que conileva a un incremento (P < 0.000) de la proporcién
de pliegue primario correspondiente a superficie crestal (% de pliegue primario ocupado

por crestas; Tabla VII).

Por otra parte, los cambios observados en la membrana densificada que recubre a la
crestas son notables (ver Tabla VII). Existe un incremento del 90% en la penetracion de la
membrana densificada hacia la profundidad de los pliegues secundarios (Penetracion de las
densificaciones) y un incremento del 35% de la longitud media de las densificaciones
(P < 0.000 en ambos casos) y, sin embargo, no se modifica el porcentaje de crestas que
Presenta densificaciones de membrana (% de crestas densificadas). Pese a todos los cambios
Observados, el incremento de membrana densificada postsindptica no es desproporcionado con
Tespecto a la longitud de las membranas densificadas presindpticas (zonas activas) ya que no

varia la ratio entre longitud pre-/post- de forma significativa (P > 0.2).
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Existen claros indicios de un incremento de actividad reformadora en el componente
postsindptico de las sinapsis normales de la serie control. Por ejemplo, se observa un
incremento significativo en ¢l mimero de vesfculas coated por obertura de los pliegues
secundarios (P < 0.05) y en la densidad de lisosomas presentes en el componente
postsindptico normal (P < 0.005; Nimero de lisosomas por pm’ de postsindptico; Tabla

VID).

Los cambios descritos, especialmente los referentes a la membrana densificada (que
incrementa los valores métricos de los pardmetros que la describen) junto con los cambios
presindpticos de incremento del didmetro de las vesiculas sindpticas y del mimero de vesiculas
préximas al axolema sindptico, sugieren el desarrollo de una mayor y selectiva diferenciacion
de la maquinaria relacionada con la neurotransmisién inducido por el incremento experimental

de actividad .
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VI.4. ESTUDIO DE LAS SINAPSIS AMPLIAMENTE ABANDONADAS
(A.A8).

VI.3.1. SERIE CONTROL.

En el presente trabajo, los resultados cuantitativos obtenidos del andlisis de los pard-
metros de cada tipo de sinapsis (pardmetros definidos en el capitulo de Material y Métodos)
se han comparado inicialmente con los de las sinapsis de aspecto normal (S.N.). Eventual-
mente, con las sinapsis que presentan formas de abandono se ha hecho el intento de
tipificacién, comparando también las sinapsis con diferentes grados de abandono entre ellas

(A.AS. s M.AS.y A AS. isT.AS)).

VI.4.1.1. COMPONENTE PRESINAPTICO. SINAPSIS A.A.S.. SERIE CONTROL.

Las sinapsis con amplio abandono (A.A.S.) presentan axones mds pequeiios que en las
sinapsis normales, los valores tanto del 4rea como del perfmetro son menores significativa-
mente (P < 0.000, en ambos casos). Sin embargo, son m4s anfractuosos (Ratio perimetro/4-
rea; P < (.05, Tabla VIII) que los axones de las sinapsis normales, de manera que el
axolema estd mds plegado, dando un aspecto en la seccién, de superficie mds irregular. Esto
Sugiere una desaparicién de parte del axoplasma con un posterior plegamiento relativo del
axolema.

El incremento del % de axolema libre (sin aposicion al componente postsindptico ni

a la célula glial) en las sinapsis A.A.S. respecto de las sinapsis normales no es significativo
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(P > 0.1, Tabla VIII). Por tanto, en relacién a las sinapsis normales, el aumento del % de
axolema glial observado en las sinapsis A.A.S. puede ser debido a la disminucién del % de
axolema sindptico (P < 0.000 en ambos casos; Tabla VIII). Cabe resaltar que el aumento
del perimetro glial y el decremento del perimetro sindptico son del mismo orden de magnitud
(un 20%).

El drea postsindptica subaxonal tambi¢n disminuye en las sinapsis A.A.S. respecto al
valor de este pardmetro en las sinapsis normales (datos no mostrados en tablas). En las formas
de amplio abandono, es mds importante el decremento del drea presindptica (un 37% de
decremento) que el decremento del drea postsindptica (32 % de decremento) respecto al valor
de estos pardmetros en las sinapsis normales, de manera que la ratio drea pre-/drea post-
sindptica) es un 38% mayor en las sinapsis A.A.S. que en las sinapsis normales (P < 0.05,
Tabla VIII). Estos resultados sugieren que los cambios a nivel del componente presindptico
podrian inducir ciertas modificaciones (ver Tabla IX) en el componente postsindptico (ver

capftulo de Discusion, apartado 5.1.2.).

En cuanto al contenido de orgdnulos de los axones de las sinapsis A.A.S. en relacion
a las sinapsis normales, se observa un incremento de la densidad de vesiculas core (Nlimero
de vesiculas core/pm?), densidad de lisosomas (Nﬁmero de lisosomas /pm®) y cisternas del
reticulo endoplasmdtico liso (Nimero de cisternas del R.E.L./pm*, P < 0.005 en todos
los casos, Tabla VIII). En relacién al axén normal, pricticamente no hay variaciones en la
densidad de las vesiculas coated (Ndimero de vesiculas coated/pm?) ni del % de axoplasma
Ocupado por mitocondrias (P > 0.05 en los dos casos, Tabla VIII. Estos datos,

globalmente, podrian ser indicativos de incremento de actividad litica en los axones A.A.S..
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TABLA VIII: Componente presindptico. Sinapsis A.A.S.. Serie control.

COMPONENTE PRESINAPTICO

SINAPSIS A.A.S. AXON NORMAL AXON A.A.S. COMP.
Perfmetro (ym) 7.64 + 3.34 592 + 3.84 22.49%+¢ U 0.000
% de axolema sindtpico 58.47 + 11.37 47.87 + 10.54 18.13% ¢ T 0.000
% de axolema glial 36.83 + 8.85 44.66 + 11.25 21.25%1¢ T 0.000
% de axolema lil;re 7.18 + 6.49 8.56 + 8.17 19.22%¢ T 0.331
Ratio frea pre- / drea postsindptica 2.23 + 1.81 3.08 + 2.65 38.11%t U 0.008
Ratio perimetro / drea (um / pm?) 2.84 + 0.99 390 + 1.62 37.18%¢t T 0.000
Niimero de V.S. / ym? 44.45 + 28.30 41.24 + 2293 7.22%t T 0.502
Difinetro medio de V.S. (nm) 4599 + 4.79 49.38 + 6.75 7.38%¢t T 0.004
% axoplasma ocupado por V.S, 248 + 1.76 2.53 + 1.56 2.01%¢ T 0.862
Niimero de V.S. por um de axolema sindptico 2.12 + 0.86 2.65 + 1.23 24.99%1t T 0.011
Niimero de vesiculas coated / jm?® 2.66 + 2.57 3.09 + 2.41 16.16% ¢ U 0.070
Niimero de vesiculas core / ym?® 2.21 + 1.51 5.65 + 4.45 54.75%1 T 0.000
Niimero de lisosomas / um? 225 + 1.56 3.66 + 2.78 62.67%? T 0.002
% de axoplasma ocupado por mitocondrias 12.14 + 7.52 13.07 + 6.41 7.66%1t T 0.526
Niimero de cisternas del R.E.L. / pm? 1.45 + 0.93 2.23 + 1.57 53.79% ¢ T 0.006
Niimero de Z.A. por seccién 2.17 + 2.21 295 + 2.06 35.94%¢ U 0.010
Longitud media de las Z.A. (nm) 92.41 + 36.83 85.64 + 31.30 7.33%¢ T 0.387
% de Z.A. que estdn encaradas 81.50 + 25.77 75.26 + 25.20 7.65% % U 0.298
% del perfmetro ocupado por Z.A. 3.16 + 4.06 4.53 + 3.26 43.25%¢ U 0.001
% del axolema sindptico ocupado por Z.A. 5.77 + 8.30 10.21 + 8.07 76.95%¢ U 0.000
Niimero de Z.A. por um de axolema 0.30 + 0.25 0.51 + 0.29 72.34%¢ U 0.000
Separacién axén-postsindptico (nm) 43.95 + 6.51 4524 + 9.75 2.93%1¢ T 0.406
Separacién célula glial-postsindptico (nm) 64.73 + 12.72 67.23 + 22.56 3.86%1t T 0.654

N =57 sinapsis normales, 59 sinapsis A.A.S.
T: tetest; Uz U-test.

%ty %t en negrilla hace referencia al % de decremento o incremento de los valores de los pardmetros de la sinapsis A.A.S. respecto

2 las sinapsis normales.
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En las sinapsis A.A.S. no se modifican ni la densidad de vesiculas sindpticas
(Ndmero de V.S./um? ni el % de axoplasma que ocupan, en relacion al valor de estos
pardmetros en el axén de las sinapsis normales (P > 0.5 en los dos casos, Tabla VIII). En
cambio, se observa un incremento significativo (P < 0.005) del didmetro y del mimero de
vesiculas sindpticas en contacto con el axolema sindptico (Nimero de V.S. por pm de
axolema sindptico, P < 0.05). Estas variaciones indican que las sinapsis A.A.S. poseen un
axon con una mayor diferenciacion de esta porcién de la maquinaria de neurotransmisién que

las sinapsis normales.

En cuanto a las zonas activas (estructuras también relacionadas con la neurotransmi-
sidn), entre el axén A.A.S. y el ax6n normal, no varia la longitud media de estas
densificaciones ni el % de Z.A. encaradas a las oberturas de los pliegues postsindpticos. En
cambio aumenta (en un 36%, P < 0.05) el nimero de Z.A. por seccién (Tabla VIII). Es
interesante resaltar que los axones de las sinapsis A.A.S. mantienen el % de Z.A. encaradas
Cuando presentan un axolema de menor longitud que el normal. En el axon de las sinapsis
AAS., el incrémento observado en el mimero de zonas activas se traduce en un importante
aumento del % de perimetro sindptico, propiamente dicho, ocupado por estas diferenciaciones
(% de perimetro ocupado por Z.A., 77% de incremento respecto al ax6n normal; P <
0.005; Tabla VII). Estos resultados sugieren una importante remodelacion subcelular en

Condiciones de retraccién presindptica.

141



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,
EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.
Manuel Santafe Martinez

DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

En resumen, en relacién al axén normal, se observa un incremento de diferenciacion -
presindptica de las formas A.A.S. en cuanto a la maquinaria de la neurotransmision se refiere,
tanto por: (1) vesiculas sindpticas (mayores y mds proporcion en contacto con el axolema

sindptico) y (2) zonas activas (mds numerosas y ocupan un porcentaje mayor del perimetro

sindptico).
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Tabla IX: Componente postsindptico. Sinapsis A.A.S. Serie control.

C. POSTSINAPTICO A.A.S. COMPARACIONES
COMPONENTE C.
POSTSINAPTICO POSTSINAPTI
CO N.S. Subaxonal Subglial Abandonado 12 1/3 1/4
n 2) (€)] @
Longitud sarcolema (um) 37.43 + 16.66 23.94 + 14.58 7.32 + 9.48 11.18 + 8.61 0.000 | 0.000 | 0.000
36.00% ¢ 80.40% ¢ 70.10% ¢ T T T
Longitud sarcolema total 37.43 + 16.66 37.03 + 16.46 T 0.898
1.05% ¢
% sarcolema opuesto a... 100.00 + 0.00 63.49 + 19.04 22.89 + 20.50 30.04 + 20.07
36.51% 4 77.11% 4 69.96% ¢
Amplitud oberturas (nm) 77.50 + 21.62 69.18 + 20.75 86.48 + 26.86 88.52 + 32.88 | 0.037 | 0.154 | 0.045
10.70% ¢ 11.50%t 14.20% ¢ T T T
Amplitud crestas (1m) 320.45 +128.31 | 274.89 +105.32 | 275.73 +122.97 | 253.74 + 81.67 | 0.039 | 0.213 | 0.008
14.20% ¢ 14.00% ¢ 20.80% ¢ 8] 9] U
Ratio amplitud 425 + 1.56 414 + 1.54 3.42 + 1.63 3.19 + 1.53 0.691 | 0.039 | 0.000
cresta/obertura 2.58%+ 19.50% ¢ 24.90% ¢ T T T
% de pliegue primario 76.07 + 17.56 79.71 + 19.65 74.20 + 38.94 57.79 + 20.34 | 0.295 | 0.823 | 0.000
ocupado por crestas 4.78% ¢ 2.46% 4 24.00% ¢ T T T
Longitud pliegue 613.67 +157.95 | 602.08 +140.46 | S05.18 +218.11 | 548.65 +£260.55 | 0.677 | 0.031 | 0.125
secundario (nm) 1.88% ¢ 17.60% ¢ 10.60% ¢ T T T
Niimero de secciones 3.27 + 1.59 3.29 + 5.06 1.82 £+ 0.80 2.61 + 1.65 0.051 | 0.000 | 0.000
por obertura 0.61%¢ 44.34% ¢ 20.18% 4 0] T T
Nimero de secciones 327+ 1.59 2.77 + 2.03 U 0.008
por obertura totales 15.29% ¢
Penetracién densificaciones 77.67 + 37.30 60.06 + 31.63 45.88 + 26.54 42.36 + 36.28 0.008 | 0.000 } 0.000
(nm) 22.70% 4 41.30% 4 45.40% 4 T T U
% crestas densificadas 91.81 + 12.82 | 95.93 + 11.55 58.21 + 15.57 62.22 + 18.13 | 0.013 | 0.000 { 0.000
4.50% 1t 36.60% ¢ 32.20%+ U U u
Longitud media 337.82 +137.03 | 285.72 +113.88 | 330.62 £266.90 | 242.06 +129.08 | 0.028 | 0.901 | 0.000
densificaciones (um) 15.40% ¢ 21.13%+ 28.30% ¢ T T T
Ratio longitud 0.10 + 0.15 0.10 £+ 0.09 T 0.900
densificaciones pre-/post- 0.00%
Niimero vesiculas coated 0.22 + 0.13 0.34 + 0.22 0.49 + 0.42 0.70 + 0.45 0.030 | 0.020 { 0.005
por obertura 54.00%t 168.00% t 218.00% ¢ T U T
Niimero de mitocondrias 1.44 + 1.67 1.99 + 1.85 U 0.071
por um? postsindptico 38.19%¢
Nuwero de lisosomas 4.0 + 4.31 4.68 + 5.02 U 0.214
por um® de postsingptico 17.00% ¢

N = 57 sinapsis normales, 59 sinapsis A.A.S.
T: t-test; U; U-test. %t y %4 hace referencia al % de incremento o decremento de los valores de componente postsindptico A.A.S.
Tespecto al compouente postsindptico normal.
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V1.4.1.2. COMPONENTE POSTSINAPTICO. SINAPSIS A.A.S.. SERIE CONTROL.

En las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.), la longitud de sarcolema total
es la misma que en las sinapsis normales (37 pm en los dos casos, Tabla IX). Globalmente
¢l componente postsindptico de las sinapsis ampliamente abandonadas es menor que el de las
normales (el drea postsindptica total de las formas A.A.S. decrece un 22% respecto de las
formas normales, P < 0.05, valores no mostrados en tablas), en concordancia con un axén

mds pequeiio (ver subapartado anterior).

Se acepta, convencionalmente, que el abandono se ha producido por retraccion axonal
(ver por ejemplo Wernig y Dorlochter, 1989). Asi, el axén retraido pasa a cubrir, en
promedio, unos 2/3 (63%) del total del sarcolema de las sinapsis A.A.S., el resto del
sarcolema, est4 cubierto por la célula de Schwann (20%) o totalmente abandonado (30%) (%

de sarcolema opuesto a...; Tabla IX).

Por otro lado, también unos 2/3 del mimero de oberturas postsindpticas estdn ocupadas
por el axén (7.89 + 5.92 sobre un total de 12.21 + 6.32 oberturas, valores no mostrados en
Tablas). En promedio, 3.63 + 2.24 oberturas estdn totalmente abandonadas y sélo 2.54 +
1.96 cubiertas por prolongaciones de la célula glial. Esta distribucién de oberturas de pliegues
postsindpticos es correlacionable con el % de ocupacién del sarcolema de las sinapsis

ampliamente abandonadas (A.A.S.).

El nimero de secciones por obertura (secciones de los pliegues secundarios en su

Tecorrido sarcoplasmdtico), disminuye en el conjunto de todo el componente postsindptico
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A.A.S.. Se trata, pues, de unos pliegues globalmente mds simples que los de las sinapsis
normales (Tabla IX). El estudio pormenorizado de este pardmetro revela que solamente bajo
el axon se mantiene el mimero de cisternas por obertura (P > 0.05), mientras que disminuye
el valor de este pardmetro tanto bajo la célula glial (44 % de decremento) como en el resto del
sarcolema abandonado (20% de decremento; P = 0.000 en ambos casos, Tabla IX). Asf,
reﬂﬁente, no todo el componente postsindptico A.A.S. presenta unos pliegues mds simples
que los de las sinapsis normales, sino que este fenémeno sélo sucede en la porcién de sarco-

lema no relacionado directamente con el axon.

El mimero de vesiculas coated por obertura se incrementa casi linealmente desde
el componente postsindptico cubierto por el axon de las sinapsis A.A.S. (54% de incremento
respecto a valores del componente postsindptico de las sinapsis normales), al cubierto por la
glia (168% de incremento), y hasta un méximo (218% de incremento respecto al postsindptico
de las sinapsis normales) en el sarcolema abandonado (P < 0.05 en todos los casos; Tabla
IX). A mayor grado de abandono, se observan mds vesiculas cubiertas por obertura. Sin
embargo los pardmetros referentes a otros organoides del sarcoplasma sindptico (Ndmero de
mitocondrias por pm* de sarcoplasma, Nimero de mitocondrias por pm’ de sarcoplas-
ma), no se ven afectados por el fenémeno del abandono axonal; aunque aumentan sus valores
considerablemente respecto a los valores normales (Tabla IX), no lo hacen de forma significa-

tiva.
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VI.4.1.2.1. Componente postsindptico subaxonal. Sinapsis A.A.S.. Serie control.
En la zona de membrana del componente postsindptico de las sinapsis A.A.S. ocupada
por el axon se observan (ver Tabla IX) unas oberturas m4s estrechas que en el componente
postsindptico normal (Amplitud oberturas; P < 0.05), aunque el pliegue, que depende de
estas oberturas, penetra a igual profundidad en la placa motriz (Longitud pliegue
secundario). Las crestas entre estos pliegues secundarios, no sélo estdn, en promedio, en un
mimero menor bajo el axon de las sinapsis A.A.S. que bajo el axén de las sinapsis normales
(un 22% menos, dato no mostrado en tablas), si no que son también mds estrechas (Amplitud
crestas; P < 0.05), y por ello, ocupan la misma proporcién de pliegue primario que en las
sinapsis normales (% de pliegue primario ocupado por crestas). Pese a que la amplitud de
oberturas y crestas es menor en las sinapsis A.A.S., los dos pardmetros disminuyen de forma
proporcional (diferencia no significativa de ratio entre amplitud cresta/obertura). Asi pues,
en relacién al postsindptico normal, todos los elementos de la arquitectura postsindptica
descritos hasta el momento bajo el ax6n de las sinapsis A.A.S., presentan unos valores de los

pardmetros que los describen de menor magnitud.

En relacién al postsindptico normal, el sarcolema bajo el axdn de las sinapsis A.A.S.
presenta ademds de crestas mds estrechas una membrana densificada que penetra un 23%
menos, en promedio, por los pliegues postsindpticos y que son, por otra parte, un 15.5% mds
cortas (Penetracion densificaciones, Longitud media densificaciones, respectivamente;
P < 0.05 en los dos casos, Tabla IX). Sin embargo, respecto al sarcolema normal, se observa
un aumento en la proporcién de crestas con membrana densificada bajo el axdn de las sinapsis
A.A.S. (% crestas densificadas; P < 0.05, Tabla IX). Este fenémeno serfa indicativo de

la existencia de un mecanismo que compensaria la disminucién de los pardmetros de longitud
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antes descritos. Si se observa la ratio entre la longitud total de axolema densificado (zonas
activas) y la del sarcolema con deasificaciones bajo el axén (Ratio longitud densificaciones
pre-/post-; Tabla IX), la variacion entre sinapsis normales y A.A.S. es nula. De manera que
las variaciones observadas referentes al sarcolema densificado bajo el axén A.A.S., estin

compensadas por cambios paralelos en la membrana presindptica.

V1.4.1.2.2. Componente postsindptico abandonado. Sinapsis A_A.S.. Serie control.
El sarcolema de las sinapsis A.A.S. que no estd cubierto por ningin elemento
presindptico (abandonado) presenta unas oberturas también mayores que las normales
(Amplitud oberturas). Sin embargo, respecto a las oberturas normales, el incremento es
mayor cuando las oberturas estdn abandonadas (14%) que cuando estdn bajo el axdn en las
sinapsis A.A.S. (10%), (P < 0.05 en ambos casos, Tabla IX). Los pliegues secundarios que
dependen de estas oberturas siguen teniendo la misma longitud media (P > 0.05) que en los

pliegues normales (Longitud pliegue secundario; Tabla IX).

En cuanto a la amplitud de las crestas entre pliegues secundarios abandonados,
sucede algo similar a lo descrito para las oberturas. El sarcolema abandonado de las sinapsis
A.A.S. presenta unas crestas un 20% mds estrechas que la amplitud media de las crestas
normales (P < 0.05, Tabla IX). El decremento de este pardmetro es mayor en estas zonas
de membrana postsindptica abandonadas que el descrito anteriormente entre crestas
Subaxonales sean estas de sinapsis normales o de sinapsis A.A.S. (Tabla IX). Por otra parte,
la ocupacién del pliegue primario por crestas en estas porciones de sarcolema abandonado

disminuye en un 25% respecto a lo observado en la membrana postsindptica de sinapsis
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normales (% de pliegue primario ocupado por cresta). También se observa un desequilibrio
de la Ratio amplitud cresta/obertura (oberturas mds amplias; Tabla IX), en el sarcolema

abandonado de las sinapsis A.A.S. en relacién al sarcolema de las sinapsis normales .

En cuanto a la maquinaria relacionada con la neurotransmision, las densificaciones del
sarcolema abandonado muestran, respecto al sarcolema densificado de las sinapsis normales,
una disminucién de su longitud media, penetracion por el pliegue y también del porcentaje
de crestas qué presentan densificaciones (Longitad media densificaciones, Penetracién
densificaciones y % crestas densificadas, respectivamente; P < 0.000, en los tres casos;

Tabla IX).

En resumen, en el sarcolema A.A.S. abandonado, todos los pardmetros estructurales
y relacionados con la maquinaria de neurotransmision presentan signos de desdiferenciacion
mucho mds marcados que en el sarcolema subaxonal y, a diferencia de este, no estdn

compensados (desequilibrio de la ratio entre amplitudes de crestas y oberturas).

VI.4.1.2.3. Componente postsindptico subglial. Sinapsis A.A.S.. Serie control.

En relacién al sarcolema de las sinapsis normales, el componente postsindptico de las
sinapsis A.A.S. ocupado por glfa no varfa (P > 0.1) ni en la amplitud de las oberturas ni
en la amplitud de las crestas, aunque sus valores medios se comportan de forma similar
(crestas mds estrechas y oberturas mayores) al descrito para el sarcolema abandonado (Tabla
IX). Sin embargo, bajo la célula glial, decrece de forma significativa (P < 0.05), la ratio

amplitud cresta/obertura, que se comporta igual que en el sarcolema abandonado, siempre
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a favor de oberturas mds amplias que en el componente postsindptico de las sinapsis normales
(Tabla VI). Por lo tanto, el % de pliegue primario ocupado por crestas, al igual que en
la membrana subaxonal de las sinapsis A.A.S., no varia respecto al sarcolema normal (Tabla

IX).

En cuanto a la porcién de sarcolema directamente relacionado con la neurotransmision,
la membrana densificada bajo la glfa muestra una menor profundidad de penetracién por el
pliegue secundario y una proporcién menor de crestas con densificaciones, con respecto a la
membrana densificada de las sinapsis normales (Penetracién densificaciones y % crestas
densificadas, respectivamente; P < 0.000 en los dos casos, Tabla VI). Sin embargo, no
varia la longitud media de las densificaciones postsindpticas respecto a la longitud media
de este pardmetro en las sinapsis normales (P > 0.1). Aparentemente, parece incongruente
que sobre unas crestas mds delgadas y con una misma longitud de densificaciones en vez de
aumentar la penetracién de las densificaciones en los pliegues postsindpticos, esta disminuya.
Una posible explicacion puede estar en el estudio de la morfologia de estas crestas (capitulo

de resultados apartado 2, capitulo de Discusién apartado 5.1.2.).

En resumen, parece haber una clara tendencia a la desdiferenciacion en el sarcolema
de las sinapsis A.A.S. Esta desdiferenciacion es aparente bajo el axén A.A.S. (ya que queda
parcialmente compensada), bajo 1a célula glial la desdiferenciacion ya es evidente en algunos
pardmetros y en el sarcolema sin oposicién se intensifican las alteraciones detectadas bajo la

glfa, mostrando el resto de pardmetros signos de clara desdiferenciacién.
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V1.4.2. SERIE DE INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD (L.F.A.).

VI.4.2.1. COMPONENTE PRESINAPTICO. SINAPSIS A.A.S.. SERIE LLF.A.

En la comparacién entre los axones que inervan dreas sindpticas ampliamente
abandonadas (A.A.S.) de las series control y de incremento de actividad locomotora (I.F.A.),
se observa que, al igual que en las sinapsis normales de la serie de incremento de actividad,
son pocos los pardmetros que cambian significativamente (ver Tabla X).

Es curioso el incremento del % de axoplasma ocupado por mitocondrias (55%
mayor que en la serie control), situacion que también se observa en los axones que inervan
las sinapsis normales en la serie de incremento de actividad, lo que indica claramente un
mayor desarrollo de las estructuras que soportan la actividad metabdlica del componente
presindptico.

Otro pardmetro que también se modifica significativamente (P < 0.05) es el didmetro
de las V.S. (vesiculas sindpticas). Aunque en este caso de forma inversa al cambio inducido
por el incremento de uso en los axones que inervan dreas sindpticas normales. La disminucion
del didmetro de las V.S. (vesiculas sindpticas) en los axones que inervan las sinapsis A.A.S.
de la serie de incremento de actividad podria tener alguna relacién con la disminucién también
observada en estos axones de la densidad de vesiculas core (Nimero de vesiculas core/pm?,

ver capitulo de Discusion apartados VIL.5.1.1. y VIL.5.2.1.).

De hecho, la estructura de los axones en las sinapsis ampliamente abandonadas
(A.A.S.) es similar, tanto en la serie control como en la serie de incremento fisiolégico de

actividad.
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Tabla X: Componente presindptico. Sinapsis A.A.S.. Serie IFA.

