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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" is not

enough to increase the natural motoneuron death.

Introducció

Es ben establert, que el desenvolupament de conne

xions neuromasculars estables, està sota la influència

de l'activitat funcional dels contactes sinàptics pri

mitius (BENNET, 1983; COWAN i cols. 1984). En l' embrió

de poll, entre els dles 6 i 10 d'incubació, té lloc un

fenomen de mort fisiològica de gran part de les motoneu

rones contingudes a la mèdulJa espinal; els axons que no

poden establir contactes perifèrics, sofreixen uns degene

raci6 retrògrada natural, amb destrucció 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 població neuronal que ha de so

breviure durant el desenvolupament embrionari, sembla

que està molt relacionat amb l'activitat de les seves

connerians neuromusculars perifèriques. Es pot evitar

la mort de les motoneurones, amb procediments experi

mentals que bloquegen o redueixen l'activitat de les

sinapsis en'desenvolupament (LAING i PRESTIGE, 1978;

PITTMAN i OPPENHEIM, 1979; DING i cols., 1983), el

qual 9.lgg2reix que les sinapsis inactives lliberen

un factor 6sencial per la supervivència 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 estimulació

elèctrica o a tractament amb agonistes neuromusculars,

com el carbacol o l' esrina (OPPENHEIM i MADERDRUT,

1981; OPPENHEIM l NUÑEZ, 1982). El mateix estudi

realitzat amb d'altres agents farmacològics relacionats,

en canvi, no provoca un increment d'aquesta mort natural.

El propòsit del nostre treball, ha estat examinar la

mort cel.lular de les motoneurones espinals i la diferen

ciació de les cèl.lules musculars, en una situació expe

rimental d'activació de la lliberaci6 d' acetilcolina

indulda per l'administració de 4-aminopiridina. Els ma

teixos experiments s'han realitzat en condicions de blo

queig de l'activitat neuromuscular per l'administració

de curare.
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Material i Mètodes

Els ous de la varietat Arbor acres, ens han estat

b. .

()sumlnlstrats per COPAGA Lleida i foren incubats en el

nostre laboratori a 38QC. Els agents farmacològics es

van administrar diàriament durant el període de mort

natural de les motoneurones de la m�dul.la espinal (dies

6-9). Els fàrmacs han estat disolts amb sol.luci6 fisio

lògica de Haru(s equilibrada finalment a pH 7, i injectats

damunt la membrana corioalantoidea. Unes experiències prè

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 di�

ris de forma igual a la abans descrita. La motilitat dels

embrions es va observar diàriament durant el període de

tractament. Els embrions foren sacrificats al dia 10. Les

potes es xan extreure, i foren pesades i fixades amb for

maldehid al 4% durant 24 h a 4QC, pe� finalment, ésser pro

cessades per estudi histoquímic de l' acetilcolinesterasa

(AChE) segons el mètode de Karvovsky i també incloses en

reïna plàstica (KULZER), per estudi histològic amb micros

copia òptica. La resta del cos dels embrions va ésser fixat

amb Carnoy, processat per inclusi6 en parafina i tallat de

. .fòrma,·JS.êriiada a 12 micres. Les seccions han estat tenyides

amb el mètode de Nissl-violeta de cresil. Els recomptes de

motoneurones s'han realitzat a la columna motora lateral

lumbar, cada 10 talls.

Resultats i Discussi6

Tal com era d'esperar, els embrions tractats amb curare,

restaven poc mòbils i no estaven paralitzats de forma conti

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

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

poden ésser identificades amb la coloració de l' acetil

colinestarasa i la densitat d'unions neuromusculars sem

bla superior als músculs controls. Les característiques

citològiques de les cèl.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 però 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, mostrauna anàlisi de la distribució ros

trocaudal del nombre de motoneurones a la columna late

ral lumbar, en un embrió control, tractat amb curare i

tractat amb 4-AP. No veiem diferències en el nombre de

motoneurones que sobreviuen al dia 10 d'incubaci6 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 mortcel.lular natural durant l'ontogènia.

La morfologia de les plaques motores dels embrions trac

tats amb 4-AP és normal al visualitzar-s per l'activitat

de l' acetilcolinesterasa. La morfologia dels músculs

dels embrions tractats amb 4-A? no ofereix canvis citolò

gics en relació als grups controls, en canvi, la super-

fície ocupada pe�s distins grups musculars, en les

seccions transversals de les potes, és sempre més gran

en els embrions tractats amb 4-AP. Per tant l'increment

volumètric del teixit muscular induït 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 enbrions tractats amb curare, està d

'

acord amb les

dades . d'altres publicacions:r:el.levants (GORDON i cols,

1974; LAING i PRESTIGE, 1978; PITTMAN i OPPENHEIM, 1979;

DING i cols, 1983). El nostre treball, però, és la pri-
mera aportació en relació a la mort cel.lular natural

en presència de 4-AP i les nostres observacions estan

contraposades a altres estudis en els que l'estimu-

lació elèctrica i alguns agonistes neuromusculars, pro

voquen un increment de la mort cel.lular neuronal en ,l' em-

brió de pollastre (OPPENHEIM i NUÑEZ, 1982). Encara que

no hem realitzat comprovacions electrofisiològiques de

1 ¡efecte de la 4-AP en els nostres experiments, la possibi

litat de que la 4-AP no sigui activa en el nostre sistema,

no sembla probable, ja que la droga modifica l'activitat

muscular dels embrions i incrementa el desenvolupament

del teixit muscular.

