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Biologia. —- Alcune osservazioni sullo sviluppo delle sinapsi 
e delVattività colinesterasica nel midollo spinale rigenerante del Tritone 
(T riturus cristatus Li). N ota n  di Z b i g n i e w  S r e b r o , presen ta ta ((*) **} 

dal Corrisp. A. S t e f a n e l l i .

L a com parsa delP attiv ità  funzionale degli organi nella embriogenesi o 
nella rigenerazione è legata a un differenziam ento morfologico e biochimico 
dei suoi elem enti cellulari. Il differenziam ento dei neuroni del midollo spinale 
rigenerante del T ritone coincide con la com parsa del m ovim ento a ttivo  della 
coda rigenerata. D e ttag lia ti studi delle s tru ttu re  nervose specializzate come 
sono le sinapsi, sono s ta ti resi possibili solo con l’uso del microscopio e le ttro ­
nico. La com parsa dell’a ttiv ità  colinesterasica duran te la embriogenesi degli 
elem enti nervosi coincide con la form azione delle sinapsi e con l’inizio della 
a ttiv ità  funzionale del sistem a nervoso (Sawyer [i] ; Boell e Shen [2] ; Boell, 
Greenfield e Shen [3]). Con l’impiego delle a ttua li tecniche istochim iche si 
può o ttenere sia una precisa localizzazione dell’a ttiv ità  della colinesterasi 
non specifica sia quella dell’acetilcolinesterasi che è situ a ta  tan to  nella m em ­
brana postsinaptica che in altri luoghi (Gerebtzoff [4]).

Il m idollo spinale della coda del T ritone adulto  rigenera perfettam ente 
dopo la sezione della coda (Stefanelli [5]) e presenta perciò una condizione favo­
revole per lo studio dello sviluppo delle sinapsi e dell’a ttiv ità  della colineste­
rasi (CE) del tessuto nervoso rigenerante. E noto che du ran te  la p rim a fase 
della rigenerazione, la parte  prossim ale del midollo spinale rigenerato presenta 
s tru ttu re  nervose m orfologicam ente ben differenziate, m entre la p arte  apicale 
è form ata da cellule ependim ali che costituiscono la cosi d e tta  « am polla 
apicale ». P ertan to , dato  che nel m idollo spinale rigenerante vi è un gradiente 
nel differenziam ento delle s tru ttu re  nervose, è partico larm ente in teressante 
fare uno studio morfologico sullo sviluppo delle sinapsi e delle fasi evolutive 
dell’a ttiv ità  GÈ del midollo spinale.

Per le osservazioni al microscopio elettronico (I), brevissim i tra tt i  di m i­
dollo spinale norm ale o rigenerante sono sta ti fissati in 0 s 0  4 2 %, sciolto in 
tam pone veronal-acetato  (Palade [6]) o fosfato (Millonig [7]) a pH  7,2-7,4, 
inclusi in m etacrila to , sezionati con FUI tro tom e LK B  e fotografati con il 
microscopio elettronico H itach i H U - n ,  a 75 kV di accelerazione.

(*) Ricerca eseguita nell’Is titu to  di A natom ia C om parata « G. B. Grassi » della U niver­
sità  di Rom a e nel Centro di Neuroembriologia del C.N.R. con una borsa del Ministero della 
S an ità  della Repubblica Popolare Polacca. A ttuale  indirizzo: Zaklad Biologii i Embriologii 
A. M. Kopernik 7. Kraków.

(**) N ella seduta del 15 dicem bre 1962.
(1) Sono vivam ente riconoscente e ringrazio il do tt. Bruno Bertolini per l’aiuto datom i 

nelle ricerche fa tte  con il microscopio elettronico.
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Per lo studio dell’a ttiv ità  CE del midollo spinale rigenerante o norm ale 
del T ritone adulto  sono s ta te  usate  code rigenerate, prelevate, in tem pi suc­
cessivi a partire  dal giorno dell’operazione. L ’am putazione della coda è s ta ta  
effettuata  a m età della sua lunghezza. I pezzi di midollo norm ale o rigenerato 
sono s ta ti fissati in form alina sa la ta  per 12 ore. Dopo il lavaggio i pezzi sono 
s ta ti p o rta ti nello sciroppo concentrato di saccarosio e gom m a arabica per 
1-2 giorni e quindi con il criostato  sono s ta ti tag liati trasversalm ente in se­
zioni di 20 (x di spessore. L a reazione di Koelle (Gomori [8]) è s ta ta  eseguita 
sulle sezioni per d im ostrare la localizzazione della CE nel midollo spinale.