C. PRESINAPTICO

SINAPSIS A.A.S. AXON CTR AXON IFA COMP.
Area (um?) 1.98 + 1.94 173 + 137 12.62%4 U052
Perimetro (um) 5.92 + 3.84 533 + 3.63 10.11%4 U 0.383
% de axolema sindptico 47.87 + 10.54 50.35 + 9.05 5.18%! T 0.146
% de axolema glial 44,66 + 11.25 41.94 + 9.76 6.09%4 U 0.295
% de axolema libre 8.56 + 8.17 838 + 7.90 2.10%4 U 0.822
Ratio drea pre-/drea postsindptica 3.08 + 2.65 3.01 + 4.01 2.27%% U 0.043
Ratio perimetro / drea (um/um?) 390 + 1.69 401 + 1.50 2.82%1¢ T 0.707
Niimero V.S, / ym? 41.24 + 22.93 47.53 + 26.90 15.25%¢ T 0.134
Didmetro V.S. (nm) 4938 + 6.75 46.69 + 5.79 5.44%% T 0.015
% axoplasma ocupado por V.S. 2.53 + 1.56 2.56 + 1.34 1.18%¢ T 0.892
Niimero de V.S, por ym de axolema sindptico 2.65 + 1.23 2.96 + 2.16 11.69%¢ T 0.275
Niimero de vesiculas coated / ym? 3.09 + 2.41 3.19 + 3.12 3.23%¢t U 0.713
Niimero de vesiculas core / ym? 5.65 + 4.45 2.85 + 2.31 49.55%14 U 0.000
Niimero de lisosomas / ym? 3.66 + 2.78 3.17 + 2.42 13.38%¢ T 0.298
% de axoplasma ocupado por mitocondrias 13.07 £ 6.41 20.34 + 11.67 55.62% ¢ T 0.000
Niimero de cisternas del R.E.L. / um? 2.23 + 1.57 2.82 + 2.51 26.45%¢ T 0.125
Niimero de Z.A. por seccién 2.95 + 2.06 225 + 1.57 23.72%+4 U 0.061
Longitud media de las Z.A. (nm) 85.64 + 31.30 92.12 + 61.63 7.56%¢ U 0.772
% de Z.A. encaradas 75.26 + 25.20 76.77 £ 25.12 2.00%* U 0.483
% de perimetro ocupado por Z.A. 4.53 + 3.26 4.13 + 6.44 8.83%+¢ U 0.107
% del axolema sindptico ocupado por Z.A. 10.21 + 8.07 8.57 + 13.41 16.06%14 U 0.086
Niimero de Z.A. por um de axolema 0.51 + 0.29 0.42 + 0.25 17.64%4¢ U 0.080
Separacién axdn-postsindptico (nm) 45.24 + 9.75 4478 + 8.54 1.01%: T 0.769
Separacién célula glial-postsindptico (nm) 67.23 + 22.56 80.91 + 24.88 20.34%¢ T 0.015

CTR: serie control; IFA: serie de Incremento Fisiolégico de Actividad. T: t-test; U: U-test.
%y %t representa el % de incremento o decremento de los valores de los pardmetros en la serie IFA respecto a la serie CTR.

N= 57 sinapsis A.A.S. en la serie control; N= 88 sinapsis A.A.S. en la serie IFA.
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Tabla XI: Componente postsindptico subaxonal. Sinapsis A.A.S.. Serie IFA.

C. POSTSINAPTICO
SINAPSIS A.A.S.

SUBAXONAL CTR

SUBAXONAL ACT

Comr.

Longitud sarcolema (um)
Longitud sarcolema total
% sarcolema opuesto a...
Amplitud oberturas (nm)
Amplitud crestas (nm)
Ratio amplitud

cresta/obertura

% del pliegue primario
ocupado por crestas

Longitud pliegue
secundario (nm)

Niimero de secciones
por obertura

Niimero de secciones
por obertura totales

Penetracidn
densificaciones (um)

% crestas densificadas
Lougitud media
densificaciones (nm)

Ratlio longitud
densificaciones pre-/post-

Nimero V., coated
por ohertura

Niiniero de mitocondrias
por um? postsindptico

Nimero de lisosomas
por pm® de postsindptico

23.94 + 14.58

37.03 + 16.46

63.49 + 19.04

69.18 + 20.75

274.89 +105.32

4.14 + 1.54

79.71 + 19.65

602.08 +140.46

3.29 + 5.06

2.77 £ 2.03

60.06 + 31.63

95.93 + 11.55

285.72 £113.88

0.10 + 0.09

0.34 + 0.22

1.99 + 1.85

4.68 + 5.02

25.44 + 13.67 6.26%*

40.91 + 17.73 10.41%¢

61.80 & 18.06 2.66% ¢

69.51 + 21.25 0.47%¢

331.56 +146.83 20.61% ¢

4.96 + 2.36 19.80%*

86.62 + 28.21 8.68%1

664.28 +133.21 10.33%¢

204 £ 1.71 38.08%¢

1.75 + 1.03 36.82%1%

152.79 + 61.99 154.39% ¢

9591 + 9.97 0.02%14

440.74 +£144.75 54.26%1

0.06 + 0.12 40.00%+

0.45 + 0.49 32.35%%

26.11 + 70.11 1212.06% ¢

122.26 +308.25 2512.93% ¢

T 0.535

T 0.181

T 0.595

T 0.927

U 0.017

U 0.008

T 0.086

T 0.009

U 0.049

U 0.000

T 0.000

U 0.760

T 0.000

U 0.001

T 0.049

U 0.006

U 0.000

CTR: serie control; IFA: serie de Incremento Fisioldgico de Actividad.

T: t-test; U: U-test. %+ y %t representa el % de incremento o decremento de los valores de los pardmetros en la serie
IFA respecto a la serie CTR.
N= 57 sinapsis A.A.S. en la serie control; N= 88 sinapsis A.A.A. en la serie IFA,
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Vvi.4.2.2. COMPONENTE POSTSINAPTICO. SINAPSIS A.A.S.. SERIE L.LF.A..

En el andlisis de los pardmetros del componente postsindptico de las sinapsis
ampliamente abandonadas, vistas en su totalidad, de la serie de incremento de actividad
fisiologica, se observa que la longitud de sarcolema total no varia respecto a la del
sarcoiema homélogo en la serie control (ver Tabla XI).

Por otro lado, los pliegues secundarios de las sinapsis A.A.S. de la serie de incremento
de actividad son globalmente mds simples que en la serie control ya que el mimero de
secciones de estos pliegues por obertura (Nimero de secciomes por obertura totales)
disminuye en un 37% (P < 0.000). Como sucedia en la serie control, esta simplificacion de
_108 pliegues secundarios en su recorrido sarcoplasmdtico no es uniforme en las tres porciones
de sarcolema consideradas en las sinapsis A.A.S.. Para la serie de incremento de actividad,
la simplificacion de los pliegues sélo se observa de forma significativa para el sarcolema
Subaxonal y compensa el incremento significativo del valor de este pardmetro en el sarcolema
Subglial (ver tablas XI y XII). El estudio pormenorizado de las diferentes porciones de
Sarcolema revela, como se verd mas adelante, otros cambios relacionados con la citoarquitec-
turg postsindptica.

Con respecto a los organoides postsindpticos, se pone de manifiesto cierta capacidad
aptativa a la nueva situacién de incremento de actividad locomotora: incrementa
®pectacularmente tanto la densidad mitocondrial (1200% de incremento; mimero de
Mitocondrias por um®> de postsindptico) como la densidad lisosomal (2.500% de
iIICremento; mimero de lisosomas por pm’ de postsindptico) respecto al valor de estos

Pardmetrog ep el componente postsindptico de las sinapsis A.A.S. de la serie control (ver

Tabla x7y.
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VI.4.2.“2.1. Componente postsindptico subaxonal. Sinapsis A.A_S.. Serie I.F.A.

El andlisis del valor de los pardmetros en la porcién de sarcolema subaxonal en las
sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.) de la serie de incremento de actividad en relacion
con los correspondientes pardmetros de la serie control, muestra una sorprendente adaptacién

pldstica estructural. Estos cambios, detallados en la Tabla XI, son los siguientes:

(1) Sobre una cantidad de sarcolema subaxonal (longitud sarcolema) igual a

la serie control, se observa un incremento de la amplitud de las crestas.

(2) El aumento de las dimensiones de las crestas serd el soporte del acusado
desarrollo de la membrana densificada. En este sentido, la longitud media de las
densificaciones, se incrementa en un 54% y su penetracién hacia la profundidad de los
pliegues secundarios (Penetracion de las densificaciones) en un 154% (P < 0.005 en
ambos casos). La gran profundidad que alcanza la membrana densificada hacia el interior de
los pliegues puede ser debida, en parte, al predominio significativo en el sarcolema subaxonal
de las sinapsis A.A.S. de la serie de incremento de actividad de la morfologia crestal del tipo
IV (ver Tabla V). Esta morfologfa (IV) es menos convexa en su porcién apical que las
morfologias predominantes (II y III) en el sarcolema homélogo de la serie control (ver Figura
6).

Cabe sefialar que la direccién de estos cambios en los sarcolemas subaxonales de las
sinapsis A.A.S. es la misma que la descrita previamente en las sinapsis normales de la serie
de incremento fisiolégico de actividad, aunque en este caso los cambios son mucho mds

acusados.
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Es interesante destacar en este momento, que ia ratio de 1a longitud de densificacio-
nes pre-/post- (pardmetros indicativo del grado de equilibrio y correspondencia entre las
membranas sindpticas que intervienen en la neurotransmision) es estadisticamente constante
(P > 0.05) en las sinapsis normales y ampliamente abandonadas de la serie control (ver Tabla
IX) y en las sinapsis normales de la serie actividad (ver Tabla VII), modificdndose
sustancialmente en las sinapsis A.A.S. de la serie actividad que se estd considerando (ver
Tabla XI). En este sentido, es en las sinapsis A.A.S. en las que repercute mds intensamente
el incremento fisiolégico de actividad o, alternativamente, son los contactos sindpticos con

mayor capacidad de adaptacién a esta nueva situacion (I.LF.A.).

(3) Con respecto a los organoides postsindpticos, esta repercusion y/o capacidad
de adaptacion también es manifiesta: como se ha comentado anteriormente, los pardmetros
referentes a mitocondrias y lisosomas aumentan substancialmente, y ademds los pliegues
subaxonales presentan un incremento de vesiculas coated asociadas (32%; Nimero de

vesiculas coated por obertura; Tabla XI).

VI1.4.2.2.2. Componente postsindptico abandonado. Sinapsis A.A.S.. Serie I.LF.A.
Con respecto a la zona del sarcolema totalmente abandonada en las sinapsis A.A.S.
de la serie de incremento de actividad, los resultados obtenidos (Tabla XII) indican una
evidente desdiferenciacion de esta zona postsindptica, de una magnitud similar a la descrita
para el sarcolema homdlogo de la serie control (apartado VI.4.1.2.2. del capftulo de
Resultados). Sin embargo y con respecto a los pardmetros que cuantifican la membrana

densificada, es evidente que el nivel global de desdiferenciacion no es tan marcado como en
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la serie control. Asi, la longitud media de las densificaciones y la penetracion de las
densificaciones hacia el pliegue secundario presentan valores significativamente mayores (P
< 0.000 en ambos casos) en la serie de incremento de actividad respecto a la serie control.
Cabe destacar que los valores medios de estos dos pardmetros estdin mds préximos a los
descritos para las diferentes situaciones subaxonales (sinapsis normales y sinapsis A.A.S.) que
los observados en el sarcolema homélogo (abandonado de las sinapsis A.A.S.) de la serie
control. Directamente relacionado con estas variaciones en los pardmetros métricos de la
membrana dehsiﬁcada en esta zona del sarcolema de la serie de incremento de actividad, estd
la variacion de la amplitud de las crestas (un 20% superior que en la serie control) y, por
consiguiente, también se altera la ratio de amplitud de crestas/oberturas (un 20% superior

que en la serie control; P < 0.000 en ambos casos).

Esta relativa proximidad a la situacién subaxonal de los valores de los pardmetros
referentes a la membrana densificada podria ser debida a la relativamente rdpida transforma-
cién pldstica actividad-dependiente de determinadas sinapsis minimamente abandonadas
(M.A.S.) en sinapsis con amplio abandono (A.A.S.). Ver capitulo de Discusion, apartados

VIL5.2. y VIL6.2..
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Tabla XII: Componente postsinaptico subglial y abandonado. Sinapsis A.A.S.. Serie IFA.

SINAPSIS A.A.S. CTR SINAPSIS A.A.S. ACT COMP.
C. POSTSINAPTICO
SINAPSIS A.A.S. SUBGLIAL ABANDONADO SUBGLIAL ABANDONADO
(1 2) 3 ()] 1/3 2/4
Longitud sarcolema (um) 732 + 9.48 {1.18 + 8.61 10.18 + 9.10 12.05 £ 10.17 }0.011 U|0.830T
39.07%¢ 7.78% ¢
% sarcolema opuesto a... 22.89 + 20.50 30.04 + 20.07 25.60 + 17.25 29.43 + 16.97 0.577T|0.861T
11.84% ¢ 2.03%+
Amplitud eberturas (nm) 86.48 + 26.86 88.52 + 32.88 71.19 + 28.82 79.68 + 20.48 0.068U|0.095T
17.60% ¢ 9.99% ¢
Amplitud crestas (nm) 275.73 +122.97 253.74 + 81.67 308.03 +133.14 352.11 +157.61 [0.305T|0.000T
11.71%* 38.77%¢t
Ratio amplitud 342+ 1.63 3.19 + 1.53 4.58 + 1.97 4.68 + 2.38 0.009T{0.000T
cresta/obertura 33.92% ¢ 46.71% ¢
% del pliegue primario 74.20 + 38.94 57.79 + 20.34 70.09 + 32.13 60.96 + 22.99 0.654T|0.427T
ocupado por crestas 5.53%4 5.48%t
Longitud pliegue 505.18 +£218.11 548.65 +260.55 592.80 +239.21 589.89 +232.16 {0.115T}0.369T
secundario (nm) 17.34% ¢ 7.52% 1
Nimero de secciones 1.82 + 0.80 2.61 + 1.65 237+ 1.26 2.92 + 1.90 0.025T}0.403 U
por obertura 30.22%¢t 11.87% t
Peuetracién 45.88 + 26.54 42.36 + 36.28 113.09 + 97.77 91.76 +£65.33 0.000T{0.000U
densificaciones (nm) 146.00%t 116.62%t
% crestas densificadas 58.21 + 15.57 62.22 + 18.13 60.00 + 18.39 57.56 + 16.49 0.664T|[0.175T
3.07%¢t 7.49% 4
Lougitud media 330.62 +£266.90 242.06 +129.08 451.98 +250.37 | 442.89 +£253.30 | 0.070T |0.000T
densificaciones (um) 36.70%t 82.96% ¢
Nimero V. coated 0.59 + 0.42 0.70 + 0.45 0.58 + 0.52 0.40 + 0.41 0.350T[0.012T
por obertura 1.69% ¢ 42.85% 4

CTR: serie control; IFA: serie de Incremento Fisiologico de Actividad. T: t-test; U: U-test.
%by %t representa el % de incremento o decremento de los valores de los pardmetros en la serie IFA respecto a la serie CTR.

N= 57 sinapsis A.A.S. en la serie control; N= 88 sinapsis A.A.A. en la serie IFA.
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V1.4.2.2.3. Componente postsindptico subglial. Sinapsis A.A.S.. Serie .F.A_.

Con respecto a la zona de sarcolema cubierto por la célula glial en la serie de
incremento de actividad, se observa (Tabla XII) una situacién semejante, en términos
generales, a la descrita en el apartado anterior y en relacion al sarcolema abandonado de las
formas A.A.S.. Por ejemplo, la penetracion de las densificaciones es mayor a la observada

en el sarcolema homdlogo de la serie control (P < 0.000).

El hecho de que no varie significativamente la longitud media de las densificaciones
puede derivar de que no varia la amplitud de las crestas, aunque la ratio de amplitudes
cresta/obertura incremente significativamente (P < 0.05) con respecto a los valores de este

pardmetro en la serie control.

En relacién a la mayor parte de los restantes pardmetros, sélo cabe sefialar que el
comportamiento global de estos es similar al descrito para la serie control (ver apartado
VI.4.1.2.3. del capitulo de Resultados), ya que se observan muy pocas diferencias

significativas (Tabla XII).
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VL.5. ESTUDIQ DE LAS SINAPSIS MINIMAMENTE ABANDONADAS.

(M.A.S)).

En el presente trabajo, las sinapsis neuromusculares descritas convencionalmente como
"parcialmente abandonadas” (ver por ejemplo, Wernig y Herrera, 1986) se han clasificado en
funcidn del grado de abandono (ver capitulo de Material y Métodos) en: sinapsis ampliamente
abandonadas (A.A.S.) y sinapsis minimamente abandonadas (M.A.S.). En el presente trabajo
se ha incluido el estudio de estas iltimas ya que podria revelar alguna caracterfstica
morfolégica o morfométrica que contribuya al conocimiento de los posibles mecanismos que
intervienen en el fenomeno del abandono sindptico en el adulto normal. Por otro lado, esta
forma de unién mioneural no ha estado contemplada por otros autores hasta el momento. Los
trabajos que incluyen sinapsis parcialmente abandonadas por €l axon en sus resultados hacen
referencia a sinapsis con abandono evidente. (Estas sinapsis con abandono evidente han sido
estudiadas, en el presente trabajo, en el apartado de sinapsis ampliamente abandonadas -

A.AS.-).
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Tabla XIII: Componente presindptico. Sinapsis M.A. Serie control

COMPARACIONES
C.PRESINAPTICO. AXON NORMAL AXON M.AS.° AXON A.AS8"
SINAPSIS M.AS. (¢} 2) 3) 172 1 13 | 2/3 |

Area (um?) 3.18 + 2.15 1.79 + 9.89 1.98 + 1.94 0.000 0.000 0.400
43.47% 4 10.68% ¢ T U u

Periinetro (um) 7.64 + 3.34 546 + 1.74 592 + 3.84 0.000 0.000 0.630
28.57% 4 8.50%¢ T U U

% de axolema sindptico 58.47 + 11.37 51.89 + 8.87 47.87 + 10.54 0.000 0.000 0.035
11.10% ¢ 7.75% 4 T T T

% de axolema glial 36.83 + 8.85 40.89 + 8.27 44.66 + 11.25 0.017 0.000 0.052
11.02% t 9.21%¢ T T T

% de axolema libre 7.18 + 6.49 8.04 + 6.35 8.56 + 8.17 0.300 0.400 0.700
11.91%¢ 6.46% ¢ T T T

Ratio drea pre-/4rea post- 223 + 1.81 249 + 1.20 3.08 + 2.65 0.022 0.008 0.600
‘ 11.66%t 23.69%t U U U

Ratio perimetro / drea 284 + 0.99 355+ .15 3.90 + 1.62 0.001 0.000 0.100
(um / pm?) 24.83%1 9.89% ¢ T T T

Numero V.S. / pm? 44 .45 + 28.30 51.41 + 24.94 41.24 +£ 22.93 0.176 0.502 0.031
15.66% 19.78% ¢ T T T

Difmetro medio de V.S. (nm) 4599 + 4.79 49.73 + 4.76 49.38 + 6.75 0.000 0.004 0.760
8.14% ¢t 0.70% 4 T T T

% axoplasma ocupado por V.S, 248 + 1.76 327 + 1.55 2.53 + 1.56 0.014 0.862 0.015
31.85%¢ 22.63%4 T T T

Niimero de V.S. por um 2.12 + 0.86 2,82+ 1.28 264 + 1.23 0.002 0.011 0.400
de axolema sindptico 33.24%¢ 6.19% 4 T T T

Niimero de V. coated | pm? 2.66 + 2.57 3.83 + 2.80 3.09 + 241 0.006 0.070 0.100
43.98% ¢t 19.32% 4 U U 4]

Nimero de V. core / pm? 2.21 + 1.51 298 + 2.40 5.63 + 4.45 0.063 0.000 0.000
34.84% ¢ 88.92% ¢ T T T

Niimero de lisosomas / pm? 225+ 1.56 2.82 + 2.07 366 + 2.78 0.133 0.002 0.090
2533%¢ 29.78% ¢ T T T

% de axoplasma ocupado por 12.14 + 7.52 11.26 + 5.86 13.07 + 6.41 0.520 0.526 0.100
mitocondrias 7.25%4 16.07% ¢ T T T

Niimero de cisternas 145 + 0.93 2,10+ 1.09 2.23 + 1.57 0.003 0.006 0.500
del R.E.L. / ym? 44.85% ¢ 6.19%¢ T T T

Nitero de Z.A. por seccifn 2,17 + 221 335 + 2.14 295 + 2.06 0.001 0.108 0.200
54.38% ¢t 11.94% 4 u U U

Longitud media de las Z.A. 92.41 + 36.83 110.73 + 42.50 85.64 + 31.30 0.053 0.387 0.004
(om) 19.82% ¢ 22.66% 4 T T T

% de Z.A. encaradas 81.50 + 25.77 78.45 + 24.71 75.26 + 25.20 0.543 0.298 0.600
3.74% 4 4.07% U U U

% del perimetro ocupado 3.16 + 4.06 724 + 5.25 4.53 + 3.26 0.000 0.001 0.040
por Z.A. 128.76% ¢ 37.38% 4 U U U

% del axolema sindptico §.77 + 8.30 14.48 + 11.24 10.21 + 8.07 0.000 0.000 0.059
Ocupado por Z.A. 150.95% ¢ 29.49% 4 U U T

Niimero de Z.A. por 0.30 + 0.25 0.60 + 0.31 0.51 + 0.30 0.000 0.000 0.200
de axolema 99.11%¢ 13.45% ¢ u u T

Separacién ax6u-postsindptico 43.95 + 6.51 50.43 + 10.07 45.24 + 9.75 0.000 | 0.406 | 0.008
(nm) 14.74% ¢ 10.20% ¢ T T T

Separacién glia-postsindptico 64.73 + 12.72 89.98 + 33.44 67.23 + 22.56 0.004 0.650 0.010
{nm) 39.00% ¢t 25.28%¢ T T T

N.: 57 sinapsis normales, 59 sinapsis A.A.S. y 50 de MLAS.
S ttest; U U-test. % 4 ¥ %* en negrilla hace referencia al % de decremento o incremento de los valores de los pardmetros de: (*} la sinapsis

‘A.S. respecto a las sinapsis normales y (**) de las sinapsis A.A.S. respecto a las sinapsis M.A.S..
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VL.5.1. SERIE CONTROL.

Para estudiar cdmo se comportan las sinapsis de la serie control en funcién del grado
de abandono, se han comparado las sinapsis minimamente abandonadas (M.A.S.) con las

sinapsis normales (N.S.) y, asi mismo, con las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.).

VI.5.1.1. COMPONENTE PRESINAPTICO. SINAPSIS M.A.S.. SERIE CONTROL.

Globaimente, los pardmetros de arquitectura del axdn de las sinapsis M.A.S. revelan
la existencia de un componente presindptico similar al descrito previamente para las formas
de amplio abandono (A.A.S., Tabla XIII). Asf por ejemplo el drea del axén, perimetro, %
de axolema glial, ratio perimetro/ drea del axon (anfractuosidad) y la ratio entre dreas
pre-/postsindptica adoptan valores en las sinapsis M.A.S. que no presentan diferencias
significativas con los valores de estos pardmetros en los axones de las sinapsis A.A.S. (P >
0.05). Ademds, en estos pardmetros de las sinapsis M.A.S., se observan a la vez diferencias
significativas con los de los axones en las sinapsis normales (P < 0.05, Tabla XIII).

En cuanto a las vesfculas sindpticas, se pueden observar ciertos pardmetros de los
axones de las sinapsis M.A.S. que adoptan valores iguales (P > 0.05) a los de las sinapsis
A.A.S. y diferentes (P < 0.05) a los observados en los axones de las sinapsis normales. As{
por ejemplo, tanto el didmetro de las V.S. (vesiculas sindpticas) como el mimero de V.S.
Que estdn en contacto con el axolema sindptico (Ndmero de V.S. por pum de axolema
sindptico), siguen esta tendencia de adoptar valores iguales a los de las sinapsis A.A.S. y

diferentes a los observados para estos pardmetros en las sinapsis normales.
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Parte de los pardmetros estudiados en las sinapsis M.A..S. referentes a las zonas activas -
(Ndmero de Z.A. por seccién, % de axolema sindptico ocupado por Z.A. y mimero de
Z_.A. por pm de axolema) presentan también una marcada similitud (P > 0.05) con el valor
de estos pardmetros en las sinapsis A.A.S. (Tabla XIII). (El valor de estos pardmetros son
ademds diferentes (P < 0.05) de los observados en los axones de las sinapsis normales).

Algunos pardmetros referentes a los organoides axonales, como son la densidad de
vesiculas coated (Nimero de vesiculas coated /pm®) y la densidad de cisternas del R.E.L.
(Nidmero de cisternas del R.E.L./pm?), también adoptan en las sinapsis M.A.S. valores
iguales (P > 0.05) a los observados en los axones de las sinapsis A.A.S. y diferentes (P <

0.05) a los valores de estos pardmetros en las sinapsis normales (Tabla XIII).

Por otro lado, unos pocos pardmetros de las sinapsis M.A.S. adoptan valores que son
iguales (P > 0.05) a los observados en las sinapsis normales y diferentes (P < 0.05) a los
valores de estos pardmetros en las sinapsis A.A.S.. En la Tabla XIII sélo se observan tres
pardmetros que siguen esta ténica: densidad de vesiculas sindpticas (Nimero de V.S./pm?),
densidad de vesiculas core (Nimero de vesiculas core/pm’®) y la longitud media de las

Z._A (zonas activas).

Un reducido grupo de pardmetros de las sinapsis M.A.S. no presenta ninguna similitud
con los observados en las sinapsis A.A.S (P < 0.05) ni con los observados en las sinapsis
normales (P < 0.05). La mayoria de estos pardmetros son aparentemente caracteristicos de
las formas de mfnimo abandono ya que adoptan el valor mdximo de la serie control. De entre
estos pardmetros se observa una mdxima separacion del componente postsindptico con respecto

al ax6n y a la célula glial (Separacion axén-postsindptico y separacion glfa-postsindptico
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respectivamente). También son caracteristicos de las formas M.A.S. los elevados valores de
algunos pardmetros de la maquinaria de la neurotransmisién, como por ejemplo, el % de
axoplasma ocupado por V.S. (vesiculas sindpticas) y el % de perimetro axonal ocupado
por Z.A. (zonas activas; Tabla XIII). De estos pardmetros de las sinapsis M.A.S. que
adoptan valores significativamente diferentes tanto de los axones normales como de los axones
de las sinapsis A.A.S., cabe seiialar que el % de axolema sindptico no adppta el valor
mdximo de la serie control, sino que el valor de este pardmetro en las sinapsis M.A.S. es

intermedio entre el observado para las sinapsis normales y A.A.S. (ver Tabla XIII).

Otro grupo de pardmetros adoptan valores similares tanto a los del axon de las sinapsis
normales (P > 0.05) como a los del axdn de las sinapsis A.A.S. (P > 0.05). Tal es el caso
de Ia densidad de lisosomas (Niimero de lisosomas/pm’), % de axolema libre, % de
axoplasma ocupado por mitocondrias y el % de Z.A. que estin encaradas con las
oberturas postsindpticas. Estos tres ultimos pardmetros son, ademds, estables en toda la
poblacién control al no variar significativamente en ninguna de las comparaciones que se

muestran en la Tabla XIII.

En el apartado anterior, se comentd que el axdn de las sinapsis A.A.S. mostraba un
incremento de diferenciacién de la maquinaria de la neurotransmision respecto al ax6n de las
sinapsis normales. El axén de las sinapsis M.A.S. presenta una maquinaria de la neurotrans-
misién que, en muchos aspecto, es tan diferenciada como en los axones de las sinapsis

A.A.S., incluso el valor de algunos pardmetros indica una diferenciacién puntualmente mayor.
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En resumen, (1) la mayor parte de los pardmetros de los axones que inervan las
sinapsis con abandono minimo (M.A.S.) son, en muchos aspectos, cuantitativamente similares
a los de las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.; (2) globalmente, el resto de

pardmetros adoptan valores intermedios entre las sinapsis normales y las sinapsis A.A.S..
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Tabla XIV: Componente postsindptico subaxonal. Sinapsis M.A.S. Serie control.

