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la columna motora lumbar i els misculs de 1' extremitat

en 1'embrid de pollet.
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Joan Ribera,
Departament d’Histologia i Biologia Cel.lular. Facul-

tat de Medicina. Estudi General de Lleida.(1)

Abstract

We have investigated the developmental effects of
pharmacological activation by 4- aminopyridine (4-AP)
of the neuromuscular junction at the chick embryo. Drug
was applied at the time of a major stablishement of de-
finitive spinal cord motoneuron pool and stabilization
of peripheral neuromuscular synapses (days 6th-9th).
Cell counts in the lumbar lateral motor column do not
change in 4-AP treated embryos, whereas neuromuscular
blockade of developing synapses by d-tubocurarine, in
creases the total number of motoneurons. 4-AP treated
embryos, showed, in addition, a volumetric increase of
leg muscular tissue. These results indicate that the
activation of neuromuscular synapses "per se" 1is not
enough to increase the natural motoneuron death.

Introduccid

Es ben establert, que el desenvolupament de conne-
xions neuromusculars estables, esta sota la influéncia
de 1’activitat funcional dels contactes sinaptics pri-
mitius (BENNET, 1983; COWAN i cols. 1984). En 1' embrib
de poll, entre els dies 6 i 10 d’incubacibd, té 1lloc un
fenomen de mort fisioldgica de gran part de les motoneu-
rones contingudes a la mé&dulla espinal; els axons que no
poden establir contactes periférics, sofreixen uns degene

racid retrdgrada natural, amb destruccid dels seus perica-

ria (HAMBURGER, 1975; LAING, 1982).
(1) Aquest treball ha estat subvencionat per la CIRIT (Ge-

neralitat de Catalunya).
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El control de la poblacid neuronal que ha de so-
breviure durant el desenvolupament embrionari, sembla
que estd molt relacionat amb 1”activitat de les seves
cormexions neuromusculars perifériques. Es pot evitar
1a mort de les motoneurones, amb procediments experi-
mentals que bloquegen o redueixen 1l activitat de les
sinapsis en desenvolupament (LAING i PRESTIGE, 1978;
PITTMAN i OPPENHEIM, 1979; DING i cols., 1983), el
qual sagereix que les sinapsis inactives lliberen
un factor essencial per la supervivéncia de les moto-
neurones, d’una forma més utilitzable o en més quan-
titat (HILL i BENNET, 1983). D’altra banda, ha estat
descrit un increment de la mort natural de motoneuro-
nes, en embrions de pollet sotmesos a estimulacid
eldctrica o a tractament amb agonistes neuromusculars,
com el carbacol o 1' esrina (OPPENHEIM i MADERDRUT,
1981; OPPENHEIM i NUNEZ, 1982). El mateix estudi
realitzat amb d’altres agents farmacoldgics relacionats,
en canvi, no provoca un increment d’aquesta mort natural.

E1 propdsit del nostre treball, ha estat examinar la
mort cel.lular de les motoneurones espinals i la diferen-
ciacid de les cél.lules musculars, en una situacid expe-
rimental d’activacid de la lliberacid d' acetilcolina
induida per 1’administracidé de 4-aminopiridina. Els ma-
teixos experiments s’han realitzat en condicions de blo-
queig de 1l”activitat neuromuscular per 1’administracid

de curare.
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Material i Métodes