L a s tru ttu ra  delle sinapsi asso-dendritiche che si trovano nel neuropilo 
del midollo spinale norm ale (vedi T avola I, fot. 1) è m olto semplice e corri­
sponde a quella descritta  per la m aggior parte  delle sinapsi (De R obertis [9], 
Palay  [io]). Le m em brane p re -  e post-sinaptiche possono presentare una 
superficie piana, oppure la p resinaptica può essere concava e la postsinaptica 
convessa. In qualche caso la porzione postsinaptica può ad d irittu ra  essere 
avvolta da una coppa fo rm ata da quella presinaptica. Num erose vesicole 
sinaptiche (De R obertis e B ennet [ n ] ,  Palay  [12]) sono affollate nel cito­
plasm a della parte  presinaptica, nel tra tto  in cui la sua m em brana è in re la­
zione con la m em brana postsinaptica ; tra  le due m em brane a volte è ricono­
scibile un m ateriale di m odica densità, m entre un m ateriale m olto denso è 
quasi sem pre presente al di so tto  della m em brana postsinaptica. A m bedue 
i prolungam enti cellulari contengono dei m itocondri e scarsi profili di reticolo 
endoplasm ico liscio; questi u ltim i sono più frequenti nella porzione post­
sinaptica.

Nel midollo rigenerante, la parte  distale è fo rm ata  d a  cellule indiffe­
renziate (am polla apicalq) e da sottili fibre non ancora m ielinizzate ; le s tru t­
tu re sinaptiche non si sono ancora form ate.

Nella p a rte  interm èdia i neuroblasti sono già in p arte  differenziati, alcune 
fibrej sono in via di mielinizzazione, m a la loro guaina è form ata da solo pochi 
s tra ti. T ra  i prolungam enti cellulari sono già presenti dei con ta tti sinaptici 
(vedi Tav. II, fot. 3 e 4), che sono pressoché uguali a quelli del midollo com- 
p letap ien te differenziato. Solo in qualche caso, si osserva una maggiore 
distanza tra  le m em brane ed una m inore estensione del contatto , un m inore 
affollam ento delle vesicole sinaptiche ed una minore densità del m ateriale ad ­
dossato alla m em brana postsinaptica ; cara tteri questi che po trebbero  indi­
care Una sinapsi in via di costituzione.

L a p arte  prossim ale del rigenerato ha dei cara tteri di com pleta diffe­
renziazione e si distingue dal midollo norm ale soltanto per la mielinizzazione 
ancora p iu tto sto  scarsa. Le sinapsi (vedi Tav. I, fot. 2) sono più frequenti 
e nelle fibre sono già presenti i neurofilam enti.

Per quanto  riguarda lo studio dell’a ttiv ità  CE dei midolli spinali rigene­
r a n ti^  di quelli dei controlli, eseguito con il m etodo di Koelle, nella T avola I I I  
sono rappresen ta ti sia una sezione trasversale del midollo spinale norm ale 
sia le sezioni dei midolli rigenerati prelevati in diversi tem pi dopo l ’aspo rta­
zione della coda.
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L a figura 6 m ostra una sezione trasversale del midollo spinale rigenerante 
di due mesi e mezzo dopo l’asportazione della coda. L a parte  rigenerata della 
coda si m uoveva a ttiv am en te  e ciò fa pensare che fosse innerva ta  dal midollo 
spinale rigenerato. L ’a ttiv ità  della CE è localizzata tan to  nella sostanza bianca 
che in quella grigia. Dal confronto fra il midollo spinale rigenerante e quello 
norm ale risu lta  che l’a ttiv ità  della C E è più in tensa nel midollo spinale neo­
form ato, sia nella sostanza bianca che in quella grigia. Il midollo spinale 
norm ale è rappresen ta to  nella fotografia 5 della Tavola II I .