C.POSTSINAPTICO SUBAXONAL SUBAXONAL’ SUBAXONAL"™ COMPARACIONES
SINAPSIS M.A.S. NORMAL ML.A.S. A.A.S.
B @ 3 172 1/3 2/3

Longitud sarcolema (un) 37.43 + 16.66 24.43 + 9.83 23.94 + 14.58 0.000T | 0.000T | 0.800T
34.71%4 1.82% 4

Lougitud sarcolema total 37.43 + 16.66 27.53 + 10.86 37.03 + 16.46 0.000T | 0.898T { 0.010T
26.45% 4 34.51%+¢

% sarcolema opuesto a... 100.00 + 0.00 88.55 + 8.18 63.49 + 19.04 - - 0.000T
11.45%4 28.26% 4

Amplitud oberturas (nm) 77.50 + 21.62 72.21 + 18.94 69.18 + 20.75 0.177T | 0.037T | 0.400T
6.82% ¢ 4.19% 4

Amplitud crestas (nm) 320.45 +128.31 256.00 + 85.29 274.89 +105.32 0.001U | 0.039U | 0300T
20.11%4 7.38% ¢

Ratio amplitud 425 + 1.56 3.69 + 1.27 4.14 + 1.54 0.041T| 0691 T | 0.100T
cresta/obertura 13.17% 4 12.19%t

% del pliegue primario 76.07 + 17.56 79.95 + 14.24 79.71 + 19.65 0.206T | 0.295T | 0.900T
ocupado por crestas 5.10%¢ 0.30% 4

Longitud pliegue 613.67 +157.95 607.28 +129.15 602.08 +140.46 0.677T | 0.817T | 0.800T
secundario (nm) 1.04% ¢ 0.85%

Niimero de secciones 3.27 £ 1.59 2.96 + 2.11 3.29 + 5.06 0.136 U | 0.051U | 0.100U
por obertura 9.48% ¢ 11.15% ¢

Niimero de secciones 327 + 1.59 267+ 1.14 2.77 + 2.03 0.043U | 0.008U | 0.400U
por obertura totales 18.35% ¢ 3.74% ¢

Penetracién densificaciones 77.67 + 37.30 75.69 + 40.17 60.06 + 31.63 0.792T | 0.008 T | 0.030T
(nm) 2.55%4 20.65% 4

% crestas densificadas 91.81 + 12.82 93.94 + 9.31 95.93 + 11.55 0.543U | 0.013U | 0.052U
2.32¢ 2.12%¢

Longitud media 337.82 +£137.03 318.49 +117.35 285.72 £113.88 0.429T | 0.028T | 0.100T
densificaciones (nm) 5.72% 4 9.97% 4

Ratio longitud 0.10 £ 0.15 0.17 £ 0.14 0.10 £+ 0.09 0013U} 0900T | 0015T
densificaciones pre-/post- 70.00% ¢ 41.70% ¢

Nimero V., coated 0.22 + 0.13 0.36 + 0.28 0.34 + 0.22 0.005T | 0.030T | 0.060T
por obertura 63.00% ¢ 5.50%4¢

Némero de mitocondrias 1.44 + 1.67 1.88 + 1.76 1.99 + 1.85 0.075U | 0.071 U | 0.900U
Por ym? postsingptico 30.55%¢ 585%¢

Niimero de lisosomas 4.00 + 4.31 3.15 + 224 4,68 + 5.02 0.261 U | 0.214U | 0.040U
por um? de postsindptico 21.25%4 48.57%t

¥ = 57 sinapsis normales, 59 sinapsis A.A.S. y 50 sinapsis M.A.S.
; :t:tes(; U: U-test. % ¢ y %t en negrilla hace referencia al % de decremento o incremento de los valores de los pardmetros de: (*)
A sinapsis M.A.S. respecto a las sinapsis normales y (**) de las sinapsis A.A.S. respecto a las sinapsis M.A.S..
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C. POSTSINAPTICO SUBAXONAL SUBGLIAL® SUBGLIAL™ COMPARACIONES
SINAPSIS M.A.S. NORMAL M.AS, A.AS.
® @ ® 12 13 T
Lengitud sarcolema (ym) 37.43 + 16.66 247 + 1.75 1773 + 9.48 0.000T | 0.000T | 0.030U
93.40% 4 196.71% ¢
% sarcolema opuesto a... 100.00 + 0.00 9.46 + 4.91 22.89 + 20.50 0.000T | 0.000T | 0.005T
90.54% 4 141.96%*
Amptlitud oberturas (nm) 77.50 + 21.62 84.21 + 30.18 86.48 + 26.86 0378T | 0.154T | 0.700T
8.66%* 2.69%¢
Amplitud crestas (nm) 320.45 +128.31 260.26 +133.87 275.73 £122.97 0.096U | 0.213U | 0.700T
18.78% ¢ 5.49%¢
Ratio amplitud 4.25 + 1.56 332+ 1.96 3.42 + 1.63 0.076 T } 0.039T ] 0.800T
cresta/obertura 21.88% ¢ 3.01%¢
% del pliegue primario 76.07 + 17.56 84.29 + 58.75 74.20 + 38.94 0.588T | 0.823T7 | 0.500T
ocupade por crestas 10.80%¢ 11.97%
Longitud pliegue 613.67 +157.95 545.90 +241.25 505.18 +£218.11 0.263T | 0.031T | 0.500T
secundario {(nm) 11.04% ¢ 7.46% ¢
Niimero de secciones 327+ 1.59 1.7 + 1.13 1.82 + 0.80 0.000U | 0.000T | 0.200U
per obertura 47.40% 4 581%¢
Penetracitn densificaciones 77.67 + 37.30 98.17 + 66.44 45.88 + 26.54 0.267T | 0.000T | 0.010T
(nm) 26.39%¢ 53.26%14
% crestas densificadas 91.81 + 12.82 50.00 £ 0.00 58.21 + 15.57 0.000U | 0.000U -
45.54% ¢ 16.14%¢
Longitud media 337.82 +137.03 321.30 £146.52 330.62 +£266.90 0.697T | 0901 T | 0.800T
densificaciones (nm) 4.89% ¢ 2.9%¢
Niimero V. coated 022 + 0.13 1.15 + 0.11 0.49 + 0.42 0.000U | 0.020U ] 0.000T
Por obertura 422.73% ¢ 48.70% ¢

N

= 57 sinapsis normales, 59 sinapsis A.A.S. y 50 sinapsis M.A.S.
I: t-test; Us U-test. %4 y %t en negrilla hace referencia al % de decremento o incremento de Ios valores de fos pardmetros de: (*)

4 sinapsis MLA.S. respecto a las sinapsis normales y (**) de las sinapsis A.A.S. respecto a las sinapsis MLA.S..
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VL.5.1.2. COMPONENTE POSTSINAPTICO. SINAPSIS M.A.S.. SERIE CONTROL.

V1.5.1.2.1. Componente postsiniptico subaxonal. Sinapsis M.A.S.. Serie control.

Los pardmetros de arquitectura postsindptica subaxonales en las sinapsis M.A.S.
adoptan valores similares a los observados en la misma localizacién de las sinapsis A.A.S.
(Tabla XIV).

Es de destacar que los valores en las sinapsis M.A.S. de los pardmetros amplitud de
las crestas y ratio entre amplitud de cresta y amplitud de obertura (ratio amplitud
cresta/obertura), son similares a los descritos para las sinapsis A.A.S. (crestas mds estrechas
y ratio alterada con oberturas mayores, Tabla XIV). La amplitud media de las oberturas
es igual a la amplitud media de las oberturas subaxonales tanto en las sinapsis A.A.S. como
en las normales (P > 0.1 en los dos casos, Tabla XIV), y el valor medio de este pardmetro
es intermedio entre el de las sinapsis normales y el de las sinapsis A.A.S. El % de pliegue
primario ocupado por crestas es constante en cualquier situacién subaxonal en la serie
control (P > 0.2 en todos los casos). Otro tanto sucede con la longitud media del pliegue
secundario y el mimero de secciones por obertura. Por lo tanto, en situacién subaxonal,
siempre se observa el mismo grado de tortuosidad en el recorrido de los pliegues secundarios

¥ estos tienen una longitud invariable.

En cuanto a ia membrana densificada del sarcolema subaxonal en las sinapsis M.A.S.,
pese a formar parte de unas crestas mis estrechas que las de sinapsis normales, la profundidad
media de penetracién por el pliegue secundario (penetracion de las densificaciones) no se
modifica respecto al valor de este pardmetro en las sinapsis normales y ademds es

Significativamente diferente del observado en las sinapsis A.A.S. (Tabla IX). Sin embargo,
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la longitud media de las densificaciones y el % de crestas densificadas adoptan valores
intermedios entre las sinapsis normales (P > 0.1 en los dos casos) y las sinapsis A.A.S. (P
> 0.05 en los dos casos). Respecto de las sinapsis normales, el importante incremento
observado en las sinapsis M.A.S. (del 70%) de la ratio entre las longitudes de membrana
densificada pre- y postsindptica (Ratio longitud densificaciones pre-/post-) indica que,
como sucedia en las formas A.A.S., existe un importante aumento en la longitqd total de
zonas activas con un minimo decremento en la longitud total de las densificaciones pos-

tsindpticas (Tabla XIV).

En cuanto a las organelas del sarcoplasma en las formas M.A.S., las vesiculas coated
(Nimero de vesiculas coated por obertura) estdn dentro del rango observado en las sinapsis
ampliamente abandonadas (A.A.S.), valor totalmente diferente al observado en las sinapsis
normales (P < 0.05). Sin embargo, la densidad de lisosomas (Nimero de lisosomas por
pm’ de postsindptico) es igual al observado en las sinapsis normales (P > 0.2) y diferente
al de las sinapsis A.A.S.(P < 0.05). La densidad de mitocondrias (Niimero de mitocondrias
por pm? de postsindptico) es constante en todos los sarcoplasnias de la serie control (Tabla

XIV; P > 0.05 en todos los casos).

En resumen, la porcién subaxonal del sarcolema de las sinapsis minimamente
abandonadas (M.A.S.) presenta caracteristicas intermedias o hibridas entre los sarcolemas
homélogos'de las sinapsis A.A.S. y las sinapsis normales. Esta caracteristica se puede
evidenciar de dos formas: (1) Sarcolema con caracteristicas intermedias ya que ciertos pardme-
tros adoptan valores intermedios (por ejemplo % de crestas densificadas) (2) Sarcolema con

Caracterfsticas hibridas ya que cierto nimero de pardmetros de las formas M.A.S. adoptan
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valores iguales tinicamente a los de las sinapsis normales y otro grupo de pardmetros adopta

valores iguales unicamente a los de las sinapsis A.A.S..

VI.5.1.2.2. Componente postsindptico subglial. Sinapsis M.A.S.. Serie control.

En las sinapsis M. A.S. que se vienen considerando, los pliegues cubiertos por la célula
glial (Tabla XV) inicamente presentan similitud con los pardmetros observados en las sinapsis
normales (P > 0.05 ) la profundidad media de las densificaciones al penetrar por el pliegue
secundario (Penetracion densificaciones). Y solo el mimero de secciones por obertura
(tortuosidad) y el % de crestas densificadas adoptan los valores caracteristicos del amplio
abandono (A.A.S.). Es de destacar que el mimero de vesiculas coated por obertura es, en
las formas M.A..S, el mayor de los observados en de las tres zonas de sarcolema consideradas

(Tabla XV).

Con respecto al resto de pardmetros, los valores que se observan en este sarcolema son
iguales a los observados en las sinapsis normales y en las sinapsis A.A.S.. Pese a no haber
diferencias significativas, los valores medios observados en el sarcolema de las sinapsis
M.A.S. en situacién subglial (Tabla XV), adoptan valores intermedios entre las sinapsis
normales y las sinapsis A.A.S.. Siguen esta ténica la amplitad de las oberturas y la
longitud del pliegue secundario. Sin embargo, la amplitud de las crestas subgliales y el
% de crestas densificadas en situacion subglial adoptan los valores minimos de las tres zonas
de sarcolema consideradas (sinapsis normales, M.A.S. y A.A.S.), y por tanto sucede lo

mismo con la ratio entre amplitud de crestas y amplitud de oberturas (Ratio amplitudes

Cresta/obertura).

169



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,

EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.
Manuel Santafe Martinez
DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

En resumen, cabe destacar el importante mantenimiento de la diferenciacion -
postsindptica bajo la célula glial de las sinapsis M.A.S respecto al sarcolema de las sinapsis

normales.

VI1.5.1.2.3. Componente postsindptico abandonado. Sinapsis M.A.S.. Serie control.

En el sarcolema abandonado por el axén y por la célula glial de las sinapsis M.A.S.,
unicamente la penetracion de las densificaciones por los pliegues secundarios es igual (P
> 0.05) a la observada (Tabla XVI) en el sarcolema de las sinapsis normales (similar a lo

descrito anteriormente en la situacion subglial).

El resto de pardmetros denotan una arquitectura tanto 0 mds desdiferenciada que la
observada (Tabla XVI) en el sarcolema sin oposicién (abandonado) en las formas A.A.S.. En
este sentido, se observa una amplitud de oberturas y longitud de pliegue secundario
iguales a los descritos en el sarcolema A.A.S. sin oposicion. Sin embargo, la amplitud de
las crestas, el % de pliegue primario ocupado por crestas as{ como la ratio entre amplitud
de las crestas y amplitud de las oberturas (Ratio amplitud cresta/obertura) son significati-
vamente menores que en la situacién de amplio abandono (A.A.S.). Por otra parte, sobre
crestas mds estrechas, que contribuyen menos a configurar el pliegue primario, la longitud
media de las densificaciones es igual (P > 0.05) a la de las formas de mayor abandono
(A.A.S.). Ademis, contribuye a esta pérdida de diferenciacién de las estructuras relacionadas
con la neurotransmisién, un % de crestas densificadas significativamente menor que en la
membrana abandonada de las formas A.A.S.. El recorrido de los pliegues secundarios también

es el mds simple de los tres sarcolemas estudiados, como se ve reflejado en un minimo
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nimero de secciones por obertura (Tabla XVI).

A estos pliegues abandonados de las sinapsis M.A.S. se asocia un importante mimero
de vesiculas coated (Nimero de vesiculas coated por obertura), incluso superior (P <

0.05) al observado en el sarcolema homdlogo de las sinapsis A.A.S. (Tabla XVI).

Globalmente, en las formas de minimo abandono (M.A.S.) los pliegues que no estdn
cubiertos ni por el axén ni por la célula glial aparecen notablemente desdiferenciados, incluso
hay una marcada tendencia a superar el nivel de desdiferenciacion descrito para esta zona de

la membrana postsindptica en las formas de amplio abandono (A.A.S.).
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Tabla XVI: Componente postsindptico abandonado. Sinapsis M.A.S. Serie control.

C. POSTSINAPTICO SUBAXONAL ABANDONADO" { ABANDONADO"™ COMPARACIONES
SINAPSIS M.A.S. NORMAL ML.A.S. AAS.
m @ (&) 12 13 273

Longitud sarcolema (jun) 37.43 + 16.66 2.89 + 3.11 11.18 + 8.61 0.000 | 0.000 | 0.000U
: 92.30% ¢ 286.97% t T T

% sarcolema opuesto a... 100.00 + 0.00 10.56 + 7.92 30.04 + 20.07 0.000 | 0.000 | 0.000T
89.44% 4 184.46% ¢ T T

Amplitud oberturas (um) 77.50 + 21.62 101.00 + 37.65 88.52 + 32.88 0.001 | 0.045 ] 0.100T
30.32%¢ 12.35% 4 T T

Amplitud crestas (nm) 320.45 +£128.31 192.05 +113.87 253.74 + 81.67 0.000 | 0.008 | 0.007T
40.07% ¢ 32.12%¢ U u

Ratio amplitud 425 + 1.56 2.19 + 193 319+ 1.53 0.000 { 0.000 | O0LIT
cresta/obertura 48.47% ¢ 45.60% t T T

% del pliegue primario 76.07 + 17.56 47.07 + 18.27 57.79 + 20.34 0.000 | 0.000 | O01IT
ocupado por crestas 38.12% ¢ 22.77%t T T

Longitud pliegue 613.67 +157.95 462.95 +219.72 548.65 +260.55 0.000 | 0.012 { 0.090T
secundario (nm) 24.56% ¢ 18.51% ¢ T T

Numero de seccioues 327 £ 1.59 2.01 + 1.69 2.61 + 1.65 0.000 { 0.000 | 0.000U
por obertura 38.53%4 29.85%¢ T T

Penetracién densificaciones 77.67 + 37.30 94.50 + 76.23 42.36 + 36.28 0.300 | 0.000 [ 0.000U
(um) 21.67%¢ 55.17%4 T U

% crestas densificadas 91.81 + 12.82 53.45 + 12.10 62.22 + 18,13 0.000 } 0.000 | 0011U
41.78% ¢ 16.41%1 U U

Longitud media 337.82 £137.03 226.45 +141.40 242.06 £129.08 0.050 | 0.000 { 0.500T
deusificaciones (nm) 21.69% ¢ 8.49% ¢ T T

Numero V., coated 0.22 + 0.13 1.15 + 045 0.70 £ 0.75 0.000 | 0.050 { 0.076T
por obertura 468.18% ¢ 44.00% ¢ U T

N = 57 sinapsis normales, 59 sinapsis A.A.S. y 50 sinapsis MLA.S.
T: t-test; Uz U-test. % 4 y %* en negrilla hace referencia al % de decremento o incremento de los valores de los pardmetros de: (*)

las sinapsis M.A.S. respecto a las sinapsis normales y (**) de las sinapsis A.A.S. respecto a las sinapsis M.A.S..
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Tabla XVII: Componente presindptico. Sinapsis M.A.S.. Serie IFA.

C.PRESINAPTICO SINAPSIS M.A.S, AXON CTR AXON IFA COMP.
Perimetro (yum) 5.46 + 1.74 7.80 + 4.47 42.28%¢ T 0.002
% de axolema sindptico 51.89 + 8.87 55.14 + 11.01 6.26%t T 0.125
% de axolema glial 40.89 + 8.27 38.91 + 10.30 4.84% ¢ T 0.316
% de axolema libre 8.04 + 6.35 6.09 + 5.91 24.25%+¢ T 0.132
Ratio drea pre-/drea postsindptica 2.49 + 1.20 237+ 1.49 4.82%4 T 0.677
Ratio perimetro / drea (um/pm?) 3.55+ 1.15 3.04 + 1.26 14.36%14 T 0.048
Niimero V.S. / um? 51.41 + 24.94 36.75 + 18.14 28.51%% T 0.002
Didmetro V.S. (nm) 49.73 + 4.76 4893 + 4.20 1.60%4 T 0.3%0
% axoplasma ocupado por V.S. 327+ 1.55 2.23 + 1.12 31.80%4 T 0.000
Niimero de V.S. por pm de axolema sindptico 2.82 + 1.28 3.12 + 1.84 10.63% ¢t T 0.384
Nimero de vesiculas coated / pm? 3.83 + 2.80 3.02 + 3.86 21.14%4 U 0.025
Nitmera de vesiculas core / um? 2.98 + 2.40 2.29 + 2.78 23.15%% U 0.038
Nimero de lisosomas / gm? 282+ 207 2.17 + 1.81 23.04%4 T 0.128
% de axoplasma ocupado por mitocondrias 11.26 + 5.86 17.42 + 8.18 54.70%¢ T 0.000
Nimero de cisternas del R.E.L. / gm? 2.10 + 1.09 1.73 + 1.18 17.61%¢ T 0.146
Ntimero de Z.A. por seccién 335+ 2.14 3.19 + 2.76 4.77%% T 0.746
Longitud media de las Z.A. (um) 110.73 + 42.50 64.20 + 21.54 42.02%4 T 0.000
% de Z.A. encaradas 78.45 + 24.71 63.53 + 26.65 19.02%1% U 0.038
% del perimetro ocupado por Z.A. 7.24 + 5.25 2.70 £ 2.10 62.70%+¢ T 0.000
% del axolema sindptico ocupado por Z.A. 14.48 + 11.24 4.87 + 3.69 66.36% 4 T 0.000
Niwero de Z.A. por um de axolema 0.59 £ 031 0.42 + 0.31 28.81%4 T 0.032
Separacién axén-postsindptico (um) 50.43 + 10.07 41.33 + 6.00 18.04%+ T 0.000
Separacién célula glial-postsindptico (nm) 89.98 + 33.44 79.32 + 35.66 11.84%+ T 0.379

CTR: serie control; IFA: serie de Incremento Fisiolégico de Actividad. T: t-test; U: U-test.
%ty %t representa el % de incremento o decremento de los valores de los pardmetros en la serie IFA respecto a la serie CTR.
N= 59 sinapsis M.A.S eu la serie control; N= 43 sinapsis M.A.S. en la serie IFA.
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VI.5.2. SERIE DE INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD (1.F.A)).
V1.5.2.1. COMPONENTE PRESINAPTICO. SINAPSIS M.A.S.. SERIE L.LF.A..

Como se ha comentado anteriormente (ver Tabla II), en la serie de incremento de
actividad, se observa una disminucion del % de sinapsis minimamente abandonadas (M.A.S.)
acompaiiado de un mantenimiento del porcentaje de sinapsis normales (N.S.) y de sinapsis
ampliamente abandonadas (A.A.S.), asi como un incremento del % de dreas sindpticas
totalmente abandonadas (T.A.S.). Curiosamente, las caracteristicas ultraestructurales de los
axones que inervan las sinapsis M.A.S. en la serie de incremento de actividad, son muy
diferentes de la estructura de los axones en las sinapsis M.A.S. de la serie control (ver Tabla
XVII), ya que no muestran la diferenciaciones en las estructuras de la maquinaria relacionada
con la neurotransmisién, que en la serie control caracterizaba a los axones de las sinapsis

M.A.S. (ver Tabla XIII).

En la serie de incremento de actividad, los axones de las sinapsis M.A.S. son mayores
que en la serie control (Area y Perfmetro mayores; P < 0.005 en los dos casos, Tabla XVII)
Y menos anfractuosos (Ratio perfmetro/drea, P < 0.05), pero no varia la proporcion de los
diferentes axolemas (% de axolema sindptico, % de axolema glial y % de axolema libre;
P > 0.1 en los tres casos, ver Tabla XVII) y se mantiene la relacion entre dreas pre- y
Postsindptica (Ratio 4rea pre-/4rea postsindptica; P > 0.5).

En cuanto a la dotacidn de vesfculas sindpticas, los axones de las sinapsis M.A.S. en
la serie de incremento de actividad presentan, en relacién a la serie control, una menor

densidad de V.S. (Nimero de V.S. /g% P < 0.005, Tabla XVII) y también una menor
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ocupacion del axoplasma por V.S. (% de axoplasma por V.S.; P < 0.000, Tabla XVII).
Sin embargo, respecto a las sinapsis M.A.S. de la serie control, no se modifican ni el
didmetro de las V.S., ni la proporcion de vesiculas sindpticas en contacto con el axolema
"sindptico” (Nimero de V.S. por pm de axolema sindptico; P < 0.1 en los dos casos,
Tabla XVII).

La casi totalidad de pardmetros referentes a las zonas activas de los axones M.A.S. en
la serie de incremento de actividad adoptan valores significativamente (P < 0.05) menores
que sus homélogos en la serie control (Tabla XVII). Estos resultados referentes a las vesiculas
sindpticas y a las zonas activas indican que en la serie de incremento fisiolégico de actividad
las formas M.A.S. presentan una maquinaria relacionada con la neurotransmisién menos
diferenciada que en la serie control, pero, como se argumenta en el capitulo de Discusién
(apartado VII.6.2.2.), esta pérdida de diferenciacion puede ser solo aparente.

En cuanto a los organoides, también aqui se observa un mayor % de axoplasma
ocupado por mitocondrias que en los axones de las sinapsis M.A.S. de la serie control (P
< 0.000, Tabla XVII). Asi, en los tres tipos de axones estudiados (normales, A.A.S. y
M.A.S.) el incremento de actividad locomotora ha provocado una mayor ocupacion de su
axoplasma por mitocondrias, indicando, indirectamente, una mayor actividad metabdlica (ver

tablas VI, X y XVII).

En términos generales, los axones de las sinapsis M.A.S. de la serie de actividad
incrementada pierden las caracteristicas que los diferenciaban de los axones normales en la
serie control. Asf, estos axones presentan una mayor similitud con los axones de las sinapsis
normales (tanto de la serie control como de la serie de incremento de actividad) que con los

axones M.A.S. de la serie control.
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V1.5.2.2. COMPONENTE POSTSINAPTICO. SINAPSIS M.A.S.. SERIE LF.A.

El estudio de los pardmetros totalizadores del componente postsindptico de las sinapsis
M.A.S. revela la existencia de una mayor longitud de sarcolema total (un 80% superior)
en la serie de incremento de actividad que en la serie control; asi como una redistribucién de
las proporciones de este sarcolema en relacion al componente postsindptico que lo cubre (es
decir sarcolema subaxonal, subglial y sin oposicion). Esta redistribucién viene dada por un
mayor % de Sarcolema opuesto al axén (P < 0.05 respecto a la serie control) y una menor
proporcion de las porciones del sarcolema cubierto por glia y sin oposicion (esta iltima es
significativa a P < 0.005, respecto a la serie control) en relacion al valor de estos pardmetros
en la serie control (ver Tabla XVIII). En términos generales, en este componente postsindptico
de la serie de incremento de actividad se observa una mayor longitud de sarcolema y este estd

mds preferentemente situado de forma subaxonal que en la serie control.

En cuanto al grado de tortuosidad de los pliegues secundarios (Nimero de secciones
por obertura), no se observa variacién global ni en las diferentes porciones del sarcolema de

las sinapsis M.A.S. de la serie de incremento de actividad respecto a la serie control.

Respecto a la serie control, los organoides del componente postsindptico de la serie
de incremento de actividad no varfan ni en el mimero de vesiculas coated por obertura ni
en la densidad mitocondrial (Ndmero de mitocondrias por pm’ de componente
Postsindptico) y solo se observa un importante incremento significativo de la densidad
lisosomal (Nimero de lisosomas por pm* de componente postsindptico; un 200% superior

al valor de este pardmetro en la serie control y con una P < 0.05).
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Tabla XVIII: Componente postsindptico subaxonal. Sinapsis M.A.S.. Serie IFA.

por gm? de postsindptico

C. POSTSINAPTICO SUBAXONAL SUBAXONAL
SINAPSIS M.A.S. CTR IFA CoMP.

Longitud sarcolema (um) 24.43 + 9.83 47.29 + 9.83 93.57%¢ U 0.000
Longitud sarcolema total 27.53 + 10.86 49.70 + 75.76 80.53%¢ U 0.000
% sarcolema opuesto a... 88.55 + 8.18 92.59 + 6.54 4.56%¢ T 0.009
Amplitud oberturas (nm) 7221 + 18.94 66.73 + 16.54 7.59%+¢ T 0.140
Amplitud crestas (nm) 256.00 + 85.29 326.16 + 96.46 27.40%¢ T 0.000
Ratio amplitud 3.69 + 1.27 504 + 1.58 36.58%¢ T 0.000
cresta/obertura
% del pliegue primario 79.95 + 14.24 84.51 + 14.09 5.70%¢ T 0.125
ocupado por crestas
Longitud pliegue 607.28 +129.15 618.30 + 13.87 11.24%¢ T 0.685
secundario (nm)
Nimero de secciones 296 + 2.11 281+ 1.13 5.06%+ U 0.880
por obertura
Niimero de secciones 277+ 2.03 2.64 + 095 1.12%%¢ U 0.886
por obertura totales
Penetracién densificaciones 75.69 + 40.17 132.39 + 53.53 74.91%¢ T 0.000

(nm)
% crestas densificadas 93.94 + 9.31 98.35 + 4.82 4.69%¢ U 0.009
Longitud media 318.49 £117.35 399.88 +147.00 25.55%¢ T 0.005
densificaciones (nm)
Ratio longitud 0.17 + 0.14 0.04 + 0.03 76.47%4 T 0.000
densificaciones pre-/post-
Nimero V. coated 0.36 + 0.28 0.40 + 0.48 11.11%¢ T 0.231
por abertura
Niniero de mitocondrias 1.88 + 1.76 3.23 + 12.59 71.81%¢ U 0.059
por pm? postsindptico
Nusmero de lisosomas 3.15 £ 2.24 9.63 + 30.48 205.71%¢ U 0.005

CTR: serie control; IFA: serie de Incremento Fisiolégico de Actividad, T: t-test; U: U-test. %4 y %t representa el % de

incremento o decremento de los valores de los pardmetros en Ia serie IFA respecto a la serie CTR.