Hi ha prou evidència experimental de que It elimina-

ció dels terminals nerviosos redundants a la placa motora,

la mort neuronal natural i la diferenciaci6 postsinàptica

estan estretament lligades al grau d'activitat de la cèl.lu

la postsinàptica i al tamany del camp perifèric d'innervació.

(CHANGUEUX i DANCHIN, 1976; SRIHARI I VRBOVA� 1978). _ � >-

Però la hipòtesi de que l' activi tat incrementada del

nervi i/o del múscul provoqui també un increment de la

mort natural neuronal no està prou establerta. Per exem

ple; alguns agonistes neuromuscu
í

ar' no alteren la mort

neuronal (OPPENHEIM i MADERDRUT, 1981). A més, en cultius

de mèdul.la espinal, la síntesi i/o alliberament de material

neurotròfic es depenent de l' activi tat elèctrica i, en absèn

cia d'aquesta activitat, els material tròfics estan reduïts

i s'incrementa la mort (BRENNEMAN i cols, 1984).
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Nosaltr-es interpretem que 1 ' activitat del sistema

neuromuscular durant el desenvolupament, pot accelerar

la velocitat d'estabilitzaci6 dels contactes primitius

però no ha de modificar la constant del tamany de les

unitats motores determinada per la relaci6 entre el nom

bre de motoneurones i el nombre de fibres musculars. El

efecte de la 4-AP al terminal nervi6s, pot ésser impor

tat en aquest període, donant lloc a una estabilitzaci6

avançada del contactes primitius i a una acceleraci6 del

creixement i diferenciaci6 musculars.

El mecanisme pel qual l' estimulaci6 elèctrica

i l'administraci6 de 4-AP al'embri6 de pollet, donen

resultats diferents respecte a la pèrdua de motoneuro

nes a la mèduLlaespinal, no est� clar. Deixant de banda

les possibles crítiques metodològiques que podríem fer

sobre el treball d'estimulaci6 elèctrica,una inter-

pretaci6 que podria explicar aquesta discordància, seria

l' aplicaci6 d'una Pr-eqííènc.i.a d' estimulaci6 molt més al ta

que la fisiològica. S'ha dit que els patrons fisiològics

de freqüència de descarrega de les neurones en desenvolu

pament, poden ésser determinants per conduir aquesta cap

una determinada evoluci6 sinaptogenètica (CHANGEUX i MI

KOSHIBA, 1978), i les motoneurones lumbosacres de Ifembri6

de pollet tenen un patr6 de descarrega ben definit (LAND

MESSER i O'DONOVAN, 1984). Per tant, la modificaci6 expe

rimental del patr6 natural de descarrega de les motoneu

rones, podria modificar el seu programa de diferenciaci6

cap un circuit definit. La aplicaci6 de 4-AP, incrementa

l'ill�liberament de neurotransmisor sense afectar al patró

normal de descarrega de les motoneurones i aixb ens sugge

reix que l'activaci6 d'aquestes sinapsis "per se" no és

suficient per augmentar la mort natural neuronal.
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Fig 1 Ca). Aspecte macr-scòp í,c de les estr-emi tats inferiors

dels embrions de pollet als 10 dies: á dalt, grup control,

al mitg, gr,lp curare i a baix grup 4-AP. Cb) Distribució

rostrocaudal de les motoneurones a la columna lumbar en

embrions de 10 dies. Hi ha un increment de la supervivèn
cia de motoneurOBes en els embrions tractats amb curare.

Taula I

Pes de les potes en g. 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, 1147:°,01 8 (4) *22.566+2.859 (2) *7,75+3,86 (4)

4-AP *0,1535:0,037 ( 12) 1 3. O44+. 1 • 1 55 (6) 31,30+12, O (10)

Taula': Dades agrupades dels embrions en el dia 10 dI Lncubací.ó que han rebut

soluci6 de Hanks ( control), curare (3-4 mg.) o 4-AP (1 OOnM) diariarnent

durant els dies 6-9 dI incubaci6. Els números entre perèntesi indiquen

el nombre dI animals estudiats en cada si tuaci6. Els ( * ) s6n significatius

respecte al control (P<'.0,001).
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