L a fotografia 7 rappresen ta una sezione trasversale del midollo spinale 
rigenerante du ran te  la IV  settim ana dopo l’operazione di asportazione della 
m età distale della coda. L ’a ttiv ità  della CE è fortissim a nei funicoli ventrali 
già abbastanza ben rigenerati m en tre  è meno evidente nei funicoli laterali 
ancora poco ispessiti. Nella sostanza grigia l ’a ttiv ità  della CE è praticam ente 
assente tranne che in pochi neuroni che si differenziano alla periferia della 
sostanza grigia nella regione ventrale del midollo spinale rigenerante.

L a fotografia 8 m ostra  una sezione trasversale del m idollo spinale duran te  
la V I se ttim an a  di rigenerazione. O ltre ad una intensa a ttiv ità  della CE pre­
sente nella sostanza bianca e nei neuroni differenziati, s itua ti nella parte  
ventrale del midollo spinale, si no ta  nella parte  dorsale una grande cellula 
nervosa, di 30 p. di d iam etro, che rivela una a ttiv ità  della CE m olto rilevante.

I risu lta ti o tten u ti con l’uso del microscopio elettronico dim ostrano 
che nella parte  in term edia del midollo spinale rigenerante, cioè quella dove i 
processi del differenziam ento sono nella prim a fase di sviluppo, si osserva già 
la presenza delle s tru ttu re  che costituiscono la sinapsi norm ale. L a parte  
prossim ale del midollo rigenerante contiene un maggior num ero delle sinapsi 
di quella in term edia e si distingue anche per un più alto  livello del differenzia­
m ento delle s tru ttu re  subcellulari dei suoi neuroni. Lo studio con il m icro­
scopio elettronico conferm a così i risu lta ti o tten u ti con il microscopio ottico 
che hanno rivelato un graduale differenziam ento degli elem enti nervosi an ­
dando dalla parte  prossim ale verso la parte  distale del midollo rigenerante 
e rivela anchf che la formazione delle sinapsi procede dalla parte  prossim ale 
verso la parte  distale del rigenerato.

I risu lta ti dello studio dello sviluppo dell’a ttiv ità  della CE nel midollo 
spinale rigenèrante del T ritone dim ostrano che alcune s tru ttu re  del midollo 
rigenerante presentano precocem ente una notevole a ttiv ità  della CE. In fa tti 
nei prim i' stadi della rigenerazione questa a ttiv ità  è lim ita ta  quasi com pieta- 
m ente alla fibre rigeneran ti dei funicoli ventrali e laterali e solo in uno stadio 
più avanzato  della rigenerazione questa a ttiv ità  si rivela chiaram ente anche 
nelle cellule nervose della sostanza grigia. S i  constata in fa tti che l’a ttiv ità  
della CE dellè cellule nervose aum enta progressivam ente con il loro differen­
ziam ento. Si1 può dedurre quindi che l ’aum ento dell’a ttiv ità  della CE nelle 
cellule nervose del sistem a nervoso rigenerante è una delle espressioni del 
loro differenziam ento biochim ico che si svolge duran te le fasi del loro sviluppo 
morfogenetico.
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Il più alto livello della a ttiv ità  della CE osservata nella sostanza bianca 
del midollo spinale rigenerante rispetto  a quello della sostanza bianca del 
midollo spinale norm ale, può essere dovuta tan to  albaum ento  della CE nelle 
fibre nervose rigeneranti quanto  ai differenti rapporti spaziali esistenti fra 
le fibre nervose nel sistem a nervoso rigenerante e tra  le fibre nervose nel si­
stem a nervoso norm ale. In fa tti l’aum ento dell’a ttiv ità  della CE nelle fibre 
del midollo spinale rigenerante può essere dovuto oltre che ad un reale aum ento 
della CE nelle fibre nervose anche al m aggior num ero di fibre nervose per un ità  
di superficie, in quanto  queste nella prim a fase della rigenerazione sono p ra ­
ticam ente prive della guaina mielinica, come si può osservare al microscopio 
elettronico, e quindi di conseguenza risultano poco distanziate fra di loro.