N= 50 sinapsis M.A.S en la serie control; N= 43 sinapsis M.A.S. en la serie IFA,
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VI.5.2.2.1. Componente postsindptico subaxonal. Sinapsis M.A.S.. Serie I.LF.A..

En la serie control, las sinapsis minimamente abandonadas (M.A.S.) presentaban, en
sus axones y en su sarcolema subaxonal, con respecto a las sinapsis normales y A.A.S. de esa
serie (Tabla XIV), un conjunto de variaciones con una marcada tendencia a asemejarse a las
sinapsis A.A.S. (ver apartado VI.5.1.2.1. en este capitulo).

En la serie de incremento de actividad, los pardmetros axonales de las sinapsis M.A.S.
no muestran esta tendencia si no que, por ¢l contrario, estos pardmetros son mds compatibles
con los observados es las sinapsis normales, tanto de la serie control como de la serie de
incremento de actividad. En este sentido, concretamente en el sarcolema subaxonal de las
sinapsis M.A.S., los pardmetros generales de arquitectura sindptica también son compatibles
con los observados en las sinapsis normales (por ejemplo, longitud del sarcolema, Tabla
XVI). Por otro lado, el axén de las sinapsis M.A.S. de la serie de incremento de actividad
es de mayor tamaiio que el observado en la serie control y por consiguiente le corresponde

un componente postsindptico subaxonal de mayor tamafio también.

La amplitud de las crestas entre los pliegues secundarios subaxonales es significativa-
mente mayor en la serie de incremento de actividad que en la serie control, y por
consiguiente también es mayor la ratio de amplitud de cresta/obertura (P < 0.000 en
ambos casos). La ocupacién del pliegue primario por crestas no se ve afectado por el
incremento de la amplitud de estas (% de pliegue primario ocupado por crestas), posible-
mente por estar en un sarcolema subaxonal mucho mayor (un 90%) que el sarcolema de la

serie control (Tabla XVIII).
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Los resultados hasta ahora expuestos podrian indicar que el bajo porcentaje de sinapsis
M.A.S. observado en la serie de incremento de actividad (Tabla II) corresponderia a un
mantenimiento en este grupo de determinadas formas de minimo abandono (concretamente las
que presentasen rasgos que las aproximarfan a la normalidad); mientras que otras sinapsis
M.A.S. de la serie control (con determinados rasgos que lag aproximarian a las formas
A.A.S.)) habrian pasado, con el incremento de actividad, a adquirir todas las diferenciaciones

de las sinapsis A.A.S. (ver capitulo de Discusion, apartado VI11.6.2.3.).

Sin embargo, en las sinapsis M.A.S. de la serie de incremento de actividad se observa
un incremento de los valores que describen a la membrana densificada en situacion subaxonal
(penetracion de las densificaciones, % de crestas densificadas y longitud media de las
densificaciones) capaz, incluso, de alterar la ratio longitud de densificaciones pre-/post-.
La magnificacién de los pardmetros relacionados con las membranas densificadas crestales
parece un fenémeno habitual en todas las porciones subaxonales (normales, A.A.S., M.A.S.)

de la serie de incremento de actividad (ver tablas VII, XI y XVIII).

En resumen, el componente postsindptico de la porcién subaxonal de las sinapsis
M.A.S. de la serie actividad presenta muchos de los rasgos observados para las sinapsis
normales (serie control y serie7 de incremento de actividad), as{ como lejana similitud con las
formas M.A.S. de la serie control. En cuanto a la membrana densificada subaxonales, se
comporta de igual manera (mds prominente) que en los otros sarcolemas subaxonales de la

serie de incremento de actividad.
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Tabla XIX: Componente postsindptico subglial y abandonado. Sinapsis M.A.S..

Serie IFA.

C. POSTSINAPTICO SINAPSISM.A.S. CTR SINAPSIS M.A.S. IFA COMP.
SINAPSIS M.A.S.
SUBGLIAL ABANDONADO SUBGLIAL ABANDONADO
1) 2) (k)] “) 1/3 2/4

Longitud sarcolema (um) 246 + 1.75 230 + 3.11 230 + 1.17 230+ 1.85 0.883 U | 0.337U
6.50% 4 20.41% 4

% sarcolema opuesto a... 9.56 + 4.91 10.56 + 7.92 720 + 5.79 7.03 + 6.60 0.107U | 0.004 U
24.68% 4 33.42% 4

Amplitud oberturas (nm) 84.21 + 30.18 101.00 + 37.65 50.42 + 10.96 77.86 + 31.48 0.000U | 0.006 T
40.12% 14 22.91%+

Amplitud crestas (nm) 260.26 +133.87 192.05 +113.87 305.14 +230.40 216.37 +114.98 0504 U | 0.382T
17.24% ¢ 12.66% t

Ratio amplitud 332+ 1.9 219 + 1.93 6.11 + 4.11 322 + 243 0.049U | 0.059T

cresta/obertura o 84.03% 47.03% ¢

% del pliegue primario 84.29 4+ 58.75 47.07 + 18.27 98.44 + 57.13 58.44 + 96.46 0.826 U | 0.000T

ocupado por crestas 16.78% ¢t 24.15%t

Longitud pliegue 545.90 +241.25 462.95 £219.72 609.68 +214.53 592.64 +311.97 0578 U | 0.129T

secundario (nm) 11.68%? 28.01% ¢

Nimero de secciones 1.72 + 1.13 2.01 + 1.69 1.85 + 1.28 1.73 + 1.28 0.737U | 0338 U

por obertura 7.55% 1t 13.93% ¢

Penetracién 98.17 + 66.44 94.50 + 76.23 135.56 +120.15 102.19 + 93.09 0493 U | 0.965 U

densificaciones (nm) 38.08% 1 8.03% 1

% trestas densificadas 50.00 + 0.00 53.45 + 12.10 50.00 + 0.00 52.27 + 11.84 1.000 | 0483 U
0.00% 2.20% 4

Longitud media 321.30 +146.52 264.52 +141.40 256.53 + 80.40 243.62 +141.83 0.270U | 0.883 U

densificaciones (nm) 20.15% + 7.90% ¢

Nimero V. conted 1.50 + 0.11 1.15+ 045 1.00 + 0.00 094 + 0.25 - 0.075U

Por obertura 33.33% 4 18.26% 4

d

CTR; serie control; IFA: serie de Incremento Fisiolégico de Actividad. T: t-test; U: U-test. %+ y %t representa el % de incremento o decremento
e\"’s valores de los pardmetros en la serie IFA respecto a Ia serie CTR.
=50 sinapsis M.A.S en la serie control; N= 43 sinapsis M.A.S. en la serie IFA.
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VI1.5.2.2.2. Componente postsindptico subglial. Sinapsis M.A_S.. Serie I.F.A..

Respecto a las porciones de sarcolema subglial de las sinapsis M.A.S. en la serie de
incremento de actividad, no se observan (ver Tabla XIX), prdcticamente, variaciones
significativas con respecto a la porcion de sarcolema homdélogo de la serie control (dnicas
diferencias significativas son: decremento de la amplitud de las oberturas y, concomitan-
temente, alteracion de la ratio de amplitud de crestas/oberturas).

Esta circunstancia no sorprende puesto que en la serie control esta porcién de
sarcolema de la sinapsis M.A.S. era también similar al sarcolema de las sinapsis normales.
Los resultados obtenidos hasta el momento indican que el sarcolema de las sinapsis M.A..S.
en la serie de incremento de actividad tiende a asemejarse al de las sinapsis normales (ver

capitulo de Discusion apartado VI1.6.2.3., para la interpretacion de los hechos).

V1.5.2.2.3. Componente postsindptico abandonado. Sinapsis M.A.S.. Serie L.LF.A..
Respecto al sarcolema totalmente abandonado en las sinapsis M.A.S. de la serie de
incremento de actividad, tampoco se observa, prdcticamente, variaciones con respecto a su
sarcolema homélogo de la serie control (sélo destaca una amplitud de las oberturas que aqui
también es menor). Es decir, se mantiene la marcada desdiferenciacion comentada para la

serie control (Tabla XIX).

En términos generales, las porciones de sarcolema no cubiertas por el axén en las

sinapsis M.A.S. (subglial y sin oposicién) no se ven afectados por el incremento de actividad.
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Tabla XX: Sinapsis T.A.S.. Serie control.

SUBAXONAL SINAPSIS A.A.S. SINAPSIS T.A.S. COMPARACIONES
C. POSTSINAPTICO || NORMAL
SINAPSIS T.A.S. M SUBGLIAL |ABANDONADO| SUBGLIAL |ABANDONADO
@ 1)) @ ®) 14 | us | 24 | 355
Longitud sarcolema 37.43 + 16.66 | 17.73 + 9.48 | 11.18 + 8.61 | 33.65 + 14.95 | 25.38 + 15.22 | 0.632 } 0.568 | 0.010 | 0.056
(xm) 89.79% ¢t 127.0% ¢
10.81% 4 32.18% 4
Longitud sarcolema 37.43 + 16.66 37.03 + 16.46 33.74 + 14.69 0.678 0.900
total 8.90%+¢ 9.86% ¢
% sarcolema 100.00 + 0.00| 22.89 + 20.50 | 30.04 + 20.07 | 83.26 + 28.99 | 87.55 + 24.90 | 0.343 | 0.406 | 0.010 | 0.020
opuesto a.. 263.7% ¢ 191.4% ¢
16.64% 4 12.45% 4
Amplitud oberturas 77.50 + 21.62 | 86.48 + 26.86 | 88.52 + 32.88 | 99.98 + 24.47 | 74.10 + 27.58 | 0.063 | 0.800 | 0.300 | 0.400
(nm) 12.94%t 16.29% ¢
29.00% 438%+
Amplitud crestas 320.45 +128.31[275.73 +122.97| 253.74 + 81.67 |351.28 + 39.84 259.93 + 62.41 | 0.200 | 0.213 | 0.500 | 0.200
{am) 27.40% ¢ 2.39%1
9,62% 1 18.58% 4
Ratio amplitud 425+ 156 | 342+ 163 | 3.9+ 1.53 | 367+ 1.00]| 3.78+ 1.13 |0.600]0.400( 0.120{ 0.870
cresta/obertura 7.30% t 18.50% ¢
13.64% 4 11.05% ¢
% de pliegue primario || 76.07 + 17.56 | 74.20 + 38.94 | 57.79 + 20.34 | 67.76 + 50.66 | 19.22 + 10.47 | 0.400 | 0.001 [ 0.600 | 0.001
ocupado por crestas 8.68% ¢ 66.74% 4
10.92% 4 15.73% 4
Longitud pliegue 613.67 +157.95(505.18 +218.11| 548.65 +260.55 }909.04 +479.05| 627.50 +409.21 | 0.200 | 0.600 | 0.009 | 0.600
secundario (nm) 79.94% ¢ 14.36% t
48.13% ¢t 2.25%1
Nimero de secciones 327+ 159 ) 182+ 080 | 261+ 1.65 | 11.42 + 8.38 | 10.00 + 10.71 { 0.030 | 0.010 0.006 { 0.006
por obertura 527.4%t 283.1% ¢
249.2% ¢ 205.8% t
Nimero de secciones 327+ 1.59 277 £ 2.03 11.75 + 9.30 0.001 0.000
por obertura totales 324.1% 259.8% ¢
I e
Penetracién 77.67 + 37.30 | 45.88 + 26.54 | 42.36 + 36.28 | 53.41 + 0.00 | 56.94 + 3.12 - lo3oo| - |o0.200
densificaciones (nm) 16.41% ¢ 34.42%¢
31.23% 4 26.68% 4
%crfms 91.81 + 12.82 | 58.21 + 1557 | 62.22 + 18.13 [100.00 + 0.00| 63.33 + 4.71 - o010 - loa00
densificadas 71.79% ¢ 1.78% %
8.92%t 31.02% ¢
LOng.itud media 337.82 +137.03{330.62 +266.90| 242.06 +129.08 | 469.20 + 0.00]| 313.40 + 13.75| - Jo.900| - | o0.200
densificaciones (nm) 41.91% 29.47%1
38.90% ¢ 7.22%4
Nimero V. coased 022+ 013 ] 049+ 042) 070+045 | 085+ 0.00] 044+ 0.00 - . - -
Por obertura 73.46% 37.40%4
286.3% 1 100.0% ¢
e
N de mitocondrias 1.44 + 1.67 199 + 1.85 039 + 0.00 ; ;
Por um? postsindptico 80.40% ¢ 72.91% 4
\
N de lisosomas 4.00 + 4.31 4.68 + 5.02 443 + 1.67 0.057 0.600
Por ym? postsindptico 5.30%1 10.75%
\
N = .
od 57 Siapsis normales, 59 sinapsis A.A.S. y 6 de T.A.S.
a asass.las significaciones se han obtenido con U-test. %t , % 4 : incremento o decremento de los valores de las sinapsis T.A.S. respecto
.

apsis nonmales y respecto las sinapsis A.A.S. (en negrilla)
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VI.6. SINAPSIS TOTALMENTE ABANDONADAS (T.A.S.)

VI.6.1. SERIE CONTROL.

Como cabe esperar en un adulto normal, el mimero de sinapsis totalmente abandonadas
(T.A.S.) es extremadamente bajo (N=6, 3 sinapsis completamente cubiertas de glia y 3 no
tiecnen ninguna oposicién). Por esta razén, no es posible desarrollar una interpretacion

detallada de los resultados expresados en la Tabla XX.

La longitud total del sarcolema de las formas T.A.S. es igual a la longitud total del
sarcolema de las formas A.A.S., ademds no hay diferencia significativa (P < 0.5) entre
ninguna de las longitudes totales del sarcolema de las sinapsis estudiadas en la serie control
(ver tablas XIV y XX). Es decir, independientemente del estado del componente presindptico

siempre se observa la misma cantidad de membrana postsindptica total.

El mimero de oberturas totales ha disminuido drdsticamente (desde 12.21 4 6.32 para
la formas A.A.S. a 2.67 1 1.87 en las formas T.A.S., datos no mostrados en tablas) y sin
embargo el sarcolema total no ha variado en todo el proceso. De alguna manera estas pocas
oberturas dispersas no estdn separadas por crestas si no por porciones de sarcoplasma que
posiblemente no puedan ser denominadas crestas, sino mds bien "distancia entre las
oberturas”. Siguiendo el mismo razonamiento, el desmesurado nimero de secciones de
pliegues secundarios por obertura (Ndimero de secciones por obertura, que aquf representa
entre un 260% y 324% de incremento respecto a la membrana postsindptica normal y a la

membrana postsindptica A.A.S. respectivamente, Tabla XX) incluye, ademds, formas
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saculares, de antiguos pliegues que habrian fusionado sus membranas a nivel de las oberturas
y que podrian estar en fase de degradacion. Esto dltimo es independiente de la presencia o

ausencia de glia (Tabla XX).

En cuanto a las amplitud de las oberturas y ratio entre amplitud de las crestas y
amplitud de las oberturas (Ratio amplitud cresta/obertura), se pueden observar unos valores
similares a los descritos para los sarcolemas de las sinapsis A.A.S. tanto subgliales como

abandonados (Tabla XX).

En las formas de abandono total, inicamente en un caso, se ha hallado un postsindptico
con crestas densificadas. Concretamente en esta imagen de abandono podia verse un axdén a
unos 5 micrémetros de la superficie postsindptica y totalmente cubierto por célula de

Schwann.

En la presente forma de componente postsindptico (sinapsis T.A.S.) no puede haber
ningtin efecto tréfico por parte del axdén y, en los casos con participacion de la célula glial,
la relativa acci6n de esta puede no ser tan efectiva como en las situaciones en que acompaiie
al ax6n. Los resultados reflejados en la Tabla XX, muestran una grandisima variabilidad, de
valores y significaciones que no tienen ninguna pauta razonable de desdiferenciacion. Estos

resultados pueden estar relacionados con la pérdida de accion tréfica antes comentada.
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Tabla XXI: Sinapsis T.A.S.. Serie IFA.

C. POSTSINAPTICO SINAPSIS T.A.S. CTR SINAPSIS T.A.S. IFA COMP.
SINAPSIS T.A.S.
SUBGLIAL ABANDONADO SUBGLIAL ABANDONADO
(¢0)] ) 3) 4) 1/3 2/4

Separaci6n célula 87.29 + 35.37 - 87.20 + 31.62 - 0.705 -

glial-postsindptico (nm) 0.10%+

Longitud sarcolema (um) 33.65 + 14.95 2.30 + 3.11 26.66 + 29.10 230+ 1.85 0.207 0.337
20.77% 4 20.41% ¢

Longitud sarcolema total 33.74 + 14.69 28.06 + 23.9016.83% + 0.263

% sarcolema opuesto a... 83.26 + 28.99 10.56 + 7.92 90.54 + 19.18 7.03 + 6.60 0.754 | 0.004
8.74% ¢ 33.42% 4

Amplitud oberturas (nm) 99.98 + 24.47 68.00 + 37.65 68.36 + 16.48 77.86 + 31.48 0.023 0.006
31.55%+% 22.91% 4

Amplitud crestas (nm) 351.28 + 39.84 192.05 +113.87 330.39 +156.90 216.37 +114.98 0.449 0.382

5.94%4 12.66% ¢t

Ratio amplitud 3.67+ 1.00 2.19 + 1.93 4.74 + 1.65 322+ 243 0.379 0.059

cresta/obertura 29.15%¢ 47.03% ¢

% pliegue primario 67.76 + 50.66 47.07 + 18.27 58.65 + 25.02 58.44 + 96.46 0.788 0.000

ocupado por crestas 13.44%¢ 24.15%¢

Longitud pliegue 909.04 +479.05 462.95 +£219.72 716.33 +363.75 592.64 +311.97 0.614 | 0.129

secundario (nm) 21.20% ¢ 28.01%1¢

Niimero de secciones 11.42 + 8.38 2.01 + 1.69 431 + 2.70 1.73 + 1.28 0.101 0.338

por obertura 62.26% ¢ 13.93% ¢

Niimero de secciones 11.75 + 9.30 4.36 + 2.70 62.89% 4 0.047

totales por obertura

Penetracién 53.41 + 0.00 94.50 + 76.23 154.24 + 77.63 102.19 + 93.09 0.172 0.965

densificaciones (nm) 188.78% ¢ 8.03% ¢

% crestas densificadas 100.00 + 0.00 53.45 + 12.10 88.68 + 16.46 52.27 + 11.84 0.433 0.483
11.32%4 2.20%4

Longitud media 469.20 + 0.00 264.52 +141.40 421.33 4240.51 243.62 +141.83 0.643 0.883

densificaciones (nm) 10.20% ¢ 7.90%

Niwmero V. coated 0.85 + 0.00 1.15+ 0.45 0.82 + 1.20 094 + 0.25 - 0.075

por obertura 3.52%14 18.26% ¢

Nimero V. coated 0.47 + 0.02 0.60 + 0.9527.65% 0.049

Por obertura totales

Ne ?e mitocondrias por 0.39 + 0.00 7.44 + 17.69 1807.70% ¢ 0.107

M postsindptico

N° de lisosomas 443 + 1.67 12.04 + 24.24 171.78% t 0.705

Por ym? postsindptico

ICTR: serie control; IFA: serie de Incremento Fisiolégico de Actividad. % y % ¢ representa el % de incremento o decremento de
95 valores de los pardmetros en la serie IFA respecto a la serie CTR, Todas las significaciones se han obtenido con U-test.
= 6 sinapsis T.A.S en la serie control; N= 22 sinapsis T.A.S. en la serie IFA.

185



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,
EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Manuel Santafe Martinez

DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

V1.6.2. SERIE INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Las membranas postsindpticas de las sinapsis T.A.S. de la serie de incremento de
actividad presenta (tanto si aparecen cubiertas o no por procesos de la célula glial), a
diferencia de estas membranas en la serie control, una relativa estructuracion en crestas y
oberturas con un patrén de diferenciacion tipico de cualquier componente postsindptico de las
sinapsis neuromusculares estudiadas hasta el momento (ver Tabla XXI). Estas membranas en
la serie control presentaban, por contra, una muy acusada desdiferenciacién que incluso
llegaba al extremo de ser las "crestas” amplias zonas de membrana entre orificios ("obertu-

ras").

Esta situacion sugiere un abandono reciente por parte del axén durante el periodo de

incremento de actividad locomotora.

Por otro lado, también en este componente postsindptico (T.A.S.) se observa un
marcado incremento de los organoides relacionados con el metabolismo, como por ejemplo,
la densidad de mitocondrias (ndimero de mitocondrias por pm’ de postsindptico)
incrementa un 1800% y la densidad de lisosomas (mimero de lisosomas por pm’ de
postsindptico) incrementa un 170%, pero no se observan variaciones significativas respecto

a los valores de estos pardmetros en la serie control.
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VII. DISCUSION.

"Facts and truth really don’t have much to do with each other".

William Faulkner.
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VI.1. NIVEL FISIOLOGICO DE LA ACTIVIDAD APLICADA: DISCUSION DEL

PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO.

El patrén de entrenamiento locomotor aplicado en el presente trabajo (velocidad: 27
m/min., alternando ciclos de 5 min. de actividad seguidos de 8 min. de reposo) estd dentro
de los limites contemplados como fisiolégicos por otros autores. En este sentido, Kovanen y
Suominen (1987) consideran fisiolégico un entrenamiento a 22-25 m/min en ciclos de 60
minutos de acﬁvidad continuada y diaria, 5 dfas a la semana durante 2 afios. Y Andonian y
Fahim (1987) consideran dentro del umbral fisiolégico un entrenamiento locomotor a una
velocidad de 25-28 m/min ininterrumpida durante 60 min. por dia, 5 dias a la semana durante

8 semanas.

En el presente trabajo no se han observado en ningin momento signos sugestivos de
que el incremento de actividad aplicado no esté dentro del umbral fisiol6gico. En la
bibliografia existen abundantes estudios que aplican variaciones del nivel de actividad
locomotor que, por varios motivos, si que inducen lesiones a nivel muscular. Por ejemplo,
Wernig y colaboradores (1990 y 1991) aplicando un nivel abusivo de entrenamiento de forma
"ininterrumpida” durante varios meses a ratones adultos obtuvieron fibras musculares con
disrrupcion de su sarcolema y sarcoplasma ademds de observar abundantes miocitos con sus
micleos centralizados (signo inequivoco de que se ha producido regeneracién muscular), y
obtuvieron a nivel nervioso numerosos fenémenos de retofiamiento (sprouf). Por otro lado,
Ogilvie y colaboradores (1988) aplicando otro patrén de actividad, similar al del presente
estudio (ciclos actividad-reposo a una velocidad de 16 m/min. sobre un plano inclinado),

obtuvieron lesiones ultraestructurales del tipo disrrupcion y coagulacién de las miofibrillas y
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desaparicion de lineas Z; estos autores atribuyeron estas lesiones musculares al patrén de

contraccién muscular (eccéntrico) aplicado, que supone el correr por un plano inclinado.

Estos ejemplos pueden dar idea de la variabilidad de protocolos de actividad
locomotora que se aplican y la necesidad de unificar criterios. En este sentido, Casaburi ha
propuesto recientemente (1992) ciertas bases para que un entrenamiento minimo sea eficaz.
Este autor define como "entrenamiento minimo eficaz", aquel que, dentro de unos limites
fisiolégicos, no produce lesiones de ningin tipo a nivel muscular, y es capaz de producir
cambios estructurales y bioquimicos, ademds de incrementar el metabolismo aerébico. En
lineas generales, estas bases son las siguientes: (1) la duracién minima de las sesiones de un
entrenamiento eficaz debe durar entre 10 y 15 minutos; (2) 1a frecuencia de un entrenamiento
debe oscilar entre 3 y 5 dfas por semana, menos es inefectivo; (3) la duracién minima del
programa de entrenamiento debe ser de 3 a 4 semanas. El protocolo presentado en el capitulo
de Material y Métodos estd dentro de Ias bases de Casaburi para un entrenamiento fisiolégico

minimo eficaz.
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VIL.2. DESCRIPCI ERAL DE LAS SINAPSI

EN MUSCULOS CONTROL Y ENTRENADOS.

En el presente e.studio se han seguido los criterios ultraestructurales de clasificacién
de las sinapsis con abandono axonal asentados por Wemnig y colaboradores (1980a), estos
autores introdujeron el término "pliegues secundarios abandonados” (abandoned gutters)
cuando el ax6n no cubre a algin pliegue secundario, asf, tipificaron a las sinapsis como
"parcialmente abandonadas” si los pliegues abandonados (abandoned gutters) coexistian con
pliegues normaimente inervados por el axén (ver tambi€én Wernig y Herrera, 1986). En el
presente trabajo, se ha ampliado y profundizado mds en el concepto ultraestructural de
"sinapsis parcialmente abandonada” al contemplar la intensidad del abandono para
subclasiﬁcarla en sinapsis minimamente abandonada (M.A.S.) o ampliamente abandonada
(A.A.S.), estudiar la morfologfa de estas sinapsis con abandono axonal y analizar el mimero
y distribucion de los pliegues abandonados. Dado que estos conceptos no han sido

documentados hasta la fecha, no es posible contrastarlos con otros estudios.
VII.2.1. TIPOS DE SINAPSIS NEUROMUSCULARES.

En la Tabla II se observa un importante porcentaje de sinapsis con algin grado de
abandono (65%) en misculos control. Concretamente, las sinapsis ampliamente abandonadas
(A.A.S.) y las sinapsis minimamente abandonadas (M.A.S.) representan cada una de ellas,
aproximadamente, un tercio de la poblacién total de sinapsis abandonadas de los miisculos
control. Estos porcentajes son muy superiores a los habitualmente observados mediante

microscopfa 6ptica en mamiferos incluso de anfibios (Wernig y Herrera, 1986). Este hallazgo,
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aparentemente contradictorio, podria atribuirse a que a nivel estructural (microscopia dptica)
las sinapsis minimamente abandonadas sean indistinguibles de las sinapsis normales.
Trabajos similares a nivel ultraestructural (microscopifa electrénica) han obtenido unos
porcentajes de sinapsis abandonadas mucho menores que los descritos en el presente estudio
(por ejemplo Cardasis, 1983). Esta diferencia se debe a que en estos trabajos, se ha conside-
rado a las formas M.A.S. como sinapsis normalmente inervadas. En otro estudio ultraestructu-
ral, Miriam Salpeter (1987b) presenta iconografia de sinapsis normales y, sin embargo, puede
observarse algin pliegue secundario abandonado (Salpeter, 1987b, Figuras 13, 16y 18) y
algo similar sucede al analizar con detalle otros estudios (por ejemplo, véase Ellisman y cols,

1976, Figura 3).