Els ous de la varietat Arbor acres, ens han estat

b
suministrats per COPAGA (Lleida) i foren incubats en el

nostre laboratori a 382C, Els agents farmacoldgics es

van administrar didriament durant el periode de mort
natural de les motoneurones de la m&dul.la espinal (dies
6-9). Els farmacs han estat disolts amb sol.lucib fisio-
10gica de Hanks equilibrada finalment a pH 7, i injectats
damunt la membrana corioalantoidea. Unes experiéncies pré-
vies ens van fer veure que 100 nM diaris de 4-AP eren
efectius i no letals pels embrions. El curare (d-tubo
curarina -Sigma-), es va aplicar a una dosi de 3-4 mg dia
ris de forma igual a la abans descrita. La motilitat dels
embrions es va observar didriament durant el periode de
tractament. Els embrions foren sacrificats al dia 10. Les
potes es van extreure, i foren pesades i fixades amb for-
maldehid al 4% durant 24 h a 4°C, per, finalment, ésser pro
cessades per estudi histoquimic de 1' acetilcolinesterasa
(AChE) segons el mdtode de Karvovsky i també incloses en
reina plastica (KULZER), per estudi histoldgic amb micros
copia O&ptica. La resta del cos dels embrions va ésser fixat
amb Carnoy, processat per inclusid en parafina i tallat de
forma.seriada a 12 micres. Les seccions han estat tenyides
amb el métode de Nissl-violeta de cresil. Els recomptes de
motoneurones s han realitzat a la columna motora lateral

lumbar, cada 10 talls.

Relsultats i Discussid

Tal com era d esperar, els embrions tractats eamb curare,
restaven poc mdbils i no estaven paralitzats de forma conti-

nuada. Les seves potes, pesaven menys que els animals control

i el seu nombre de motoneurones fou un 50% més elevat que els
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controls. Aquests embrions contenen plaques motones que

poden ésser identificades amb la coloracibd de 1' acetil

colinestarasa i la densitat d'unions neuromusculars sem-—
bla superior als mflisculs controls. Les caracteristiques

citoldgiques de les cdl.lules musculars no sembla ésser

diferent de la observada en els embrions controls de 10

dies.

Els embrions que varen rebre 4-AP, presentaven un
nivell normal d’activitat motora perd els seus moviments
de les potes o les contraccions corporals eren incoordi-
nades i a vegades convulsives. El pes de les potes va
ésser un 24% superior al controls, (veure Taula 1).

La figura 1, mostrawna andlisi de la distribucid ros
trocaudal del nombre de motoneurones a la columna late-
ral lumbar, en un embrid control, tractat amb curare i
tractat amb 4-AP, No veiem diferéncies en el nombre de
motoneurones que sobreviuen al dia 10 d’incubacid entre
els embrions controls i els embrions tractats amb 4-AP,
pel que deduim que la 4-AP no afecta al mecanisme
que controla la mort cel.lular natural durant 1‘ontogénia.
La morfologia de les plaques motores dels embrions trac-—
tats amb 4-AP és normal al visualitzar-s per 1l activitat
de 1' acetilcolinesterasa. La morfologia dels musculs
dels embrions tractats amb 4-AP no ofereix canvis citold-
gics en relacibd als grups controls, en canvi, la super-
ficie ocupada pels distins grups musculars, en les
seccions transversals de les potes, és sempre més gran
en els embrions tractats amb 4-AP, Per tant 1’increment
volumétric del teixit muscular induit per la 4-AP, es

deu a un augment en el seu contingut en fibres musculars.
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En aquest estudi, els resultats que hem obtingut
en els embrions tractats amb curare, estd d’acord amb les
dades . d"altres publicacions r€l.levants (GORDON i cols,
1974; LAING i PRESTIGE, 1978; PITIMAN i OPPENHEIM, 1979;
DING i cols, 1983). El nostre treball, perd, és la pri-
mera aportacid en relacibé a la mort cel.lular natural
en preséncia de 4-AP i les nostres observacions estan
contraposades a altres estudis en els que 1 estimu-
lacibd eléctrica i alguns agonistes neuromusculars, pro-
voquen un increment de la mort cel.lular neuronal en 1' em-
bribd de pollastre (OPPENHEIM i NUNEZ, 1982). Encara que
no hem realitzat comprovacions electrofisioldgiques de
ltefectedela 4-AP en els nostres experiments, la PosSsibi-
litat de que la 4-AP no sigui activa en el nostre sistema,
no sembla probible, ja que la droga modifica 1l activitat
muscular dels.embrions i incrementa el desenvolupament
del teixit muscular.