Le grandi cellule dorsali che rivelano una rilevante a ttiv ità  della CE 
corrispondono per posizione e per grandezza alle cellule di R ohon-B eard. 
Sebbene negli A nuri queste cellule subiscano alla fine del periodo larvale una 
involuzione, evidentem ente esse rim angono fino alla v ita  adu lta  nel midollo 
spinale della coda del T ritone ; la loro forte a ttiv ità  della CE suggerisce che 
esse hanno una peculiare differenziazione biochimica.

C o n c l u s i o n i .  -  L a s tru ttu ra  delle sinapsi che si formano nel midollo 
spinale rigenerante di T ritone adulto  è simile a quella di un midollo spinale 
norm ale di T ritone e a quella delle sinapsi del sistem a nervoso di altre specie. 
D uran te  la rigenerazione, le sinapsi si formano prim a nella parte  prossim ale 
e solo più tard i nelle p arti più distali del midollo spinale rigenerante. L ’a t t i ­
v ità  colinesterasica del midollo spinale rigenerante è m olto forte già du ran te  
la IV  settim ana di rigenerazione e si m antiene così anche negli stadi più avan ­
zati della rigenerazione. Nel midollo spinale rigenerante l’a ttiv ità  colineste­
rasica com pare prim a nelle fibre nervose della sostanza bianca e solo più 
tard i nei neuroni che si differenziano nella sostanza grigia. Le grandi cellule 
dorsali (R ohon-B eard) presentano una a ttiv ità  della colinesterasi m olto 
rilevante.

Ringrazio vivam ente il prof. A lberto Stefanelli per l’osp italità  datam i 
nell’Is titu to  di A natom ia C om parata da Lui d iretto , nei sei mesi di perm a­
nenza in Ita lia  e per il tem a affidatom i sullo sviluppo dei sistem i sinaptici 
nel midollo spinale rigenerante del T ritone, nell’am bito  delle ricerche di 
neurogenesi che si stanno  svolgendo nell’Istitu to .
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S PIE G A Z IO N E  D E L L E  TA V O LE I - I I I  

T a v o l a  I.

Fot. I.  — Sinapsi nel midollo spinale norm ale di T ritone adulto; P rs =  parte  presinaptica, 
Pos =  parte  postsinaptica, vs =  vesicole sinaptiche. La freccia indica il m ateriale 
denso addossato alla m em brana postsinaptica.

Fot. 2. -  Sinapsi nella parte  prossimale del midollo spinale rigenerante di T ritone adulto.

T a v o l a  IL

Fot. 3 e 4. -  Sinapsi nella parte  interm edia del midollo rigenerante.

T a v o l a  II I .

Fot. 5. -  Sezióne trasversale del midollo spinale norm ale di T ritone adulto  circa a m età lun­
ghezza della coda. M etodo acetiltiocolinico di Koelle.

Fot. 6. -  Sezione trasversale del midollo spinale rigenerante di T ritone adulto  due mesi e 
mezzo dòpo l’asportazione della m età distale della coda. M etodo acetiltiocolinico di 
Koelle.

Fot. 7,. - rSezione trasversale del midollo spinale rigenerante duran te  la IV settim ana di rige­
nerazione. M etodo acetiltiocolinico di Koelle.

Fot. 8. -  Sezione trasversale del midollo spinale rigenerante duran te  la VI settim ana di 
rigenerazione. Nella parte  dorsale del midollo in una posizione m arginale si osserva 
una grande cellula nervosa con una rilevante a ttiv ità  della colinesterasi. M etodo ace- 
tiltiocoliijiico di Koelle.