El incremento fisiolégico del nivel de actividad neuromuscular durante un perfodo
relativamente largo (1 mes) no modifica significativamente la proporcidn de sinapsis normales
ni de la poblacién total de sinapsis con abandono axonal (Tabla II). Estos resultados indican
claramente que las sinapsis de apariencia normal no han sufrido abandono axonal. Trabajos
similares a este estudio detectan un incremento de formas con abandono axonal (y disminucién
de las sinapsis normales) inducido por la actividad experimental (Wernig y cols., 1980a;
Rosenheimer y Smith, 1985; Andonian y Fahim, 1987; Wernig y Herrera, 1986; Jans y cols.,
1986; Cardasis y LaFontaine, 1987). Pero algunos de estos experimentos introducen factores
no fisiolégicos en sus entrenamientos locomotores. Por ejemplo, Rosenheimer (1985) somete
a descargas eléctricas (foodshock) a los animales durante los perfodos de ejercicio y obtiene
un importante aumento de sinapsis con retraccién axonal. Un buen ejemplo de incremento
abusivo de actividad es el descrito recientemente por Wernig y colaboradores (1991), estos

autores obtienen lesiones musculares evidentes y un importante porcentaje de sprouts sin
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observar aumento en el nivel de retracciones axonales. Indirectamente, los resultados
expuestos en el presente trabajo indican que no se ha sobrepasado el nivel fisiolégico con la
actividad aplicada.

| En la serie de incremento de actividad, los porcentajes de las diferentes formas de
abandono muestran que unicamente ha disminuido de forma significativa la presencia de las
sinapsis minimamente abandonadas (M.A.S.), y que aumentan significativamente las formas
totalmente abandonadas (T.A.S.) sin detectarse variacién en la presencia de la sinapsis
ampliamente abandonadas (A.A.S.). Estos resultados parecen indicar la existencia de un "flujo
de conversidn sindptica”, en la direccién del mayor abandono, promovido o acelerado por el
incremento de actividad. Asf, algunas sinapsis minimamente abandonadas (M.A.S.) pueden,
eventualmente, convertirse en ampliamente abandonadas (A.A.S.) si incrementan su abandono
axonal y, paralelamente, determinadas sinapsis A.A.S. podrian aumentar su grado de
abandono hasta el extremo de perder completamente el axén y quedar totalmente abandonadas
(T.A.S.). Del estudio morfométrico de los pardmetros (ver apartado VII.6.2.) de las sinapsis
minimamente abandonadas (M.A.S.) se desprende la posibilidad de que ciertas sinapsis
M.A.S., con una mds marcada similitud previa (serie control) con las sinapsis ampliamente
abandonadas (A.A.S.), podrian convertirse en A.A.S. con el incremento de actividad.
Paralelamente, las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.) que en la serie control
presentan un mayor grado de abandono (o signos de retraccién axonal mas marcados) podrian
convertirse en sinapsis totalmente abandonadas (T.A.S) con el incremento de actividad (ver
apartado VI1.7.2.). Refuerza este razonamiento el hecho de hallar, en la serie de incremento
de actividad, menos sinapsis M.A.S. bilateralmente abandonadas (ver Tabla II). Presumible-
mente las formas minima y bilateralmente abandonadas (M.A.S., B.A.) sean mis susceptibles

a ampliar su abandono (convirtiéndose en A.A.S.) con el incremento de actividad. Por otro

191



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,
EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Manuel Santafe Martinez

DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

lado, el flujo de conversion de sinapsis M.A.S. en A.A.S. y el de conversion de sinapsis
A.AS. en T.A.S. es de un ritmo similar (no varfa el porcentaje de sinapsis A.A.S.) lo cual
podria indicar que el incremento de actividad afecta de una forma uniforme a todas las

sinapsis con algin grado de abandono.

Estd bien documentado que un componente postsindptico totalmente abandonado puede
permanecer durante prolongados periodos de tiempo en este estado (Birks y cols, 1960;
Robbins y Fahim , 1985; Krause y Wernig, 1985; ver también el apartado VIL.7). Segiin
Robbins y Fahim (1985), el progresivo aumento del indice de sinapsis abandonadas en
animales seniles es debido a un fenémeno de "sumacién" de las sinapsis abandonadas
neoformadas a la poblacidn de sinapsis abandonadas preexistente. En el presente estudio
también se detecta un fenémeno de "sumacién” similar al descrito, en donde las sinapsis
T.A.S recién formadas por el incremento de actividad (resultantes de la conversién de sinapsis
A.A.S en T.A.S.) pasarian a engrosar la poblacién de sinapsis T.A.S. preexistentes

(incremento significativo, ver Tabla II).

En lineas generales, los resultados obtenidos del estudio de los tipos de sinapsis de la
serie control y de la serie de incremento de actividad fisioldgica sugieren la existencia de un
"flujo de conversién pldstica actividad-dependiente en direccién al mayor grado de abandono

axonal" con el incremento de actividad.
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VIL2.2. MORFOLOGIA DE LAS DIFERENTES FORMAS DE ABANDONO.

En términos generales, el incremento fisioldgico de actividad no afecta de forma
significativa a la morfologia de las diferentes formas de abandono (M.A.S., A.AS. y
T.A.S.). St bien, cabe sefialar una redistribucion de las morfologfas que presentan las sinapsis
con minimo y amplio abandono a favor de un incremento no significativo de la morfologfa
con abandono unilateral (U.A.) y sin participacion glial (NoSC; ver Figuras 11 y 12), en

respuesta al ejercicio.

En cuanto a las morfologias de las sinapsis totalmente abandonadas (T.A.S.), el
incremento de actividad permite la aparicién de procesos gliales que cubren sélo parcialmente
al compbnente postsindptico (ver Figura 13). Este hallazgo puede sugerir que las nuevas
morfologias T.A.S. observadas con el incremento de actividad provengan de sinapsis
ampliamente abandonadas (A.A.S.) que han perdido definitivamente su axén quedando en su

lugar, tan solo, algunos filopodios gliales.

VIIL.2.3. DISTRIBUCION DE LOS PLIEGUES ABANDONADOS

EN LAS SINAPSIS A.A.S.

La mayoria de las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.) de la serie control
(80%) presentan entre 2 y 5 pliegues secundarios abandonados (ver Figura 14). En las sinapsis
normales de esta serie el mimero medio de oberturas de los pliegues secundarios es de 10.12

+ 5.79 (los valores referentes a oberturas no aparecen en Tablas) y en las sinapsis A.A.S.
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el mimero medio de oberturas abandonadas es de 5.71 + 3.37. Asi, parece habitual que en
las sinapsis A.A.S. de la serie control el nimero medio mdximo de pliegues abandonados no

supere el 50% de la dotacion total de pliegues secundarios de las sinapsis normales.

En la serie de incremento fisiolégico de actividad se observa también que la mayoria
de sinapsis A.A.S. presenta entre dos y cinco pliegues secundarios abandonados, pero en una
proporcion superior a la de la serie control. Ademds en la Figura 14 se observa la aparicion
de un segundo "pico” de sinapsis que presentan 7 pliegues abandonados. El primer "pico”,
mds acusado, puede responder a las formas A.A.S. de reciente aparicion (provenientes de
determinadas sinapsis M.A.S.), y el segundo "pico” puede responder a parte de las sinapsis
A.A.S. preexistentes que con el incremento de actividad hayan aumentado el niimero de plie-
gues abandonados. En este contexto, Wernig y colaboradores (1980a) observaron en miisculos
de anfibios un aumento en el mimero de pliegues abandonados que presenta cada sinapsis
durante el perfodo estival (nivel fisioldgico de actividad) y disminucién de estos durante el
periodo de hibernacién de estos animales. Los resultados del presente estudio corroboran en
mamiferos las observaciones de Wernig y colaboradores.

Sin embargo, pese al aumento del nimero de pliegues secundarios abandonados que
presenta cada sinapsis, es destacable que en la serie de incremento de actividad no se observen
sinapsis A.A.S. con mds de 9 pliegues abandonados cuando en la serie control es posible
observar sinapsis hasta con 11 pliegues abandonados. Esto sugiere que tiene lugar una
conversion de estas sinapsis A.A.S. con mds de 9 pliegues abandonados a la forma del
abandono total (T.A.S.). inducido por el incremento de actividad.

En términos generales, el incremento de actividad afecta inicamente a las sinapsis

abandonadas y las afecta con mayor intensidad en funcién del grado de abandono axonal.
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VII.3. ANALISIS DE LA MORFOLOGIA DE LLAS CRESTAS POSTSINAPTICAS.

De momento, no es posible contrastar los resuitados obtenidos del estudio de la
morfologfa de las crestas, dado que, hasta la fecha, este es un aspecto no analizado de la

ultraestructura neuromuscular.
VIi.3.1. MORFOLOGIA DE LAS CRESTAS EN MUSCULOS CONTROL.

Del estudio de 1a morfologia crestal a nivel ultraestructural se desprende que todas las
morfologias consideradas (ver Figura 6) estdn presentes bajo el axén ya sea este normal o de
las formas A.A.S.. Sin embargo, se detecta una ligera redistribucién entre los dos casos de
estas morfologias crestales consistente en un incremento de formas III con una disminucién
de las IV bajo el axén A.A.S. respecto a las sinapsis normales (Tabla V). Cuando se analiza
Ia morfologia de las crestas del sarcolema abandonado (bajo la célula glial y sin oposicién)
se observa un aumento de los tipos II y V, con un decremento de las formas III y IV respecto
a las crestas normales. La morfologfa de las crestas parece cambiar en funcién del grado de
abandono. Asf, parecen existir unas tendencias generales en donde se puede observar que la
forma IHI se comporta como especifica de las crestas bajo el axén y lo mismo sucederfa con
la morfologia II bajo la glia y la morfologia V en el sarcolema totalmente abandonado.

Pese a esta posible relacién entre grado de abandono y morfologia de las crestas, el
grado de densificacién no estd directamente relacionado con la morfologia. En todas las
sinapsis estudiadas, bajo el axdn, siempre hay un bajo porcentaje de morfologfas no densifi-
cadas (Tabla V). Sin embargo, en todos los casos de abandono estudiados y para todos los

tipos de crestas presentes (excepcién hecha de la morfologfa III) este porcentaje de crestas no
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densificadas incrementa. Asi, la densificacion de la membrana estd mds relacionada con el
grado de abandono que con la morfologia de la cresta que la sustenta.

Las morfologias III y IV parecen requerir, para mantener su forma, de la actividad
sindptica inducida por el axén. Cuando la actividad sindptica cesa (por que se haya producido
retraccion axonal) las morfologias III y IV podrian transformarse en tipos I y V. Realmente,
las crestas no desaparecen ya que no varia su nimero entre sinapsis normales y A.A.S. (10
y 12 respectivamente, P > 0.05, datos no mostrados en Tablas), todo indica que mds bien
se transforman de unas morfologfas a otras. Las formas tipo III (mds diferenciadas) detectadas
bajo el axon, se podrian transformar en tipo II bajo la glia. La morfologia II se puede asumir
que es aiin m4s diferenciada que la V, que predomina en el sarcolema abandonado. Parece
ser que, segun el grado de abandono, en el sarcolema no sélo varian los pardmetros de
amplitud de las crestas y de las oberturas sino que también la morfologia de sus crestas
entrarian en una dindmica desdiferenciadora. Seria plausible pues, un flujo de desdife-
renciacion desde las morfologfas III y 1V, como mds especificas, hacia II y V como mds
indiferenciadas. En este sentido, se podria sugerir una balonizacién progresiva de las crestas
fntimamente ligada al grado de abandono. Alternativamente, esta balonizacion podria estar
relacionada con el citoesqueleto de las crestas, en que su forma m4s relajada correspondiera
a la morfologia V y, mediado por el ién Ca** (ver Sanes, 1989), la forma con el citoesqueleto
mds activo (bajo el axoén) corresponderia a la morfologia III. El resto de tipologfa descrita
podria corresponder a formas intermedias de activacion del citoesqueleto y probablemente
neurotransmisién. Independientemente de las posibles implicaciones que puedan suponer estas
variaciones de las morfologfas crestales, lo que es verdaderamente relevante es la especifica
distribucién de las crestas en relacién al grado de abandono ya que estas son el soporte

estructural de un importante elemento en la neurotransmision, la membrana densificada. Si
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bien la densificacion del sarcolema no estd intimamente ligada a ninguna morfologia en
concreto, si que permite explicar la variabilidad observada para ciertos pardmetros de

densificacion postsindptica como es el % de crestas densificadas.

El andlisis de las morfologfas crestales en la serie control indica, en conjunto, la
existencia de una marcada relacion entre la morfologia que adoptan las bulbosidades crestales
con la presencia del componente presindptico (axonal o glial) o ausencia total de este, y

también es un indicador del grado de diferenciacion del componente postsindptico.

VII.3.2. MORFOLOGIA DE LAS CRESTAS EN MUSCULOS ENTRENADOS.

En lineas generales, el incremento fisioldgico de actividad no distorsiona excesivamen-
te las preferencias descritas en la serie control de determinadas morfologias crestales por
determinados sarcolemas (Tabla V). Asi por ejemplo, el incremento de actividad acentia la
preferencia de la morfologia del tipo III por el sarcolema de las sinapsis normales,
paralelamente en este sarcolema disminuye significativamente la morfologia mds inespecifica
(Tipo V). Al igual que en la serie control, en el sarcolema de las sinapsis normales de la serie
de incremento de actividad hay una predominancia de las morfologias de los tipos I y IV.
Estos datos corroboran el hecho comentado anteriormente de que las sinapsis normales

prdcticamente no se alteran por el incremento del nivel de actividad.

En todos los sarcolemas de las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.; sarcolema

subaxonal, subglial y abandonado) de la serie de incremento de actividad aparece un

197



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,
EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Manuel Santafe Martinez

DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

persistente incremento significativo de la tipologia crestal IV. En el sarcolema subaxonal, este
hecho junto con la disminucion significativa de la morfologia crestal V (la mds indiferenciada)
indica que existe una mayor diferenciacion crestal al aumentar la actividad.

El aumento de diferenciacion de la morfologia crestal de las sinapsis A.A.S. se observa
también en los sarcolemas subgliales y abandonados. En estos sarcolemas se aprecia un
incremento significativo de la morfologia crestal del tipo IV con disminucién de la morfologia
V. Curiosamente, en el sarcolema totalmente abandonado se observa ademds un ligero
incremento significativo de la morfologfa crestal del tipo III. Estos resultados indican
claramente que, en los sarcolemas de las sinapsis A.A.S. que no estdn en relacién directa con
el axon, existe un aumento en la diferenciacién de la morfologia crestal. Este aumento de la
diferenciacién puede sugerir un abandono reciente por parte del ax6n y reforzar la idea
comentada anteriormente de que las sinapsis A.A.S. de la serie actividad provengan de
sinapsis M.A.S. que han incrementado su abandono recientemente. Por otro lado, se refuerza
laidea, también avanzada anteriormente, de que la diferenciacidn crestal es axdn-dependiente.
La actividad neurotransmisora que supone la presencia del ax6n podria inducir, indirectamen-
te, determinadas modificaciones en el citoesqueleto crestal bien por la participacion del i6n
Ca’* (el i6n Ca** es indispensable para que se produzca despolarizacién pre- y postsindptica -
Delbono, 1992-, interviene ademds en la motilidad y estructura presindptica - Reichardt y
Tomaselli, 1991, para revisién- y en el mantenimiento de la estructura postsindptica -Sanes,
1989 para revision-) o en relacién a la presencia de moléculas de receptor AChR (estas
moléculas son axén-dependiente, Lockerbie, 1987) o por la capacidad organizativa de
determinadas proteinas de la l4dmina basal sindptica (por ejemplo agrinas -Lieth y cols., 1992;

y ver también el apartado VII.5.2.2.-).
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El comportamiento de la morfologia crestal del tipo I es independiente de las
tendencias generales descritas en los misculos control y entrenados. Es muy probable que el
tipo I de morfologfa crestal corresponda a secciones oblicuas de cualquiera de los otros tipos

crestales que, por cualquier motivo, presenten su bulbosidad apical fuera del plano de corte.

Del andlisis de los resultados de este estudio se desprende que la densiﬁcacién crestal
es, aparentemente, refractaria a las modificaciones en el nivel de actividad locomotora
(ejercicio ﬁsioiégico). Las densificaciones de membrana son membranas postsindpticas ricas
en proteinas relacionadas con la neurotransmision (por ejemplo canales idnicos, AChR,
protefnas de la matriz extracelular) que las hace mds electr6n-densas que la simple capa
bilipidica (ver Salpeter, 1987b para revision). La estabilidad de las membranas densificadas
crestales frente a el incremento de actividad locomotora puede indicar una permanencia de
estas proteinas de membrana lo qué puede suponer un recambio muy lento de estas membranas

(sin embargo ver discusion de los apartados VII.4.2. y VII.5.2.2.).

En resumen, el incremento de actividad induce a un aumento en la diferenciacion de
las morfologias crestales de las sinapsis A.A.S.. Indirectamente, este hecho refuerza la
hipdtesis de Ia existencia de un "flujo de conversion pldstica actividad-dependiente” de los

diferentes tipos de sinapsis con algin grado de abandono.
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VIL.4. ANALISIS DELAS SINAPSIS NORMALES EN MUSCULOS ENTRENADOS.

VIL.4.1. MODIFICACIONES EN EL. COMPONENTE PRESINAPTICO.

En el presente estudio se ha observado cierta estabilidad de las sinapsis de aspecto
normal en relacién al incremento de actividad. Ya se ha comentado que estas sinapsis no
modifican su porcentaje (ver Tabla II) ni su caracteristica morfologia crestal (ver Tabla V) con
el tipo de ejercicio aplicado. El estudio de los pardmetros presindpticos de estas sinapsis

normalmente inervadas confirma esta idea.

El estudio morfométrico ultraestructural entre axones de las sinapsis normales de los
miisculos EDL control y entrenados pone de manifiesto que existen muy pocas variaciones
significativas y, sin embargo, las escasas variaciones observadas (Tabla VI) responden al
incremento de actividad introducido. Se ha observado que aumentan significativamente los
pardmetros de las organelas relacionadas con el soporte metabdlico de la terminacidn nerviosa
(% de axoplasma ocupado por mitocondrias) y algunos de los pardmetros relacionados con
la neurotransmisién (Didmetro de V.S. y Nimero de V. S. por um de axolema sindptico).
Asi, la mayor presencia de vesiculas sindpticas en contacto con el axolema sindptico puede
ser indicativo de una mayor disponibilidad de éstas para su exocitosis durante la neurotransmi-
sion (Newman y Severs, 1990). Sin embargo, el incremento del didmetro de las vesfculas
sindpticas no implica necesariamente un mayor grado de exocitosis. En estos axones no varia
la densidad de vesiculas sindpticas, de vesiculas core ni coated 1o que puede indicar que no
estf incrementado el reciclaje de material relacionado con la neurotransmisién (ver Heuser

1989a y b, y apartado VII.5.5.1. para una mayor discusién). Las variaciones de los
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pardmetros relacionados con las vesiculas sindpticas pueden sugerir una mayor predisposicion
a la neurotransmisién pero ésta, desde el punto de vista morfométrico, parece no ser muy

elevada en estos axones de las sinapsis normales.

Los pardmetros relacionados con las densificaciones del axolema (zonas activas)
indican la existencia del mismo grado de diferenciacidn de estas estructuras en las sinapsis
normales de la serie control y de la serie de incremento de actividad. Dado que las zonas
activas también suelen estar implicadas en la neurotransmision (Trimble y cols, 1991) se
puede interpretar que la neurotransmisién no se ve excesivamente afectada en las sinapsis
normales por el incremento de actividad locomotora.

Asi, en el presente estudio no queda descartada la posibilidad de que realmente exista
un incremento de liberacién de neurotransmisor (hay un incremento del aparato relacionado
con el metabolismo) y, de ser asi, esta mayor neurotransmision estaria dentro de los mdrgenes

habituales de un axén normal, dado que no tiene, prdcticamente, trascendencia morfométrica.

VII.4.2. MODIFICACIONES EN EL. COMPONENTE POSTSINAPTICO.

A diferencia de lo observado en el componente presindptico, el incremento de actividad
modifica substancialmente la arquitectura de los pliegues postsindpticos de las sinapsis
normales. Estos cambios estdn orientados a favorecer una mayor superficie crestal ya que las
membranas densificadas de las crestas son en este sarcolema muy prominentes (ver Tabla

VII). El incremento de actividad no afecta a la proporcion de crestas densificadas y sin
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embargo se observa un marcado incremento métrico (en longitud) de las membrana

densificadas preexistentes.

Las densificaciones en la membrana postsindptica son debidas, como en el axolema,
a acumulos de proteinas intramembranosas tales como canales i6nicos y también proteinas de
superficie como moléculas de AChR y estdn intimamente relacionadas con 12 neurotransmision
(ver Salpeter, 1987a y b para revision). Asi, pese a no haber evidencias morfométricas en el
axon de una exacervada neurotransmision, a nivel postsindptico se observan, en cambio,
indicios de una mayor actividad neurotransmisora.

En este sentido, estudios electrofisioldgicos demuestran la existencia de un "margen
de seguridad” en la liberacion cudntica del neurotransmisor en las sinapsis neuromusculares
de manera que se libera un grandisimo volumen de neurotransmisor para un proporcionalmen-
te reducido mimero de receptores (AChR) (Anderson y Stevens, 1973; Hartzel y cols., 1975;
Magleby y Terrar, 1975). Por ejemplo, la concentracién de acetilcolina alcanzada en la
hendidura sindptica durante un impulso es, en promedio, de 0.0003M para una densidad
media de moléculas de AChR de 10000 moléculas /pm? (Hartzel y cols, 1975). Al-
ternativamente, se puede sugerir que debido al incremento de demanda de neurotransmision
(actividad locomotora) el componente postsindptico puede incrementar el mimero de receptores
(membrana densificada) para un mayor provecho del "margen de seguridad” del neurotransmi-

sor liberado.

Por otro lado, parece haber un mayor recambio de membrana mediado por vesiculas
coated y lisosomas. En este sentido, el incremento de estos organoides en el componente

postsindptico de las sinapsis normales también puede estar relacionado con el incremento de
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membrana densificada (sintesis y recambio de proteinas de membrana; Pumplin y Bloch,
1990). El sarcoplasma de las sinapsis normales no parece precisar de un mayor aporte de
energia oxidativa (no varia la densidad mitocondrial) para suplir el incremento de actividad
aplicado. Cabe suponer que el nivel de actividad infligido estd dentro de los niveles fisio-
l6gicos que puede absorber la dotacién mitocondrial preexistente. Alternativamente, se puede
sugerir que el incremento de actividad (neurotransmision, sintesis y recambio pioteico) no

precisa del metabolismo mitocondrial en el sarcoplasma de las sinapsis normales.

En resumen, el axon de las sinapsis normales no se ve practicamente afectado por el
incremento de actividad aplicada y, sin embargo, se observa un importante incremento métrico
en la membrana postsindptica densificada. En conjunto, se puede sugerir que, con el
incremento de actividad, el componente postsindptico de las sinapsis normales aumenta el

provecho del "margen de seguridad” del neurotransmisor liberado por el axon.
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VILS5. A ISIS D A TEA A .

VIL.5.1. ANALISIS DE LAS SINAPSIS A_A.S. EN MUSCULOS CONTROL.

VIL.5.1.1. COMPONENTE PRESINAPTICO.

Retraccion axonal en las sinapsis A.A.S.

Los axones de las sinapsis parcialmente abandonadas estdn descritos en la literatura
como de menor calibre que los de las sinapsis normalmente inervadas (Wernig y cols, 1980a
y b) bien porque se trata de retofios axonales (sprouts) que estdn reinervando un componente
postsindptico abandonado o bien por que se trata de axomes en retraccién (Wernig y
Dorlichter, 1989). En el presente estudio, los axones de las sinapsis ampliamente abandonadas
también son menores que los de las sinapsis normales (ver Tabla VIII), y, por otro lado, la
mayor anfractuosidad (Ratio perimetro / drea) observada en estos axones apunta hacia la
retraccion axonal mds que a la reinervacidn sindptica. Se ha sugerido que, tanto durante el
desarrollo embrionario (Thompson, 1985) como en la edad adulta (Herrera y Werle, 1990),
la eliminacion sindptica (previa retraccion) puede estar mediada por la pérdida de produccion
de algin factor tréfico de origen muscular (ver también Slack y cols, 1983) de tal manera que
la retraccién axonal puede iniciarse en el axoplasma por la accion de determinadas proteasas
(Vrbovd y cols., 1988; ver apartado VIL.6.1.1. para mayor discusion). La pérdida inicial del
axoplasma puede obligar al axolema a plegarse de forma parcial, como es el caso del
incremento de anfractuosidad observado en los axones de las sinapsis A.A.S. del presente

estudio (ver Tabla VIII).
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Participﬁcién glial en los procesos de retraccién axonal.

En la Tabla II se observa como la presencia glial aumenta en funcion del grado de
abandono. Esta circunstancia puede indicar la existencia de cierta relacién entre la retraccion
axonal y la participacién de la célula de Schwann. En relacién a la presencia glial en las
sinapsis A.A.S., se destaco en el capitulo de resultados que las proporciones de axolemas glial
y sindptico se modifican uno a favor del otro con gran exactitud (disminucién del perimetro
sindptico y aumento del perimetro glial del orden de un 20% en ambos dos casos, ver Tabla
VIII). Estos datos indican cierta relacion entre la célula glial y el axén en fase de retraccion.
No se puede descartar una participacion activa por parte de la célula de Schwann en el
proceso de retraccion axonal bien porque exista un "secuestro” activo del axén o, de forma
mds secundaria, porque ocupe activamente el intersticio entre el componente pre- y postsi-
ndptico éonforme el axén se vaya separando en su proceso de retraccion.

En la literatura estd descrito como en el periodo de pérdida de motoneuronas y de
eliminacién sindptica perinatal los axones son "fagocitados" por la célula de Schwann (Chu-
Wang y Oppenheim, 1978). Este precedente reforzaria la posibilidad de un secuestro activo
del axon por parte de la glia en las sinapsis con retraccion axonal, es decir en las sinapsis
A.A.S. y, ver mds adelante, también en las sinapsis M.A.S..

Por otro lado, durante el periodo embrionario (Lockerbie, 1987) y en la edad adulta
(Covault y Sanes, 1985) se ha descrito la presencia de moléculas de adhesion especfficas para
el ax6n en la ldmina basal glial (Neuron-glia cell adhesion molecule 0 Ng-CAM). Se puede
adelantar la hipétesis de que al separarse el ax6n del componente postsindptico deje vacantes
moléculas de adhesion celular (N-CAM), tanto en el axolema como en el sarcolema. Estas
moléculas de adhesién celular podrfan ser reocupadas por las propias de la membrana basal

glial (Ng-CAM) lo que impulsaria a la membrana glial a cubrir el axolema recién retrafdo y
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el sarcolema recién abandonado. Cualquiera de las dos alternativas expuestas (participacion
activa o pasiva de la célula glial) podrian ser aplicables a los resultados observados en el
presente estudio. Sin embargo, las dos posibilidades implican que todas las sinapsis con
retraccion axonal deberian presentar procesos gliales sobre el sarcolema abandonado y, como
se muestra en la Tabla Il y Figuras 11 y 12, esto no sucede, lo que indica una participacion
secundaria de la célula glial. Pese a todo lo expuesto, estd documentada una amplia gama de
situaciones en que la célula glial interviene, positiva o negativamente, en el comportamiento
axonal (ver para revision Carbonetto, 1991; y McMahan y Reichardt, 1991).