Hi ha prou evidéncia experimental de que 1' elimina-
cid dels terminals nerviosos redundants a la placa motora,
la mort neuronal natural i la diferenciacid postsindptica
estdn estretament lligades al grau d’activitat de la cél.lu
la postsindptica i al tamany del camp periféric d’innervacié.
(CHANGUEUX i DANCHIN, 1976; SRIHARI I VRBOVA, 1978).

Perd la hipdtesi de que 1°activitat incrementada del
nervi i/o del mliscul provoqui també un increment de la
mort natural neuronal no esta prou establerta. Per exem-
ple; alguns agonistes neuromuscular no alteren la mort
neuronal (OPPENHEIM i MADERDRUT, 1981). A més, en cultius
de m&dul.la espinal, la sintesi i/o alliberament de material
neurotrdfic es depenent de 1”activitat eléctrica i,en absén-

cia d’aquesta activitat, els material trdfics estan reduits

i s’incrementa la mort (BRENNEMAN i cols, 1984).
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Nosaltres interpretem que 1' activitat del sistema
neuromuscular durant el desenvolupament, pot accelerar
la velocitat d”estabilitzacibd dels contactes primitius
perd no ha de modificar la constant del tamany de 1les
unitats motores determinada per la relacid entre el nom
bre de motoneurones i el nombre de fibres musculars. El
efecte de la 4-AP al terminal nervibs, pot ésser impor-
tat en aquest periode, donant 1lloc a una estabilitzacibd
avancada del contactes primitius 1 a una acceleracid del
creixement i diferenciacid musculars.

El mecanisme pel qual 1' estimulacid elé&ctrica
i 1’administracid de 4-AP al'embrid de pollet, donen
resultats diferents respecte a la pérdua de motoneuro-
nes a la médulla espinal, no estd clar. Deixant de banda
les possibles critiques metodoldgiques que podriem fer
sobre el treball d’estimulacid eléctrica,una inter-
pretacid que podria explicar aquesta discordancia, seria
1“aplicacid d’una freqlidncia d’estimulacid molt més alta
que la fisioldgica. S°ha dit que els patrons fisioldgics
de freqii®ncia de descarrega de les neurones en desenvolu-
pament, poden ésser determinants per conduir aquesta cap
una determinada evolucid sinaptogendtica (CHANGEUX i MI-
KOSHIBA, 1978), i les motoneurones lumbosacres de 1ltembrid
de pollet tenen un patrd de descarrega ben definit (LAND-
MESSER i O’DONOVAN, 1984). Per tant, la modificacid expe-
rimental del patrd natural de descarrega de les motoneu-
rones, podria modificar el seu programa de diferenciacid
cap un circuit definit. Ia aplicacid de 4-AP, incrementa
1’al.liberament de neurotransmisor sense afectar al patrd
normal de descarrega de les motoneurones i aixd ens sugge-

reix que l’activacibd d”aquestes sinapsis "per se" no és

suficient per augmentar la mort natural neuronal.
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Fig 1 (a). Aspecte macrscdpic de les estremitats inferiors
dels embrions de poliet als 10 dies: & dalt, dgrup control,
al mitg, grap curare i a baix grup 4-AP. (b) Distribucid
rostrocaudal de les motoneurones a la columna lumbar en
embrions de 10 dies. Hi ha un increment de la superviveén-—
cia de motoneuromes en els embrions tractats amb curare.

Taula I
Pes de les potes en d. Nombre total de cel. Moviments/min.
(mitja+D.S.) (mitja+D.S.) (mitja+D.S.)
Control 0,1241+0,020  (8) 14,382+1.228  (4) 38,40+5,94 (5)
Curare %0,114740,018  (4) *22.566+2.859 - (2) *7,75+3,86  (4)
4-AF *0,153520,037 (12) 13.044+1.155  (6) 31,30+12,0 (10)

Taula: Dades agrupades dels embrions en el dia 10 d4' incubacid que han rebut
solucib de Hanks (control), curare (3-4 mg.) o 4-AP (100nM) diariament
durant els dies 6-9 d! incubacib. Els nGmeros entre peréntesi indiquen

estudiats en cada situacib. Els (* ) sén significatius

el nombre d'animals
respecte al control (P<0,001).
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