Por otro lado, no se han observado signos de ninguna accién directa de la célula glial
sobre el axdn y, como se ha indicado anteriormente, la retraccion axonal parece iniciarse en
el axoplasma y no en el axolema en contacto con la membrana glial. En conjunto, todo parece
indicar que la retraccion axonal es independiente de la participacion glial. En cualquier caso,
el papel que pueda jugar la célula glial en estos procesos no tiene porqué ser necesariamente
el mismo en relacién al axolema que en relacion al sarcolema (ver apartados VII.5.1.2. y

VIL6.1.2.).

Diferenciacion de la maquinaria relacionada con la neurotransmision en los axones de
las sinapsis ampliamente abandonadas.

Los axones de las sinapsis ampliamente abandonadas (axones en fase de retraccion)
presentan, en los mmisculos control, signos de un marcado incremento de las estructuras
relacionadas con la neurotransmision (vesiculas sindpticas y zonas activas) respecto a los
axones de las sinapsis de aspecto normal (ver Tabla VIII). La pérdida de axoplasma y axolema

observada para estos axones (A.A.S.) no se produce por simple supresion parcial de
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membrana y citosol sino que todo parece indicar que posiblemente se haya producido una
redistribucion de las estructuras relacionadas con la neurotransmision tanto del axoplasma (por
ejemplo, vesiculas sindpticas) como del axolema (por ejemplo, zonas activas). El resultado
de esta redistribucion supera, incluso, el grado de diferenciacion observado en las sinapsis
normales. Alternativamente, se puede avanzar la idea de que en el misculo EDL control la
dotacidn de estas estructuras relacionadas con la neurotransmision no estd homogeneamente
repartida en todas las ramas de una misma arborizacién nerviosa o que puedan existir
motonemona§ con diferentes grados de capacidad neurotransmisora (ver apartado VII.6.1.1
para mayor discusion).

En las sinapsis A.A.S. de la serie control se observan vesiculas sindpticas (V.S.) de
mayor tamaiio que en las sinapsis normales y una poblacién de V.S. cercanas al axolema
sindptico también mayor que en las sinapsis normales (ver Tabla VIII). Curiosamente, el valor
de estos pardmetros (Didmetro medio de V.S. y Nimero de V.S por pm de axolema
sindptico) en los axones normales de la serie de incremento de actividad tambi¢n estdn mds
elevados respecto a sus homélogos de la serie control (ver Tabla VI). Estos resultados pueden
indicar una mayor eficacia en los axones de las sinapsis A.A.S. o, alternativamente, un
relativo acercamiento de lés sinapsis normales de la serie de incremento de actividad a ciertas
caracteristicas de las sinapsis A.A.S. de la serie control.

Pese a que los axones A.A.S. de los musculos control presentan una mayor
diferenciacion de las vesiculas sindpticas y de las zonas activas, los indicios de que en estos
axones haya un nivel de neurotransmision también mayor son muy vagos.

En una reciente revisién de la dindmica de las vesiculas sindpticas en las terminaciones
nerviosas, Bonzelius y Zimmermann (1990) indican que las V.S. se originan a nivel del soma

neural y juntamente con vesiculas core son transportadas hasta las terminaciones nerviosas por
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transporte axopldsmico lento; las V.S. recién llegadas no pueden ser inmediatamente
exocitadas y precisan de un periodo de maduracion en el que intervienen las vesiculas core.
Zimmermann y colaboradores (1989) (ver también Bonzelius y Zimmermann, 1990),
consideran que en toda terminacién nerviosa existen dos subpoblaciones de vesiculas
sindpticas: VP1 si son vesiculas originadas, bdsicamente, en el soma neural y VP2 si proceden
exclusivamente del reciclaje distal de membrana y del neurotransmisor recién exocitado. Las
VP2 pueden madurar y pasar a formar parte, eventualmente, de la poblacion de VP1. Segiin
estos autores, las VP1 son de un calibre mayor que las VP2 pero ambas poblaciones presentan
idéntica- capacidad neurotransmisora aunque son preferentemente exocitadas las VP2 (ver
también Betz y cols., 1992). Adoptando estos criterios, se puede avanzar la hipétesis de que
los axones de las sinapsis A.A.S. sufren un importante aporte de VP1 (de mayor didmetro)
y de vesiculas core desde el soma neural. Refuerza esta hipdtesis el hecho de observar un
incremento de lisosomas y de cisternas del R.E.L. (ver Tabla VIII) ya que se ha propuesto
la participacion de estas estructuras en la maduracion de las vesiculas sindpticas a nivel de la
terminacién (ver Heuser, 1989b).

Esta hipétesis de que en los axones de las sinapsis A.A.S. de los misculos control
exista un incremento de vesiculas sindpticas recién llegadas desde el soma neural no implica
necesariamente un incremento en la neurotransmisién. Heuser (1989 a y b) demuestra que
después de un estimulo axonal aumentan el mimero de vesiculas core y coated, ya que estas
estructuras estdn relacionadas con el reciclaje de la membrana y del neurotransmisor (ver
también Betz y Betwick, 1993). Los resultados obtenidos del estudio de las sinapsis
ampliamente abandonadas (A.A.S.) no muestran ningiin incremento de vesiculas coated ni
disminucion del didmetro de las vesiculas sindpticas (V.S. recicladas -VP2- son de menor

calibre que las originarias -VP1-) que avalen un incremento de reciclaje. Por tanto, no parece
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probablé la existencia de una neurotransmision incrementada en las sinapsis A.A.S. de los
musculos EDL control.

Se puede sugerir la participacion de algin factor tréfico meural (ver apartado
VII.6.1.1.) responsable del aporte de vesiculas sindpticas desde el soma neural hacia la unién
mioneural e inductor del incremento de zonas activas (ver Tabla VIII) en estas sinapsis con

axones en retraccion (A.A.S.).

En resumen, los resultados obtenidos del estudio ultraestructural presindptico de las
sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.) en misculos EDL control indican un incremento
de los organoides y estructuras relacionadas directa e indirectamente con la neurotransmision,

sin que se observen evidencias de un incremento en la actividad neurotransmisora.

VIL.5.1.2. COMPONENTE POSTSINAPTICO.

En las sinapsis A.A.S. de la serie control, la longitud de sarcolema total es el mismo
que el observado en las sinapsis normales (Tabla IX). Este dato es altamente sugestivo de que
el abandono se ha producido por simple retraccién axonal (ver apartado VII.7.1.). El
componente postsindptico de estas sinapsis tiene, en promedio, unas dimensiones "estdndar”,
donde no varian ni el mimero total de oberturas por seccion (de 10.12 + 5.79 en sinapsis
normales a 12.21 + 6.32 en las sinapsis A.A.S., P > 0.05, datos no mostrados en Tablas),
ni el mimero total de secciones de los pliegues secundarios en su recorrido sarcoplasmdtico

(29, tanto en sinapsis normales como en las sinapsis A.A.S.).
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Diferenciacion del sarcolema subaxonal en las sinapsis A.A.S..

Este estudio ha evidenciado que el comportamiento de las porciones del sarcolema
subaxonal es diferente del de las porciones abandonadas (subglial y abandonada). En el
sarcolema subaxonal de las sinapsis A.A.S., la amplitud tanto de crestas como de oberturas
decrece respecto a las sinapsis normales (Tabla IX). Esta circunstancia se podria interpretar
como un fendmeno de relativa atrofia, sin embargo, la ratio entre estas amplitudes se
mantiene (Ratio amplitud crestas/oberturas) lo cual implica que no varie el % del pliegue
primario ocupado por crestas respecto al componente postsindptico normal (N-S.). La
membrana densificada subaxonal disminuye sus valores métricos (Longitud media de las
densificaciones y Penetracién de las densificaciones por la obertura) en concordancia con
unas crestas mds delgadas que las normales, pero en contrapartida incrementa el procentaje
de crestas que presentan este tipo de densificaciones (ver Tabla IX). Todos estos datos son
mds sugestivos de un proceso de "compactacién” (o reduccion proporcionada) que de "atrofia”
del componente postsindptico subaxonal de las sinapsis A.A.S.. A favor de la propuesta de
"compactacién”, también se observa que la ratio entre densificaciones pre y postsindpti-
cas no varia en absoluto en las sinapsis A.A.S. respecto a las sinapsis normales (Tabla IX).

En resumen, los cambios postsindpticos observados bajo el axon de las sinapsis A.A.S.
(Tabla IX) como un proceso de aparente desdiferenciacion pero en el que existe un factor de
compensacion importante como es un mayor % de crestas densificadas. Asf, globalmente,
se puede decir que proporcionalmente este componente postsindptico tiene la misma cantidad
de membrana densificada que en las sinapsis normales y que estd en total concordancia con

la dotacion de zonas activas presindpticas (Ratio longitudes de densificaciones pre-

/postsindpticas inalterada).
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Estd bien documentada la estrecha relacion tréfica existente entre la motoneurona y los
miocitos que inerva, de tal manera que modificaciones en la motoneurona de tipo estructural
y/o funcional (frecuencia y amplitud del impulso nervioso) inducen a modificaciones en el tipo
de miofibrillas musculares e incluso puede modificarse el tipo de metabolismo muscular (de
oxidativo a anaerébico y viceversa; Dias y Simpson, 1974; Foehring y cols., 1987a),
asimismo, modificaciones en el patron de contraccion muscular varian las caracteristicas
estructurales y funcionales de la motoneurona que las inerva (Foehring y cols., 1987b;
Wilson, 1988;- ver Brown y Lunn, 1988 para revision). En el presente trabajo se observan
indicios de una posible influencia axonal sobre €l componente postsindptico.

En conjunto, el drea que ocupan los pliegues secundarios postsindpticos de las sinapsis
ampliamente abandonadas decrece, pero esta reduccion es menor que la observada para su
axon (Ratio drea pre- /post- , Tabla I1X). Este hecho parece indicar la existencia de una
reduccion inicial del drea axonal (retraccién) y a su vez, esta pérdida puede inducir a la
reduccidn del drea postsindptica. Como se ha comentado anteriormente (en este apartado y en
el capitulo de Resultados) se observan otros indicios sugestivos de pérdida de la accidn tréfica
en estas sinapsis A.A.S. (por ejemplo, la porcién subaxonal sufre reducciones de sus
pardmetros arquitecturales; Tabla 1X). Sin embargo, pese a estos signos de pérdida de
trofismo también se observa un incremento del nimero de porciones de sarcolema relacionadas
con la neurotransmision (% de crestas densificadas) lo que podria indicar que las variaciones
observadas en el componente postsindptico subaxonal de las sinapsis A.A.S. pueden ser
previas a la retraccién axonal (ver concepto de predeterminismo en apartado VI1.6.1.1.). Se
puede argumentar, apoyando esta segunda propuesta, que muchas de las caracteristicas
estructurales observadas en el sarcolema subaxonal de las sinapsis A.A.S. también se producen

el los sarcolemas abandonados (por ejemplo crestas mds estrechas, caracteristicas métricas de
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las densificaciones de membrana).

Tanto si el axon en retraccion estd relacionado o no con los cambios postsindpticos
como si estos son previos a la retraccién axonal, parece evidente la necesidad de una mayor
cantidad de membrana densificada postsindptica en situacion subaxonal que, por otro lado,
puede responder a la mayor diferenciacion axonal de estructuras relacionadas con la

neurotransmision.

Desdiferenciacién del sarcolema abandonado en las sinapsis A.A.S..

Para una mejor interpretacién y andlisis de los resultados del estudio las dimensiones
de 1las crestas y de las oberturas conviene analizarlas junto con la ratio de sus amplitudes ya
que, como se ha visto en el apartado anterior, pueden modificar sus amplitudes substancial—
mente aunque de una manera proporcionada. Por otro lado no hay que olvidar que, para una
misma longitud de pliegue primario, las variaciones en las dimensiones de las crestas
repercuten directamente en las dimensiones de las oberturas y viceversa. Asf, en conjunto,
crestas y oberturas adoptan un comportamiento diferente en funcién del grado de abandono
del sarcolema en que estén, de manera que el andlisis morfométrico de estas estructuras puede
ilustrar acerca del grado de diferenciacion postsindptica de las sinapsis A.A.S.. En este
sentido, este estudio (Tabla IX) ha revelado que: (1) en el componente postsindptico subaxonal
de las sinapsis A.A.S., respecto al de las sinapsis normales, disminuyen tanto la amplitud de
crestas como de oberturas pero no se modifica la ratio entre ellas; (2) en el componente
postsindptico subglial no se modifica significativamente ninguna de las dos amplitudes (aunque
sf sus valores medios) y la ratio incrementa significativamente a favor de unas oberturas

mayores; (3) el sarcolema abandonado de las sinapsis A.A.S. es el mds desdiferenciado ya
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que, resbecto a las sinapsis normales, aumenta la amplitud de las oberturas y disminuye la de
las crestas, de manera que la ratio decrece en un 25% a favor de las oberturas, en mayor
potencia que bajo la glia (20 %, Tabla IX). Detectdndose por tanto una tendencia general:
siempre que el axén no estd presente, se altera la relacion de amplitudes entre cresta y obertu-
ra, a favor de oberturas mayores. Esta alteracion de Ia ratio a favor de oberturas mayores

parece ser el principal signo de desdiferenciacion.

En las porciones de sarcolema abandonado (no cubiertas por el axén ni por la glia)
de las sinapsis A.A.S., respecto a las sinapsis normales, también se observa que decrece el
% de pliegue primario ocupado por cresta y las dimensiones de las densificaciones del
sarcolema (Longitud media de las densificaciones y Penetracion de las densificaciones
por la obertura) (Tabla IX). En resumen, los signos de aparente desdiferenciacién hallados
bajo el ax6n estdn activamente compensados y, sin embargo, en condiciones de abandono esto
no sucede. Por otro lado, se observa un comportamiento similar en las sinapsis con minimo
abandono (M.A.S., ver apartado VII.6.1.2). En conjunto, estos resultados indican claramente
la existencia de una accion tréfica del axon sobre el componente postsindptico, aunque este
axén esté en fase de retraccién. En la literatura se pueden encontrar miltiples evidencias de
la accién tréfica del axén sobre el miisculo, que refuerzan las interpretaciones de los
resultados expuestos en este trabajo (Dfas y Simpson, 1974; Foehring y cols., 1987a y b;
Wilson, 1988). Por ejemplo, Foehring y colaboradores (1987a) intervinieron quinirgicamente
a roedores para crear una reinervacién cruzada (cross-reinnervation) entre miisculos de
contraccién rdpida y lenta, y observaron cémo el ax6n nuevo provocé cambios sustanciales

tanto de las caracteristicas puramente musculares (conversién de un tipo de miocito en otro)

como a nivel sindptico.
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Posible accién tréfica de 1a célula de Schwann sobre el sarcolema subglial.

A nivel del sarcolema subglial la desdiferenciacion observada no es tan acusada como
la del sarcolema abandonado. Este hecho podria interpretarse como si la célula de Schwann
tuviese cierta capacidad para mantener algunas caracteristicas postsindpticas. El % del pliegue
primario ocupado por crestas y las amplitudes de crestas y de oberturas no varian
significativamente en el sarcolema subglial en comparacién con los valores de estos
pardmetros en las sinapsis normales. Sin embargo, estas amplitudes presentan una suficiente
variacién en sus medias como para variar la ratio entre crestas y oberturas (como sucede en
condiciones de total abandono; ver Tabla IX). La presencia de procesos gliales sobre el
sarcolema de las sinapsis A.A.S. también induce una cierta capacidad de mantenimiento
dentro del rango de los valores de los pardmetros de las sinapsis normales a algunas caracte-
risticas de las densificaciones postsindpticas (como por ejemplo la Longitud media de las
densificaciones). Sin embargo, los pardmetros Penetracién de las densificaciones y el
grado de densificacion de las crestas (% crestas densificadas) escaparian al control glial
(Tabla IX). La posible accidn tréfica de la célula de Schwann sobre el componente postsindp-
tico es motivo de controversia, sin embargo estd ampliamente documentada (Birks y cols.,
1960; Krause y Wernig, 1985; Somasekhar y Ko, 1991; Reynolds y Woolf, 1992). En este
sentido, en musculos de anfibio denervados experimentalmente se ha podido comprobar que
la morfologia del componente postsindptico abandonado por el axon (el axén degenera y
desaparece tras la denervacion) pero cubierto por procesos gliales puede mantener hasta 130
dias un aspecto cualitativamente similar al observado a los 15 dfas de la denervacion (Birks
y cols., 1960). Esta capacidad tréfica de la célula glial sobre el componente postsindptico es
extensiva a las moléculas de la matriz extracelular, como por ejemplo las aglutininas

(Somasekhar y Ko, 1991). Krause y Wernig (1985) que atribuyen claramente a la c€lula de
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Schwann capacidades troficas, propias del axon, en misculos denervados de anfibio ya que
se mantiene la agregacion de las moléculas de receptor de la acetilcolina (AChR) inicamente
en los sarcolemas subgliales. Es interesante resaltar que las moléculas de AChR son
parcialmente responsables de las densificaciones de las membranas crestales (Salpeter, 1987b).
Ast, la propuesta de Krause y Wernig queda corroborada con el presente estudio, en cuanto

a las caracteristicas de las membranas densificadas subgliales.

Del esfudio de los pardmetros de las membranas densificadas en situacién subglial, sor-
prende la disminucion de penetracion de las densificaciones descrita, sobretodo porque estas
densificaciones tienen una longitud media inalterada y estdn localizadas sobre unas crestas que
tampoco han variado su anchura media. Posiblemente este fendmeno esté relacionado con la
diferente morfologia que adoptan estas crestas en situacién subglial respecto a la situacién
subaxonal (ver Tabla V). Las crestas situadas bajo la célula de Schwann son fundamentalmen-
te de los tipos I y V con disminucién relativa de las IIl y IV. La morfologia crestal II parece
ser la mds especifica de esta forma de abandono sindptico, y es precisamente esta morfologia
la que presenta una cipula mds abombada o convexa (anteriormente -apartado VII.3.- se ha
comentado que el tipo I no corresponde a una morfologia real) (ver Figura 6 en el capitulo
de Material y Métodos). Posiblemente, debido a esta extrema convexidad, para una misma
longitud media de las densificaciones y para una misma anchura de cresta, estas densificacio-
nes penetran relativamente menos por el pliegue secundario que si estas crestas tuviesen una
morfologia menos convexa. De momento, no es posible contrastar estos resultados, dado que

el andlisis de las crestas es, hasta la fecha, un aspecto no analizado de la ultraestructura

neuromuscular.
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Caracteristicas de los pliegues secundarios de las sinapsis A.A.S. en funcién del grado
de abandono axonal.

Habitualmente los pliegues secundarios de las uniones mioneurales de mamiferos son
tortuosos y, sobre todo, en miisculos de contraccion rdpida como lo es el misculo E.D.L.
(Ogata y cols, 1967; Ellisman y cols, 1976). Asi pues, es frecuente encontrar pliegues
secundarios seccionados longitudinalmente a nivel de la obertura y seccionados transversal y/o
oblicuamente en niveles mds profundos, eso mismo ocurre en las posibles ramificaciones late-
rales al eje principal del pliegue. Por este motivo el valorar el mimero de secciones
(longitudinales, oblicuas y transversales) que presentan los pliegues secundarios puede dar una
idea aproximada del grado de tortuosidad-complejidad-ramificacion de estos. Parece haber
cierta relacién entre el grado de abandono y la cantidad de secciones de los pliegues secunda-
rios (ver Tabla IX). Respecto a las sinapsis normales, en el sarcolema subaxonal de las
sinapsis A.A.S. el mimero de secciones por obertura se incrementa ligera pero significati-
vamente, sin embargo hay un decremento importante tanto bajo la glia como a nivel del
sarcolema abandonado. Este indicador del grado de tortuosidad o complejidad de los pliegues
muestra que cuando el sarcolema no se relaciona directamente con el axdn los pliegues tienen
un recorrido mds lineal (son mds simples), y solo la presencia del axén les imprime tortuosi-
dad. El grado de tortuosidad de los pliegues secundarios podria estar relacionado con la
activacidén del citoesqueleto de estos durante la neurotransmision o por alguna protefna de
membrana con capacidad organizativa que precise del axolema (por ejemplo agrinas -Lieth y
cols., 1992-; ver también apartado VII.5.2.2.). En cualquier caso, la simplicidad de estos
pliegues secundarios puede ser un elemento mds del fenémeno de diferenciacidn descrito para
el componente postsindptico subaxonal en las sinapsis A.A.S. de la serie control. De

momento, no es posible contrastar los resultados referentes a la "tortuosidad-complejidad” de
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los pliegues secundarios dado que el estudio cuantitativo de este fenomeno es, hasta la fecha,

un aspecto no analizado de la ultraestructura neuromuscular.

Por otro lado, respecto a las sinapsis normales, la longitud media de los pliegues
secundarios en las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.) no varia en situacién subaxo-
nal y decrece en todas las situaciones de abandono (aunque sélo de forma significativa en la
situacion subglial) (Tabla IX). En cuanto al comportamiento de los pliegues secundarios en
las sinapsis A.A.S. se puede generalizar que siempre que el axén estd ausente (subglial y
abandonado), tanto Ia tortuosidad como la profundidad de los pliegues disminuye. Este hecho
es un signo mds de desdiferenciacion postsindptica. Inexplicablemente, este decremento es mds

intenso en el sarcolema relacionado con la célula glial (Tabla IX)

Organoides del sarcoplasma de las sinapsis A.A.S.

La presencia de vesiculas coated postsindpticas supone la existencia de recambio de
membrana, aporte de protefnas neosintetizadas o recicladas y secuestro de las protefnas
desgastadas (Pearse y Bretscher, 1981). En este sentido, se ha propuesto (ver Pumplin y
Bloch, 1990) que, tanto en el periodo embrionario como en la edad adulta, las vesfculas
coated postsindpticas participan en la internalizacién de muchas proteinas de membrana y la
insercion de moléculas de AChR neosintetizadas. El sistemdtico incremento de vesiculas
coated en los tres sarcolemas de las sinapsis ampliamente abandonadas (subaxonal, subglial
y abandonado) de la serie control puede estar relacionado con los cambios descritos en los
pliegues secundarios (amplitud de crestas, longitud de pliegues, variaciones en longitud y

presencia de membranas densificadas, etc.).
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En las sinapsis A.A.S. no se modifica la dotacién de la maquinaria relacionada con
el metabolismo del componente postsindptico, que vendria representada en el presente estudio
por las mitocondrias y los lisosomas presentes en el sarcoplasma subsindptico. Estas organelas,
aunque incrementan sus valores medios respecto a lo normal, no lo hacen de forma significati-
va. A nivel del componente presindptico tampoco se detecta una variacion significativa de
organelas relacionadas con el metabolismo axonal respecto al ax6n normal. Este hecho se
podria interpretar como que el fenémeno de abandono no comporta un significativo incremen-
to de actividad metabdlica a ningin nivel de las sinapsis A.A.S. o, indirectamente, puede
reforzar la hipétesis que sugiere la existencia de un predeterminismo sindptico en que estos

cambios observados en las sinapsis A.A.S. sean previos al proceso de abandono axonal.

VIL.5.2. ANALISIS DE LAS SINAPSIS A_A.S. EN MUSCULOS ENTRENADOS.

VIL.5.2.1. MODIFICACIONES EN EL COMPONENTE PRESINAPTICO.

Este trabajo ha permitido evidenciar que €l axon de las sinapsis A.A.S. prdcticamente
no modifica su estructura con el incremento de actividad aplicado en el presente trabajo (ver
Tabla X). Este dato podria indicar que la diferenciacion de la maquinaria de neurotransmisién
(vesiculas sindpticas y zonas activas) descrita en los axones de las sinapsis A.A.S. de la serie
control podria ser suficientemente adecuada para absorber el incremento de actividad
fisiolégico aplicado.

Por otro lado, como se ha sugerido anteriormente en el apartado VI1.2.1., la poblacién

de sinapsis A.A.S. cuantificada en la serie control puede no ser la misma que se estudia en
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la serie de actividad. Se ha sugerido anteriormente la posible existencia de un "flujo de
conversion sindptica en direccién hacia el mayor abandono" en relacién con el incremento de
actividad locomotora. Segiin este "flujo” la poblacion de sinapsis A.A.S. que se estudia en
este apartado (serie 1.F.A.) puede provenir, en parte, de determinadas sinapsis M.A.S. y de
sinapsis A.A.S. preexistentes; mientras que las sinapsis A.A.S. amplia y extensivamente
abandonadas (con mds de 9 pliegues abandonados) cuantificadas en la serie comrolr pueden ya
no pertenecer a la poblacion A.A.S. en la serie de incremento de actividad. Pese a estos
posibles cambios de la poblacion de sinapsis ampliamente abandonadas en la serie de
incremento de actividad, la marcada analogia de los pardmetros que definen a los axones de
las sinapsis A.A.S. en la serie control y en la serie de incremento de actividad sugiere la
existencia de un determinado "sfatus” que caracteriza a estos axones en el misculo EDL de

rata.

En estos axones (A.A.S.) se observa un decremento del didmetro de las vesiculas
sindpticas as{ como un importante decremento en la densidad de las vesiculas core respecto
a sus homoélogos de la serie control (Tabla X). Siguiendo la hipdtesis avanzada en el apartado
VI1.4.1.1 (andlisis del componente presindptico en las sinapsis A.A.S. de la serie control)
referente a las subpoblaciones de vesiculas sindpticas, en los axones de las sinapsis A.A.S.
de los miisculos entrenados ya no se puede suponer la existencia de un mayor aporte desde
el soma neural de V.S., los resultados que se analizan en este apartado parecen indicar,
indirectamente, un incremento en la actividad neurotransmisora, el cual se ve reflejado en la
existencia de vesiculas sindpticas de menor didmetro presumiblemente procedentes del reciclaje

del material neurotransmisor (VP2) (ver Heuser, 1989 a y b).
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VIL.5.2.2. MODIFICACIONES EN EL. COMPONENTE POSTSINAPTICO.

Este estudio revela, a nivel del componente postsindptico de las sinapsis A.A.S. de la
serie de incremento de actividad, la existencia de signos de una mayor actividad metabélica
que en la serie control. Ya que, respecto al sarcoplasma homoélogo de la serie control, se
observa un incremento del 1200% de densidad mitocondrial y del 2500% de densidad
lisosomal (Tabla XI). Este masivo incremento de las estructuras relacionadas con el
metabolismo postsindptico en las sinapsis A.A.S. puede reflejar, indirectamente, un
incremento en la actividad neurotransmisora y suplir ademds las necesidades derivadas
(recambio de membranas, proteinas). Este hallazgo no tiene relacién con el habitual
incremento de mitocondrias en un miocito entrenado: (1) el misculo EDL no precisa del
metabolismo oxidativo mitocondrial para su contraccion, por poseer mayoritariamente fibras
musculares del tipo I; ver Both y Thomason, 1991 para revisién) y, por otro lado, (2) el
sarcolema sindptico es relativamente auténomo del resto del miocito, confirma esta autonomia
el hecho de que no todos los componentes postsindpticos de la serie de incremento de
actividad presenten un aumento significativo de densidad mitocondrial (ver Tablas VII, XVIII
y XXI).

Por otro lado, la existencia de cambios estructurales postsindpticos estd relacionado con
el mimero de vesiculas coated asociadas a los pliegues secundarios (Pearse y Bretscher, 1981).
Asf por ejemplo, se observa un incremento de estas vesiculas en el sarcolema subaxonal y
abandonado, y precisamente en estos sarcolemas es donde se observan unos mayores cambios
estructurales (Tablas XI y XII). Esta asociacion estd reforzada por el hecho de que en el
sarcolema subglial de estas sinapsis A.A.S., donde no se observan cambios trascendentales,

el mimero de vesiculas coated no varia significativamente (Tabla XII).
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Compoﬁente postsindptico subaxonal en las sinapsis A.A.S de miisculos entrenados.

Contrariamente a lo descrito para el axén de las sinapsis A.A.S. en la serie de
incremento de actividad, el componente postsindptico situado bajo estos axones sufre
sustanciales modificaciones estructurales orientadas, en términos generales, hacia una
magnificacion de las densificaciones de las membranas crestales. En este sentido, la amplitud
de las crestas subaxonales de la serie de incremento de actividad es mayor que en la serie
control, asi 1a alteracion de la ratio entre amplitud de crestas y oberturas en este sarcolema
indica una reestructuracion de los pliegues secundarios orientada a ofrecer una mayor superfi-
cie crestal. La redistribucién mencionada incluye un incremento de la longitud de los pliegues
secundarios asf como una simplificacion en su recorrido intra-sarcoplasmadtico (ver Tabla X).
Como se ha mencionado, el marcado incremento de vesiculas coated asociadas a los pliegues
secundaﬁos puede también estar relacionado con los cambios observados en el sarcolema

subaxonal que se estd considerando.

Por otro lado, es bien conocida la dindmica de las moléculas de receptor de acetilcolina
(AChR) en relacidn al estimulo axonal. Asf por ejemplo, la denervacién o axotomia provoca
la dispersidn de estas moléculas por la superficie del miocito y viceversa, la reinervacion los
agrupa (Lomo y Rosenthal, 1972). Ligado a este proceso estd descrita la existencia de ciertas
moléculas de la Idmina basal sindptica con determinada capacidad organizativa (Salpeter, 1987
a y b, para revision). Se han identificado algunas de estas moléculas, las mds relevantes
parecen ser de la familia de las agrinas (Reist y cols, 1987, para revision). En el periodo
embrionario las agrinas pueden ser las responsables del fenémeno de agregacién de las
moléculas de AChR a nivel sindptico y ya en la edad adulta contribuyen a su mantenimiento

(Ferns y Hall, 1992).
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Lieth y colaboradores proponen en un reciente trabajo (1992) que la capacidad
organizativa de las agrinas puede tener imbrincaciones con la arquitectura postsindptica ademds
de la reconocida capacidad de agregacion de las moléculas de AChR.

En las sinapsis A.A.S. de la serie de incremento de actividad se observa un marcado
incremento de membrana densificada a nivel subaxonal. Como se ha comentado anteriormen-
te, las moléculas de AChR contribuyen a conformar estas densificaciones (Salpeter, 1987b).
En base a los trabajos de los equipos de Reist y de Lieth anteriormente comentados, se puede
sugerir que el incremento de densificaciones de membrana en este sarcolema subaxonal de las
sinapsis A.A.S. esté mediado por moléculas del tipo de las agrinas y posiblemente estas
moléculas intervengan también en los cambios arquitecturales hallados a este nivel.

Por otro lado, los cambios del sarcolema subaxonal también pueden responder al
incremento de actividad neurotransmisora detectado a nivel presindptico. Como se ha
sefialado, refuerza esta alternativa la masiva presencia de mitocondrias y lisosomas detectada

en el sarcoplasma de las sinapsis A.A.S..

Componente postsindptico subglial en las sinapsis A.A.S. en misculos entrenados.
El componente postsindptico en situacién subglial de las sinapsis A.A.S. prdcticamente
no presenta variaciones, respecto al sarcolema homdlogo de la serie control, ni en su
arquitectura ni en el sarcolema densificado (Tabla XII). Estos datos refuerzan la idea avanzada
anteriormente de que la glia puede desarrollar determinadas acciones tréficas o de

estabilizacion del componente postsindptico (apartado VII.5.1.2.).

En cuanto a la membrana densificada subglial, el incremento de la penetracion de las
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densificaciones por la obertura de los pliegues es el inico pardmetro que varia (véase Tabla
XII). Por ejemplo, con el incremento de actividad no se ve alterada ni la amplitud de las
crestas ni la longitud media de las densificaciones. Esta aparente incongruencia cuantitativa
puede ser razonada en base del estudio cualitativo de la morfologia de las crestas (ver Tabla
V). Como se comenté anteriormente (apartados VII.3.1. y VIL.3.2.), en condiciones de
incremento de actividad, en la situacién subglial predomina la morfologia crestal del tipo IV.
Se comentd anteriormente también (ver Figura 6 en capitulo de Material y Métodos) que la
morfologia IVV presenta una convexidad apical menos pronunciada que la morfologia I1, y, por
otro lado, la morfologia II es la predominante en situacién subglial en la serie control. Asf,
para una misma amplitud crestal y longitud media de las densificaciones, la menor convexidad
de las crestas subgliales en la serie de incremento de actividad podria justificar la mayor
penetracién de las densificaciones en este sarcolema.

Asf el vinico pardmetro, con trascendencia funcional, que varfa en el sarcolema subglial
de las sinapsis A.A.S. de la serie de incremento de actividad puede ser justificable por
variaciones meramente mecanicistas sin que esto sea indicativo de una modificacion real de

las caracteristicas métricas de las membranas densificadas subgliales.

Componente postsindptico abandonado en las sinapsis A.A.S. en miisculos entrenados.

En el sarcolema abandonado de las sinapsis A.A.S. de la serie de incremento de
actividad se observa una desdiferenciacion (ver Tabla XII) que no es tan acusada como la
descrita para este sarcolema en la serie control. Al igual que en el sarcolema subaxonal, en
este sarcolema también se observa un incremento de los pardmetros de arquitectura crestal

(Amplitud crestas y Ratio amplitud crestas/oberturas) y de las caracteristicas métricas de
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la membrana densificada (Longitud media densificaciones y Penetracién de las
densificaciones por la obertura). Esta asociacion (pardmetros crestales y de membrana
densificada) es similar a la descrita en el sarcolema subaxonal en estas sinapsis y puede estar
relacionado con las proteinas de la ldmina basal sindptica con capacidad organizativa del tipo
de las agrinas. La circunstancia de encontrar un sarcolema abandonado con caracteristicas
subaxonales puede ser debida a la relativa celeridad en la conversion pldstica actividad-
dependiente comentada anteriormente (apartado VII.2.1.). Segin este razonamiento, el
sarcolema subglial que se estudia en este apartado puede estar recientemente abandonado por
el axon,- lo cual justificarfa las caracteristicas morfométricas que lo asemejan a un sarcolema

subaxonal.
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VIL.6. ANALISIS DE LAS SINAPSIS MINIMAM ABA ADAS (M. A

En el presente estudio se ha seguido un criterio ultraestructural de clasificacion de las
sinapsis neuromusculares que, a diferencia de la clasificacién convencional (ver Wernig y
Herrera, 1986) contempla el grado de abandono axonal en funcion del mimero de pliegues
secundarios abandonados. Asi, las "sinapsis parcialmente abandonadas" del concepto
convencional quedan subdivididas en dos tipos: sinapsis minimamente abandonadas 0 M.A.S.
(uno o dos pliegues abandonados) y ampliamente abandonadas o0 A.A.S. (mds de uno o de dos
pliegues secundarios abandonados) (ver apartado V.6. en el capitulo de Material y Métodos).
Este concepto de clasificacién en funcién del mimero de pliegues secundarios abandonados no
ha sido documentado hasta la fecha, asf los resultados morfométricos obtenidos del estudio

de las sinapsis M.A.S. no es posible contrastarlos con otros estudios.

VIL.6.1. ANALISIS DE LAS SINAPSIS M.A.S. EN MUSCULOS CONTROL.

VII.6.1.1. COMPONENTE PRESINAPTICO.

Similitud entre los axones de las sinapsis A.A_S. y M.A_S. de la serie control.
Analizados en conjunto, los resultados del andlisis morfométrico de los axones de
sinapsis M.A.S. y A.A.S. en el miisculo EDL control, muestran evidentes similitudes (Tabla
XIII), esta similitud se da tanto a nivel estructural (Area, Perimetro, Ratio perfmetro/4rea
o anfractuosidad) como a nivel de la maquinaria relacionada con la neurotransmision
(vesiculas sindpticas y zonas activas). Solamente la longitud media de las Z.A. (zonas

activas) es igual a la observada en las sinapsis normales, pero este hecho estd compensado,
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incluso superado, por un incremento en el mimero de Z_A. (similar al observado en las
sinapsis A.A.S.) que provoca un aumento muy importante (en mds del 100%) de los
pardmetros que relacionan las zonas activas con el perimetro axonal (% del perimetro
" ocupado por Z.A. y % del axolema sindptico ocupado por Z.A.). Dichos pardmetros
superan, incluso, los valores obtenidos en los axones de las sinapsis A.A.S. (ver Tabla XIII).
Esta marcada similitud entre los axones de las simapsis M.A.S. y A.A.S. indica
también que las formas minimamente abandonadas presentan su axon en fase de retraccién.
Alternativamente, la importante amplitud observada en la hendidura sindptica puede sugerir
que estas sinapsis presentan un axon en fase de crecimiento o reinervacién (sprout) (ver
Wernig y Dorlochter, 1989). En estos axones de las sinapsis minimamente abandonadas se
observa un grado de anfractuosidad similar al de las sinapsis A.A.S., y tal como ya se
argumenté en su momento (apartado VII.5.1.1.), este pardmetro apunta a favor de la
retraccion axonal. La importante amplitud de la hendidura sindptica podria estar relacionada
con los mecanismos que conducen a la retraccién axonal. Sin embargo, la marcada
diferenciacién de las estructuras relacionadas con la neurotransmision en los axones de las
sinapsis M.A.S. (vesiculas sindpticas y zonas activas) no avala tampoco que se trate de axones
en fase de crecimiento (sprout) dado que es conocido que la ultraestructura de los sprout
maduros presenta de forma caracteristica una importante densidad de vesiculas core, pobreza
de vesiculas sindpticas y ausencia de agregados de vesiculas sindpticas en las proximidades del
axolema (Burmeister y cols, 1988; ver también Dailey y Bridgman, 1991). En resumen, los

axones de las sinapsis M.A.S., al igual que los de las sinapsis A.A.S., estin en fase de

retraccion.
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Posibles mecanismos relacionados con el proceso de retraccién axonal en los misculos
control.

Existe una marcada analogia entre los procesos que conducen a la eliminacién de
sinapsis redundantes en el periodo perinatal y los que conducen a la retraccién axonal en el
adulto normal (Herrera y Werle 1990). En el proceso de eliminacion sindptica perinatal
intervienen unas proteasas calcio-dependientes (Calcium-Activated Neutral ProteaSa 0 CANP)
que pueden justificar en gran medida este fendmeno. En relacidn a este proceso de eliminacion
sindptica, Gerta Vrbovd y colaboradores (1988) proponen un interesante modelo que, dentro
del campo de la hipétesis, puede explicar como se eliminan las sinapsis redundantes. Este
modelo, de forma sumarizada, es el siguiente: al inicio de la actividad motora perinatal
aparecen iones K* de origen muscular que activan los canales de calcio voltaje-dependiente
del axén lo que ocasiona la entrada de calcio (Ca*') al axoplasma; el incremento de calcio
intra-axonal activa las proteasas CANP que digieren parte del citoesqueleto de la terminacién
provocando la retraccion axonal y en dltimo extremo la eliminacion del contacto sindptico.
Estos autores argumentan también, que una mayor rapidez de "empapamiento” del axolema
por calcio en determinadas terminaciones (con una ratio superficie del axolema/ volumen del
axoplasma que lo favorezca como es el caso de las terminaciones mds pequeiias) puede ser el
responsable de la eliminacién preferente de las terminaciones de menor calibre durante el
perfodo perinatal. En los misculos adultos control estudiados en el presente trabajo se
confirman varios puntos de la propuesta formulada por Vrbovd y colaboradores, concretamen-
te: (1) Los axones en fase de retraccion (los de las sinapsis A.A.S. y los de las sinapsis
M.A.S.) en la serie control son mds pequefios que en las sinapsis normales; (2) el aumento
de anfractuosidad descrito en estos axones podria responder a la destruccién parcial del

citoesqueleto axonal con el subsiguiente plegamiento del axolema. (3) La entrada de ién calcio
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podria estar favorecida por fa importante dotacion de zonas activas observada en estos axones,
las zonas activas son agregados de canales de calcio (Robitaille y cols, 1990). Pese a estas
analogias, la propuesta de Vrbovd y colaboradores no justifica la importante diferenciacién

de las estructuras relacionadas con la neurotransmisién observadas en el presente trabajo para

los axones en retraccion (M.A.S. y A.A.S.).

Cabe la posibilidad de que, en un momento dado, exista un fracaso en las interacciones
troficas entre el axdn y el componente postsindptico (ver Wernig y Dorldchter, 1989). A nivel
somato-sensorial esto provocaria un incremento en la produccién de NGF (factor de
crecimiento neural). A nivel neuromuscular se ha especulado la participacién de substancias
con caracteristicas similares al NGF (ver Slack y cols, 1983 para revision). La participacion
de un factor neurotréfico en las sinapsis M.A.S. y A.A.S. podria ser el responsable de la
diferenciacién de la maquinaria relacionada con la neurotransmision. En relacién a esto, se
ha comentado en el estudio de los axones de las sinapsis A.A.S. la posibilidad de un reciente
aporte de vesiculas sindpticas (VP1) y de vesiculas core (apartado VII1.5.1.1.), y sin embargo
no se detectan indicios concluyentes de una mayor actividad neurotransmisora; estos datos
podrian interpretarse en base a la participacion de alguna substancia neurotréfica. En la
literatura abundan los trabajos que apuntan hacia un modificacidn en la produccion de factores
de crecimiento o trofismo neural en relacién al nivel de actividad neuromuscular (Brown y
cols., 1981b; Slack y cols., 1983; Wernig y Herrera, 1986; Wernig y Dorlochter, 1989;
Herrera y Werle, 1990). Por ejemplo Tomas y colaboradores (1989a) en un estudio previo
al aqui expuesto, proponen la participacion de alguna substancia similar al Moror Nerve
Growth Factor (MNGF) en los cambios estructurales en el patrén de ramificacién de las

sinapsis neuromusculares observadas en misculos EDL de ratas adultas sometidas a
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variaciones en el nivel de actividad locomotora (tanto incremento como decremento) dentro
de umbrales de lo fisioldgicos. De forma similar, Rosenheimer y Smith (1990) en un estudio
realizado con misculos de mamiferos seniles, atribuyen las modificaciones observadas en la
morfologia sindptica a la produccion de alguna substancia tréfica derivada del misculo; estos
autores sugieren también que el incremento de produccion de este agente neurotréfico es
debido a una alteracion en la relacion entre la motoneurona y el misculo. A nivel del sistema
nervioso central, Needels y colaboradores (1986) sugieren también la participacién de algin
agente neurotréfico relacionado con el nivel de actividad sindptico y postulan que por ese
motivo estdn mds exacervados los signos de remodelacion sindptica en animales seniles (menor
actividad nerviosa) que en animales jovenes (nivel de actividad nerviosa mayor). Esta

asociacion entre el nivel de actividad locomotora y la plausible produccién de algin agente

neurotréfico se puede intuir en otros modelos experimentales (ver Peretz, 1992 para revision).

En resumen, las ramas axonales en retraccién podrian haber interrumpido,
eventualmente, su influencia sobre el componente postsindptico y este, al ver disminuido su
nivel de actividad, podrfa responder con un incremento de produccién de substancias

inductoras del crecimiento o trofismo neural.

Por iltimo, cabe proponer que la dotacién previa, tanto enzimdtica como estructural,
de las diferentes ramas axonales o de las diferentes motoneuronas que inervan un determinado
miisculo no sea idéntica y que hayan substanciales diferencias predeterminadas en un miisculo
dado. En el perfodo embrionario estdn descritas muchas evidencias acerca de este posible pre-
determinismo. Los estudios de LeDouarin (1980) son un buen ejemplo de ello, tras demostrar

una marcada predeterminacién genética en la migracién de las neuronas simpdticas y
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parasimpdticas desde la cresta neural a su destino concreto. En los mmisculos adultos
(sobretodo de anfibios) estd demostrada la existencia de diferente "eficacia sindptica" (mimero
de impulsos por minuto) entre diferentes ramas de una misma terminacion y diferentes
motoneuronas (Tremblay y cols., 1984; ver también Robitaille y Tremblay, 1987). Grinnell
y Herrera (1980) no hallan diferencias morfométricas en la ultraestructura de las sinapsis
neuromusculares de dos misculos muy similares (Sartorius y Cutaneous pectoris) y en cambio
observan importantes diferencias en cuanto al grado de neurotransmision. Posteriormente,
Banner y Herrera (1986) en un estudio similar al anterior, proponen que las discrepancias en
cuanto a la efectividad sindptica pueden ser debidas a un diferente nivel de aporte metabélico
desde el soma neural, ademds correlacionan un mayor grado de eficacia sindptica con una
mejor dotacion de zonas activas. En este sentido, son abundantes los trabajos que sefialan
hacia un diferente grado de eficacia sindptica o capacidad de liberar el neurotransmisor segiin
determinadas regiones de una misma arborizacion, generalmente relacionado con importantes
variaciones ultraestructurales (ver Robitaille y Tremblay, 1987 para revisién). A la luz de
estos trabajos se puede sugerir que la dotacién de proteasas calcio-dependientes (CANP)
propuestas por Vrbovd y colaboradores (1988) presentes en diferentes axones muestren una
grandisima variabilidad que justifique la retraccion axonal de determinados axones (A.A.S.
y M.A.S.) para un mismo nivel de actividad y/o una diferente dotacién previa de las
estructuras relacionadas con la neurotransmisién y/o un diferente nivel de eficacia sindptica
de tal forma que los axones menos efectivos entren en la dindmica de los factores tréficos
anteriormente comentados. En este sentido, Robitaille y Tremblay (1987) en una revisién del
tema, sugieren que la no-uniformidad en la liberacién del neurotransmisor en una misma

arborizacion nerviosa motora puede ser la base de la plasticidad morfolégica de las sinapsis

neuromusculares. Los resultados obtenidos en el presente estudio entrarian en la Ifnea de esta
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propuesta.

Nivel de diferenciacion de los axones de las sinapsis M.A.S. ;superior al de los axones
de las sinapsis A.A.S.?

El andlisis de los resultados del estudio morfométrico ultraestructural de ias sinapsis
M.A.S. del misculo EDL de la serie control ha permitido, en el capitulo de Resultados (ver
apartado VI.5. 1.1.) establecer una serie de pardmetros que se han considerado como
"caracteristicos” de las formas M.A.S. (Separacién axén-postsindptico, Separacién glia-
postsindptico, % de axoplasma ocupado por V.S. y % de perimetro axonal ocupado por
Z.A ) por adoptar niveles mdximos o bien minimos de entre los tres axones de la serie control
(normales, A.A.S. y M.A.S.). De entre estos pardmetros cabe destacar el % de axoplasma
ocupado por V.S. y el mimero de Z.A. por um de axolema ya que adoptan los valores
mas altos de los tres axones considerados; y estableciendo una gradacién de los valores de
estos dos pardmetros, de menor a mayor, se obtiene que: en el axdn de las sinapsis normales
adoptan el valor minimo, en el axdn de las sinapsis A.A.S. adoptan un valor intermedio y en
el axdn de las sinapsis M.A.S.adoptan el valor mdximo. Esto podria indicar una mayor
dotacion en la maquinaria relacionada con la neurotransmision para las formas con minimo
abandono (M.A.S.), maquinaria que se desgastaria al pasar a un abandono mds amplio
(A.A.S.), como se ha sugerido anteriormente. Otro grupo de pardmetros caracteristicos de las
formas M.A.S. son los referentes a la hendidura sindptica. La importante separacién entre el
axon y la célula glial del componente postsindptico podria estar también relacionado con los

mecanismos de retraccion presindptica comentados anteriormente (ver apartado VII.5.1.1.).
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Por otro lado, los axones A.A.S. y M.A.S. (en retraccién) presentan una mejor
dotacién de la maquinaria de la neurotransmision (vesiculas sindpticas y zonas activas) que
los axones de las sinapsis normales. Esta mejor dotacién de la maquinaria relacionada con la
neurotransmision es la caracteristica que define la "diferenciacion presindptica”. En este punto
se plantea Ia siguiente cuestion, avanzada en parte anteriormente, jlos axones mds diferen-
ciados son los que se retraen o es €l proceso de retraccion el que induce ademds estas especifi-
dades?. En la serie control, los cambios postsindpticos observados bajo el axén A.A.S. (ver
Tabla IX) tienden a confirmar una aparente desdiferenciacion, tanto meramente estructural
(reduccién de la amplitud de las crestas y de las oberturas) como de algunas de las caracterfs-
ticas de la membrana densificada (pardmetros de longitud de las densificaciones) pero con un
importante factor de compensacién como es el aumento del % de crestas densificadas. Asf
globalmente, estos resultados sugieren que el componente postsindptico subaxonal de las
sinapsis A.A.S. en la serie control pueda tener la misma membrana densificada que el de las
sinapsis normales, y que ésta sea totalmente acorde con la dotacion de zonas activas presindp-
ticas (Ratio longitud densificaciones pre-/post- invariada). Asf pues, al igual que en el
componente presindptico, las sinapsis A.A.S. de Ia serie control también podrian presentar una
mayor diferenciacion postsindptica de la maquinaria relacionada con la neurotransmisién, que
la observada en las sinapsis normales.

El axon de las formas con minimo abandono (M.A.S) presenta una extraordinaria
similitud con el axdn de las sinapsis A.A.S. que se acaba de describir (ver Tabla XIII). Esta
similitud serfa sugestiva de un grado de diferenciacién andlogo entre estas dos categorfas de
presindptico sino fuese porque algunos pardmetros de los axones M.A.S. superan a los axones
A.A.S. en esta tendencia diferenciadora. En este sentido es de resaltar el importantisimo

incremento del % de axolema ocupado por Z.A. (zonas activas) en los axones con minimo
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abandono (M.A.S.) (trascendente desde el punto de vista de la neurotransmisién -Linstedt y
Kelly, 1991; Trimble y cols, 1991). Teniendo presente que las sinapsis M.A_S. representan
la minima expresion de abandono axonal, y que ademds, desde el punto de vista de la neuro-
transmision, estin mds diferenciadas que las sinapsis normales e incluso que las A.A.S., se
podria sugerir que las sinapsis normales (previamente mds diferenciadas), podrian evolucionar
hacia formas sindpticas de minimo abandono (M.A.S.) y posteriormente, hacia un abandono
mayor (A.A.S.). Las sinapsis con amplio abandono (A.A.S.) podrian estar relativamente
desgastadas o envejecidas y, aunque mds diferenciadas que 1a media de las sinapsis normales,
lo serian menos que las de minimo abandono (M.A.S.). Este proceso podria estar relacionado
con la dotacion presindptica previa de CANP (Vrbovd y cols., 1988; ver apartado VII.6.1.1.),
en donde, para un mismo nivel de actividad, el diferente comportamiento de los axones
normales podrfa estar predefinido por una posible dotacién previa, cuantitativamente diferente,

de estas enzimas.

Sin embargo, aiin existen algunos pardmetros ultraestructurales de las sinapsis M.A.S.
que no han llegado a ser iguales (de P > 0.05) a los de las sinapsis con amplio abandono
(A.A.S.). Por ejemplo, las densidades tanto de vesiculas sindpticas (Nimero de V.S./um’
de axoplasma) como de vesiculas core (Nimero de vesiculas corel,mi’) posiblemente ain
no adoptan los valores de las sinapsis A.A.S. debido a que estas vesiculas tiene una mas lenta
evolucion ya que su dindmica depende, en gran medida, de una aportacién independiente por
el transporte axopldsmico desde el soma neural (Bonzelius y Zimmermann, 1990). La
existencia de unas zonas activas con una longitud media igual en los axones de las sinapsis
normales y M.A.S., es decir que atin no adopta valores de las sinapsis A.A.S., puede apuntar

también hacia una gran estabilidad de estas estructuras (zonas activas), que por otro lado sf
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que incrementan su nimero (Tabla XIII). Asf las zonas activas de los axones M.A.S. de la

serie control parecen mds modificables en mimero que en longitud.

A la luz de los anteriores resultados se puede deducir que los cambios axonales son
previos a las modificaciones en el componente postsindptico. Estos resultado corroboran la
existencia, bien documentada, de interacciones tréficas del axén sobre el componente
postsindptico (Dias y Simpson, 1974; Foehring y cols., 1987a y b; Browm y Lunn, 1988;
Wilson, 1988) (ver también el apartado VIL.5.1.2.).

En este contexto, Tomds y colaboradores (1989a) en un trabajo previo al que aqui se
discute, observaron a nivel gptico como el componente presindptico sufre una "compactacion”
de sus arborizaciones por pérdida de ramas axonales y acortamiento global de la terminacién
con el incremento de actividad fisioldgico. Presumiblemente, para el nivel de actividad
locomotora de los animales control del presente estudio también se puedan producir
fenémenos similares a la "compactacién”. En funcion del nivel de actividad sindptica, y para
un mismo grado de "actividad control” (el cotidiano para los animales control estabulados en
condiciones estdndar), se producirian ciertos cambios presindpticos y estos cambios vendrfan
seguidos de una posterior acomodacién postsindptica, inicialmente a un nivel minimo
(M.A.S.) y posteriormente, con el progresivo aumento del grado de abandono (A.A.S.),

avanzando hacia una desdiferenciacién postsindptica mayor (T.A.S.).

Estructuras y organoides estables en los axones de la serie control.
El andlisis de los resultados de este estudio ultraestructural neuromuscular no sélo

pretende conocer con exactitud los cambios que se producen en funcién de los mecanismos
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que gobiernan el remodelamiento sindptico en condiciones fisioldgicas, sino también detectar
cuales son, si las hay, las estructuras y organoides presindpticos mas estables, es decir, que
no varian.

En los tres axones estudiados (normales, M.A.S. y A.A.S.) del misculo EDL control
no existe ninguna variacion significativa en el % de axoplasma ocupado por mitocondrias
(aunque el resto de pardmetros relativos a la actividad metabdlica del axon -lisosomas, reticulo
endoplasmadtico liso- muestran determinadas variaciones -comentadas en su momento-). Cabe
indicar que elr hecho de que las mitocondrias no sean autdctonas de la terminacion nerviosa,
si no que dependen de un transporte axopldsmico relativamente lento desde el soma neural
(Dailey y Bridgman, 1991), contribuya a esta constancia. Aunque todo apunta hacia la
existencia de una determinada especificidad o diferenciacion de la maquinaria relacionada con
la neurotransmisién en los axones de las formas con abandono (A.A.S. y M.A.S.), podria
ocurrir que Ia dotacién de mitocondrias estuviese dentro de un margen suficiente como para
suplir las necesidades metabdlicas que pueda suponer. esta diferenciacién axonal.

En cuanto a la maquinaria relacionada con la neurotransmision (vesiculas sindpticas
y zonas activas), se han observado importantes cambios de arquitectura presindptica. Por
ejemplo, la reduccion de drea y perimetro axonal de las formas con abandono (A.A.S. y
M.A.S.) respecto a las normales. Sin embargo, €l grado de encaramiento de las zonas activas
con las oberturas postsindpticas se mantiene invariable en todos axones estudiados (% de Z_A.
encaradas; Tabla XIII). El hecho de que en las formas de abandono (A.A.S. y M.A.S.) se
observen unos axones mds pequeiios con un componente postsindptico globalmente de igual
longitud podria indicar una simple supresion de porciones del axon. Si esto fuese asf no solo
se observarfa un grado de encaramiento inalterado si no que también serian invariables el resto

de pardmetros referentes a zonas activas (como por ejemplo, el % del axolema sindptico
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ocupado por Z_A. o el mimero de Z_A. por um de axolema). Se puede interpretar que la
reduccién de dimensiones del axén no ha sido meramente estructural y que las densificaciones
del axolema (Z.A.) se han acomodado a la nueva situacién incrementando su nimero al

tiempo que manteniendo activamente la orientacion respecto al componente postsindptico.

VII.6.1.2. COMPONENTE POSTSINAPTICO.

Como se argumentaba a nivel presindptico, se puede sugerir que para que tengan lugar
los cambios estructurales postsindpticos observados tampoco se precisa de un mayor apoyo
energético o, dicho de otra forma, que estos cambios tienen lugar dentro del margen de
capacidad de las mitocondrias preexistentes. Ya que todos los componentes postsindpticos
estudiados hasta el momento en la serie control (sinapsis normales, A.A.S. y M.A.S.)
presentan, al igual que en sus axones, una gran constancia en cuanto a la dotacién

mitocondrial (Nimero de mitocondrias por pm’ de C. postsindptico).

Componente postsindptico subaxonal.

El estudio individual y comparativo de los tres sarcolemas subaxonales postsindpticos
(sinapsis normales, A.A.S. y M.A.S.) ha revelado que el sarcolema subaxonal de las sinapsis
M.A.S. de los misculos EDL control presentan caracteristicas morfométricas que lo sitia en
un estadio intermedio entre el sarcolema de las sinapsis normales y el sarcolema subaxonal
de las sinapsis A.A.S. (ver Tabla XIV). Como se ha comentado los axones de las sinapsis

M.A.S. y A.A.S. presentan una gran similitud entre ellos y, sin embargo, bajo estos axones
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el sarcolema subaxonal no presenta un tan importante grado de similitud. Dicho con otras
palabras, el sarcolema subaxonal de las sinapsis M.A.S. no ha completado las modificaciones
estructurales que corresponden a un componente postsindptico cubierto por un axén muy
diferenciado. Estos datos confirman que las variaciones observadas a nivel postsindptico son
un reflejo de los cambios iniciados a nivel del componente presindptico (ver apartado
anterior). Por otro lado, este componente postsindptico subaxonal (M.A.S.) no presenta un
suficiente grado de abandono (ni el axén estd suficientemente retraido) que justifique una

mayor similitud con el sarcolema subaxonal de las sinapsis A.A.S..

El estadio intermedio en que parece estar el sarcolema subaxonal puede reforzar la idea
avanzada anteriormente de una posible conversién de determinadas sinapsis de aspecto normal
en M.A.S. y, por otro lado, también de determinadas sinapsis M.A.S. en A.A.S.

Todo componente postsindptico situado bajo el ax6n presenta una serie de caracteristi-
cas morfométricas invariables en los tres tipos de sinapsis considerados hasta el momento
(sinapsis normales, A.A.S. y T.A.S.) (Tabla XIV). Por ejemplo el % de pliegue primario
ocupado por crestas, longitud del pliegue secundario, mimero de secciones por
obertura. Asi, pese a la variabilidad observada en los pardmetros de amplitud de crestas,
oberturas y de su ratio, el % de pliegue primario ocupado por crestas se mantiene
invariable bajo todos los axones estudiados. Esta constancia ain estd presente bajo la glfa.
Estos resultados refuerzan la hipétesis, comentada anteriormente (apartado VII.5.1.2.), de que
la glfa tiene cierta capacidad de mantenimiento de algunas caracteristicas postsindpticas
atribuibles al axén (ver Reynolds y Woolf, 1992). En situacion subaxonal siempre se observa
una misma longitud de pliegue secundario asf como también un mismo nimero de secciones

de este por obertura (Tabla XIV). Sin embargo, el estudio de las otras formas de sarcolema,
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en diferente grado de abandono, revela que estos pliegues adoptan una determinada variabi-
lidad (ver Tablas XV y XVI). En términos generales, estos pardmetros parecen ser, en su
mayorifa, caracteristica exclusiva de la presencia axonal. Estos resultados sugieren que el axén
es responsable, directa o indirectamente, de algunas caracteristicas ultraestructurales
postsindpticas (Brown y Lunn, 1988, para una mayor discusion) o que alguna protefna del

sarcolema con capacidad organizativa precise del axolema (por ejemplo agrinas -Lieth y cols.,

1992-; ver también apartado VII.5.2.2.).

Componente postsindptico subglial.

En los pliegues secundarios bajo la célula glial de las sinapsis con minimo abandono
(M.A.S.) existen una tinica caracteristica morfométrica similar a las sinapsis normales (P >
0.05) que es la penetracidn de las densificaciones por la obertura; y inicamente el mimero
de secciones por obertura (tortuosidad de los pliegues secundarios) y el % de crestas
densificadas ya tienen los valores de las formas con amplio abandono (A.A.S.) en situacion
subglial (ver Tabla X). El resto de caracterfsticas ultraestructurales son indistinguibles (no
existen diferencias significativas) de las de sinapsis normales y de las sinapsis A.A.S.. Pero
adoptan, como viene siendo habitual, valores intermedios entre estos dos tipos de sarcolema

(sarcolema subaxonal de las sinapsis normales y subglial de las sinapsis A.A.S.).

Tal como sucedfa con el sarcolema cubierto de glfa de las formas A.A.S., la célula
glial en las formas M.A.S. tiene cierta capacidad para mantener algunas de las estructuras
comunes bajo el axdn, ya que aqui son muy pocos los cambios de desdiferenciacién (Tabla

XV). La mayoria de las estructuras se revelan como aparentemente estables en estas
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condiciones de abandono. La glia, como se ha comentado anteriormente, tiende a mantener
la accién diferenciadora del axdn sobre el componente postsindptico (Birks y cols., 1960;
Krause y Wernig, 1985; Somasekhar y Ko, 1991; Reynolds y Woolf, 1992). Atn y asf,
ciertos pardmetros como el % de crestas densificadas o el mimero de secciones por
obertura, se escapan al control glial tanto en las sinapsis amplia (A.A.S.) como minimamente
abandonadas (M.A.S.). Esta capacidad tréfica atribuible a la célula de Sch&ann puede
reforzar la propuesta de que las formas M.A.S. son un estadio intermedio de abandono en
donde los pliégues recién ocupados por la glia adn estdn casi completamente diferenciados.
Cuando el abandono sea mds amplio (A.A.S.) la célula glial puede perder parcialmente esta

capacidad diferenciadora (ver apartado .VII.6.1.1.).

Componente postsindptico abandonado.

En las formas con minimo abandono (M.A.S.) los pliegues postsindpticos que no estdin
cubiertos ni por el ax6én ni por la c€lula glial pierden toda la diferenciacion estructural
(oberturas amplias, crestas estrechas, pocas crestas densificadas y con densificaciones muy
cortas), incluso aparece una marcada tendencia a superar el nivel de desdiferenciacidn descrito
para el sarcolema abandonado de las sinapsis A.A.S. (Tabla XVI; apartado VIL.5.1.2.).

Estos resultados pueden sugerir que, en los misculos EDL control, la sinapsis con
minimo abandono (M.A.S.) tengan una vida muy prolongada, de tal manera que sus pliegues
abandonados (uno o dos) acusen muy intensamente la deprivacion tréfica (axonal o glial) que
supone su estado de abandono. Alternativamente, se puede sugerir que la pérdida inicial de
diferenciacion de estos pliegues secundarios pueda ser la responsable de la retraccion axonal.

En este sentido, Rich y Litchman (1989) describen que la retraccién axonal estd precedida por
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una disminucion en la densidad postsindptica de moléculas de AChR. Sin embargo estd mds
comunmente aceptado un mayor protagonismo presindptico en el proceso de retraccién axonal

(ver Brown y Lunn, 1988 para revision).

A los pliegues abandonados de las sinapsis M.A.S. de los musculos EDL control se
asocia un importante mimero de vesiculas coated, que es incluso superior al observado en su
sarcolema homélogo de las sinapsis A.A.S. (ver Tabla XVI). Posiblemente este hecho esté
relacionado con la importante pérdida de membranas densificadas que se detecta a este nivel
ya que las vesiculas coared son responsables del "secuestro” de membrana densificada (Pearse

y Bretscher, 1981; Pumplin y Bloch, 1990).

A este nivel del estudio se pueden resumir los signos ultraestructurales observados en
la desdiferenciacion del componente postsindptico y comunes a los tres tipos de sinapsis
analizados hasta este momento (sinapsis normales, A.A.S. y M.A.S.) en: (1) aumento de la
amplitud de las oberturas y/o disminucién de la amplitud de las crestas y/o alteracion de la
ratio entre estas amplitudes con oberturas mayores y, (2) simplificacion de los pliegues
secundarios en su recorrido sarcoplasmdtico. Estos cambios pueden ir asociados con una
disminucién de las longitudes de las densificaciones de membrana y disminucion en la

proporcién de crestas densificadas.
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VIL6.2. ANALISIS DE LAS SINAPSIS M.A.S. EN MUSCULOS ENTRENADOS.
VII.6.2.2. MODIFICACIONES EN EL. COMPONENTE PRESINAPTICO.

Del estudio de las variaciones morfométricas neuromusculares que ha supuesto el
incremento de actividad locomotora en las sinapsis M.A.S. se desprende la existencia de una
tendencia general: el axon de la sinapsis mfnimamente abandonadas (M.A.S.) en la serie de
incremento de actividad (I.F.A.) pierde, aparentemente, las diferenciaciones estructurales y
de 1a maquinaria relacionada con la neurotransmision (vesiculas sindpticas y zonas activas) de
que disfrutaba en la serie control (ver Tabla XVII), y adopta caracteristicas morfométricas
globalmente similares a las observadas en los axones de las sinapsis normales (tanto de la serie
control como de la serie IFA). Por otro lado, en esta serie (IFA) se observa una disminucién
significativa del porcentaje de sinapsis M.A.S. respecto de la serie control (ver Tabla II).
Estos resultados refuerzan la hipétesis, adelantada anteriormente (apartado VII.2. 1.),} de la
posible existencia de una "conversion pldstica actividad-dependiente”, que en el presente caso
convertirfa determinadas sinapsis M.A.S. en ampliamente abandonadas (A.A.S.).

Se puede avanzar la hipétesis de que en la serie control pueden existir dos subpoblacio-
nes de sinapsis M.A.S.: (1) subpoblacién de sinapsis M.A.S. "indiferenciadas” o estables,
constituida por determinadas formas de minimo abandono con axones poco diferenciados y
globalmente similares a los axones de las sinapsis normalmente inervadas (N.S.) y (2)
subpoblacion de sinapsis M.A.S. "diferenciadas” (estructuras relacionadas con la neurotrans-
misién prominentes), formada por aquellas que sus axones presentan una marcada similitud
con los axones de las sinapsis ampliamente abandonadas (A.A.S.). Formarian parte de este

segundo grupo ("diferenciadas”), las sinapsis M.A.S. que hubieran persistido mds tiempo
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(necesario para aumentar el grado de diferenciacion) en el estado de minimo abandono. El
incremento fisiolégico de actividad puede haber acelerado la conversidn pldstica de la
subpoblacién M.A.S. con mayor grado de diferenciacion hacia las sinapsis A.A.S. (retraccién
axonal). Y, presumiblemente, la subpoblacion de sinapsis M.A.S. "indiferenciadas" o
similares a las formas normales sea la que se haya valorado en el capitulo de resultados como
sinapsis M.A.S. en la serie de incremento fisiolégico de actividad (Tabla XVII). Ademds, las
sinapsis normales se han evidenciado como "refractarias”, en gran medida, al incremento de
actividad (ver apartado VII.4.1.), por tanto es razonable que la subpoblacion "indiferenciada”
de sinapsis M.A.S. (similares a las sinapsis normales) no muestre variaciones ultraestructura-
les indicativas del incremento de actividad (Figura 18).

Esta hipétesis justificaria la incongruencia entre la existencia de unos axones (M.A.S.)

con caracteristicas morfométricas de indiferenciacién (existe una maquinaria relacionada con

la neurotransmisién muy pobre) y que estos axones estén en musculos entrenados.

VII.6.2.3. MODIFICACIONES EN EL COMPONENTE POSTSINAPTICO.

Del estudio de las variaciones morfométricas neuromusculares a nivel postsindptico
subaxonal de las sinapsis M.A.S. en miisculos entrenados se desprende la existencia de una
tendencia general muy similar a la observada para el componente presindptico: muchas de las
caracteristicas ultraestructurales observadas en esta porcién del componente postsindptico
(subaxonal) son similares a las habituales en las sinapsis normales (tanto de la serie control
como de la serie IFA), asf como una casi inexistente similitud con su sarcolema homdélogo de

la serie control (ver Tabla XVIII). Estos datos refuerzan la hipétesis avanzada en el apartado

242



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CAMBIOS PLASTICOS DE ADAPTACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CONEXIONES NERVIOSAS MOTORAS EN EL ADULTO,
EN RESPUESTA A UN INCREMENTO FISIOLOGICO DE ACTIVIDAD.

Manuel Santafe Martinez

DL:T-1572-2009/ISBN: 978-84-692-4531-6

anterior de la preexistencia de dos subpoblaciones de sinapsis con minimo abandono (M.A.S.)
en la serie control. Segun se ha indicado anteriormente, en este apartado se estd estudiando
probablemente la subpoblacién mds cercana a la situacién normal (subpoblacion "indiferencia-
da").

Por otro lado, pese a esta indiferenciacion que se acaba de describir, la membrana
crestal densificada subaxonal de las sinapsis M.A.S. de los misculos emrenadosr(I.F.A.) es
mds prominente (mds % de crestas densificadas, mayor penetracion de las densificaciones
y mayor longﬁud media de las densificaciones) que en los musculos control. También en
este sarcolema se aprecia la asociacion anteriormente seflalada, entre la amplitud de las
crestas y la longitud media de las densificaciones. Asi, en este sarcolema se puede propo-
ner también la participacion de determinadas moléculas con capacidad organizativa (por
ejemplo agrinas; Lieth y col., 1992; ver apartado VII.5.2.). Estos resultados sugieren,
indirectamente, que en las sinapsis M.A.S. de los misculos EDL entrenados hay un mayor
aprovechamiento de los "mdrgenes de seguridad™ de liberacion de la acetilcolina (Anderson
y Stevens, 1973; Hartzel y cols., 1975; Magleby y Terrar, 1975) dado que la maquinaria
relacionada con la neurotransmisién a nivel presindptico (vesiculas sindpticas y zonas activas)
no estd tan desarrollada como a nivel postsindptico (membranas densificadas). Una situacién
similar se ha sugerido que puede ocurrir en las sinapsis normales de esta serie (ver apartado
VIL.4.2)).

Respecto de la serie control, los tres sarcolemas subaxonales estudiados en esta serie
de incremento de actividad (normal, A.A.S. y M.A.S.) tienen en comin un marcado
incremento en los pardmetros referentes a las densificaciones crestales. Este fenémeno puede
ser una consecuencia del incremento de actividad locomotora aplicado. Indicando,

indirectamente, un acimulo de moléculas de AChR a este nivel (Salpeter, 1987b).
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Las estructuras morfométricas estudiadas de las porciones de sarcolema subglial y
abandonado no muestran ninguna modificacién atribuible al incremento de actividad (ver
Tabla XIX). Este fenémeno puede reforzar la idea comentada anteriormente de 1a preexisten-
cia de dos subpoblaciones M.A.S. ("indiferenciadas™ y "diferenciadas™). Segin este
argumento, estas porciones de sarcolema ya estaban abandonadas en la serie control
(pertenecian a la subpoblacion de sinapsis M.A_S. "indiferenciadas”), de tal manera que no

se han visto afectadas por el incremento de la actividad neurotransmisora.

Por iltimo, es conveniente recalcar que en el sarcoplasma de las sinapsis M.A.S. de
la serie de incremento de actividad locomotora no se aprecia un tan marcado incremento de
organoides relacionados con el metabolismo (mitocondrias y lisosomas) ni relacionados con
el recambio de membrana (vesiculas coated) como el observado en las sinapsis A.A.S de esta
serie. Este hecho refuerza también que estas sinapsis forman la subpoblacién de sinapsis

M_.A.S. mds indiferenciadas de la serie control.
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Figura 18: "Flujo de conversion sinaptica".
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VIL.7. ANALISIS DE LAS SINAPSIS TOTALMENTE ABANDONADAS (T.A.S.).

VIL.7.1. ANALISIS DE LAS SINAPSIS T.A.S. EN MUSCULOS CONTROL.

A este nivel del estudio se ha detectado una tendencia general comiin a todos los
componentes postsindpticos estudiados en el misculo EDL control: en todas las sinapsis de
los miisculos control (sinapsis normales, A.A.S., M.A.S. y T.A.S.) hay la misma longitud
de sarcolema total. De este hallazgo se puede deducir que hay una importante estabilidad de
membrana postsindptica en la serie control y que esta es independiente de la presencia axonal
(ver Tablas XIV y XX), pero este no es un dato nuevo. Por ejemplo, en el periodo
embrionario estd descrita la formacion de componente postsindptico en miisculos aneurados
(sin participacion nerviosa)(Sohal,1988), o, en perfodo postnatal, una larga persistencia del
componente postsindptico en miisculos denervados (Moss y Schuetze, 1987), y en miisculos
de animales adultos también existen miiltiples estudios que remarcan la prolongada
permanencia del componente postsindptico tras ser denervados (por ejemplo Birks y cols,
1960) incluso durante periodos de tiempo extraordinariamente largos (Krause y Wernig -1985-
refieren una permanencia de hasta 500 dfas post-denervacion). En este sentido, los resultados
obtenidos en el presente trabajo sugieren que el axén podrfa desaparecer, retrayéndose
completamente, de una sinapsis A.A.S. y esta, desde el punto de vista de longitud total de
sarcolema, quedar transformada en sinapsis T.A.S.. Esta observacion indica claramente que
el grado de abandono no es otro que el grado de retraccion del axon. Ain y asi se observan

una serie de cambios profundos que matizarfan mucho esta aparente estabilidad de membrana.

En las sinapsis totalmente abandonadas (T.A.S.) no es posible que exista ningiin efecto
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tréfico directo por parte del axon puesto que no existe. Sin embargo, la influencia de la célula
glial (presente en el 50% de las sinapsis T.A.S.), desde el punto de vista de su capacidad
diferenciadora sobre el sarcolema que cubre, puede no ser tan efectiva como en las situaciones
en que acompaiie al axén. Ademds, los resultados reflejados en la Tabla XX muestran unos
valores con una gran variabilidad que no siguen ninguna pauta razonable de desdiferenciacién

equiparable a la observada en otros sarcolemas abandonados por el ax6n (sinapsis M.A.S. y

A.A.S.) estudiados en este trabajo (apartados VII.5.1.2. y VII.6.1.2.)

El estudio morfométrico de las caracteristicas ultraestructurales del sarcolema de las
sinapsis T.A.S. sugiere que estd en una fase de degradacion o degeneracion (fusidn de
oberturas, desmesurado mimero de secciones por obertura, crestas con una amplitud
aberrante). Miriam Salpeter (1987b) describe en sinapsis abandonadas de misculos denervados
en vertebrados un engrosamiento de la luz de los pliegues secundarios, un colapso de las
oberturas y una gran abundancia de cisternas y perfiles saculares en el sarcoplasma. Estas
observaciones en misculos denervados son totalmente solapables con las aquf expuestas. Dado
el minimo porcentaje de sinapsis T.A.S. en la serie control (3,7%, Tabla II) sé6lo se han
podido cuantificar 6 sinapsis T.A.S., ello dificulta en gran medida su estudio estadistico y una
interpretacion veraz y extrapolable. La escasa presencia de estas sinapsis T.A.S. en misculos
de animales adultos es un hallazgo corriente en diferentes modelos experimentales (ver Wernig

y Herrera 1986 para revision).

En resumen, los datos obtenidos del estudio de las sinapsis totalmente abandonadas en
la serie control indican claramente la consecuencia de la privacidn tréfica del axén durante

un periodo presumiblemente prolongado.
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VII.7.2. ANALISIS DE LAS SINAPSIS T.A.S. EN MUSCULOS ENTRENADOS.

Los resultados obtenidos del andlisis morfométrico ultraestructural del componente
postsindptico de las sinapsis T.A.S. en los misculos con incremento fisiolégico de actividad
(I.F.A.) muestra la existencia de una diferenciacion estructural mayor que en la serie control,
manteniendo muchos de los rasgos de trofismo habituales para la situacién subaxonal o
subglial en las sinapsis A.A.S. y M.A.S. (amplitud de crestas y oberturas, ratio entre estas
amplitudes, pardmetros referentes a la membrana densificada; ver Tabla XXI). Estas
observaciones pueden indicar un abandono axonal reciente. Ademds, la poblacién de sinapsis
T.A.S. aumenta en los musculos entrenados (ver Tabla II) presumiblemente por un mayor
grado de retraccion axonal. El aumento del grado de abandono sindptico en relacién al nivel
de actividad neuromuscular es un hecho ampliamente documentado (Wernig y cols., 1980a;
Rosenheimer y Smith, 1985; Andonian y Fahim, 1987; Wernig y Herrera, 1986; Jans y cols.,
1986; Cardasis y LaFontaine, 1987). En este contexto, Wernig y colaboradores (1980a)
observaron un mayor nimero de pliegues abandonados en "sinapsis parcialmente abandonadas”
(partially occupied gutters, en el presente estudio vienen representadas por las sinapsis
M.A.S. y A.A.S.) en misculos de anfibios durante el verano (nivel de actividad normal) que
durante al invierno (hibernacién). A nivel del sistema nervioso central (SNC) estd muy
pobremente documentada la repercusion de un incremento en el nivel de actividad sobre la
morfologia sindptica. Sin embargo, se ha puesto de manifiesto que en el hipocampo (porcién
del SNC muy relacionada con el aprendizaje), el proceso de aprendizaje en roedores adultos
puede aumentar el nimero de sinapsis (Wenzel y cols., 1980) y/o aumentar el drea media de
contacto sindptico (Altschchuler, 1979). Cabe la posibilidad de que los mecanismos neurales

que conducen a variaciones morfométricas y estructurales del sistema neuromuscular y del
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sistema nervioso central, pese a tener mucho en comin, estén modulados por factores

diferentes.

En resumen, los resultados obtenidos del andlisis morfométrico ultraestructural del
componente postsindptico de las sinapsis T.A.S. en los misculos con incremento fisioldgico
de actividad (I.F.A.), en conjunto, refuerzan la hipétesis de la existencia de transformaciones
pldsticas actividad-dependiente a nivel sindptico (Figura 18). Segin esta hipdtesis, se puede
sugerir que determinadas sinapsis A.A.S. (presumiblemente las mds extensivamente
abandonadas, por ejemplo con mds de nueve pliegues abandonados, ver Tablas III y IV) hayan
perdido recientemente su axon (retraccion axonal completa) y en consecuencia estas sinapsis

se transformen de categoria y se conviertan en totalmente abandonadas.
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VIII.1. CONCLUSIONES, SERIE CONTROL..

Se confirma Ia hipétesis de que el diferente grado de abandono axonal en las sinapsis
neuromusculares del adulto normal estd asociado a cambios ultraestructurales de

adaptacién pldstica pre- y postsindptica de posible trascendencia funcional.

El abandono del componente postsindptico en las sinapsis amplia- y minimamente

abandonadas no se produce por degeneracion sino por retraccion del axén que las

inerva.

Las sinapsis amplia- y minimamente abandonadas presentan una mayor dotacién y
diferenciacion de la maquinaria relacionada con la neurotransmision (vesiculas
sindpticas, zonas activas y membrana densificada postsindptica) que las sinapsis
normalmente inervadas, tanto a nivel presindptico como en el componente postsindpti-

co subaxonal.

Las porciones del componente postsindptico abandonadas por el ax6n presentan
desdiferenciacién de sus caracteristicas estructurales. Los principales signos de esta
desdiferenciacién son: (1) alteracion de la relacion entre la amplitud de las crestas y
de las oberturas con oberturas mas amplias, (2) desdiferenciacién de la morfologia de
las crestas postsindpticas y (3) simplificacién de los pliegues secundarios en su

recorrido sarcoplasmatico.
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La presencia de la célula de Schwann sobre una porcion del sarcolema abandonado por

el axén inhibe substancialmente la desdiferenciacién de su ultraestructura.

VHI.2. T IDAD.

1.

Se confirma fa hipétesis de que el incremento moderado, fisiolégico, de corta
duracion, en la actividad de las conexiones neuromusculares modifica la proporcién
de los diferentes tipos de sinapsis con algin grado de abandono axonal y Ila
ultraestructura de la maquinaria relacionada con la neurotransmision para acomodarse

a la nueva situacion.

El patrén de incremento de actividad utilizado en el presente trabajo no provoca

ninguna lesién muscular ni nerviosa.

En las sinapsis neuromusculares normalmente inervadas el incremento fisiolégico de
actividad locomotora induce cambios esenciales en la ultraestructura del componente

postsindptico.

La sinapsis con algin grado de abandono axonal (sinapsis minima- y ampliamente

abandonadas) se producen cambios pldsticos actividad-dependientes que se concretan

en un mayor grado de abandono axonal.
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En todas las sinapsis neuromusculares estudiadas la acomodacion de la ultraestructura
sindptica al incremento de actividad se produce esencialmente por incremento de los

valores métricos de las membranas densificadas postsindpticas.

Tanto en la serie control como en la serie de incremento fisiolgico de actividad se
observa: (1) la morfologia de las crestas postsindpticas estd relacionado con el tipo de
sarcolema del que forman parte: sarcolema subaxonal, subglial o abandonado; (2) la
presencia o ausencia de densificacion en la membrana crestal es independiente de la
morfologia de la cresta; (3) la longitud media de las densificaciones crestales y la

amplitud de las crestas que las sustentan estdn directamente relacionadas.
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ANEXO. ABREVIATURAS.
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AAS.:

AChE:

AChR:

B.A.:

Ca:

CANP:

EDL:

I.LF.A.:

M.A.S.:

M.E.C.:

MEPP:

MET:

M.N.G.F.:

MO.:

Na:

N-CAM:

Ng-CAM:

N.G.F.:

nm:

NoSc:

N.S.:

ABREVIATURAS.

Sinapsis ampliamente abandonadas.
Acetilcolinesterasa.

Receptores de la acetilcolina.
Abandono bilateral,

Calcio.

Proteasas calcio-dependientes axonales.
Extensor digitorum longus.
Incremento fisiolégico de actividad.
Potasio.

Sinapsis minimamente abandonadas.
Matriz extracelular.

Potenciales de accidn en miniatura.

Microscopio electrénico de transmision.

Factor de crecimiento nervioso motor.
Microscopio dptico.

Sodio.

Moléculas de adhesion nerviosa.
Moléculas de adhesion glial.

Factor de crecimiento nervioso.
Nanometros.

Ausencia de célula de Schwann.

Sinapsis normales.
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PNAP:

R.E.L.:

SNC:

Sc:

T.A.S.:

U.A.:

V.S.:

Z.A.:

Potencial de accion presindptico.

Reticulo endoplasmdtico liso.

Sistema nervioso central.

Presencia de célula de Schwann.

Sinapsis totalmente abandonada.
Abandono unilateral.
Micrémetros.

Vesiculas sindpticas.

Zonas activas.
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