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Biologia. — Su/la rigenerazione del mesencefalo nelle larve di Xe-
nopus laevis®. Nota di Sercio Fivoni, presentata ™ dal Corrisp.
A. STEFANELLI.

Numerosi lavori hanno dimostrato l'elevato potere rigenerativo del
sistema nervoso centrale degli Anfibi, sia Anuri che Urodeli, allo stadio em-
brionale e larvale. ’ :

Cosi si & accertato come asportazioni unilaterali della placca neurale
(Lewis @5, Bell @39 Adelmann ®, Stefanelli (7,8,910,11,12)  Harrison 43,
Corner @) o di porzioni dell’encefalo in stadi embrionali piti avanzati
(Burr 1518, Spirito 17:18,19.20 Detwiler @1.22:29, Piatt @, Burns @, Hahn @)
siano seguite da una pilt o meno completa restituzione della parte aspor-
tata.

Questa potenza rigenerativa, cosl notevole negli stadi embrionali, viene
mantenuta anche in quelli larvali precoci, sebbene in grado pilt limitato

(*) Ricerca eseguita nel Centro di Neuroembriologia del C.N.R., presso I'Istituto
di Anatomia Comparata « G. B. Grassi» dell’'Universitd di Roma.
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(Reinke @728, Fishel @9, Koppanyj e Weiss 39, Sibbing @D, Jordan (2,39,
Terry ©9, Srebro @5) Koscmszko @8, KW1atkowsk1 @, F110n1 @8), ma, con
il procedere dello sviluppo, si viene gradualmente a perdere, fino a divenire,
nell’adulto, piuttosto esigua. Cid & valido soprattutto per gli Anuri in. quanto
gli Urodeli adulti, pur dimostrando scarse (Weissfeiler 39) o pressocché nulle
(Sibbing ®V) capacita di rigenerare porzioni encefaliche asportate, sono in
grado di riformare completamente il midollo spinale del troncc e della coda
(Stefanelli e Capriata “9; Stefanelli e Cervi @),

Fra gli Anuri, lo Xenopus ¢ quello che senza dubbio mostra le pitt spic-
cate potenze rigenerative, perfino dopo la metamorfosi (Jordan “2, Kwiat-
kowski “®); negli stadi larvali & in grado di rigenerare gran parte del telen-
cefalo (Srebro (%), Kosciuszko @) e di ristabilire le connessioni interrotte fra
i diversi segmenti dell’encefalo (Kwiatkowski 7)),

Nel mio recente lavoro (Filoni ®®), approfondendo le ricerche degli Autori
precedenti, sulla rigenerazione del telencefalo in larve di X enopus laevis, ho
potuto dimostrare come, quando I'operazione di asportazione dei 3/4 del telen-
cefalo venga eseguita allo stadio 4748, la rigenerazione della parte asportata
non sia limitata al livello morfologico generale, ma si estenda ai singoli neuroni,
anche a quelli piti specifici, quali le cellule mitrali del bulbo olfattorio. Mj &
sembrato pertanto interessante estendere le mie ricerche sulla capacita rige-
nerativa del sistema nervoso centrale dello Xenopus anche ad altre regioni
encefaliche e, in particolare, al mesencefalo che, négli altri Anuri allo stato
larvale, si & mostrato dotato di un potere rigenerativo piuttosto esiguo.

In questa Nota preliminare, saranno esposti i primi dati sulla rigenera-
zione morfologica del mesencefalo.

Cinquanta larve di Xenopus laevis allo stadio 4748 (sec. Niewkoop
e Faber “9) sono state operate di asportazione dell’intera parte destra del
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mesencefalo, compreso il corpo mesencefalico. L'operazione ¢ stata eseguita
al binoculare con I'ausilio di aghi di tungsteno e di forbicette da iridectomia.

Per verificare 1'esattezza dell’operazione, alcuni animali sono stati fissati
subito dopo e serialmente sezionati (Tav. I, fig. 1).

Dopo l'operazione, le larve sono state poste in un comune acquarietto la
cui acqua veniva cambiata giornalmente, e nutriti con ortica bollita. La mor-
talita si ¢ dimostrata molto elevata e solo 20 individui sono sopravvissuti. Di
questi, 14 sono stati fissati dopo 20-50 giorni dall’operazione, serialmente
sezionati, secondo il piano trasverso, a 10 p. di spessore e colorati con emal-
lume e eosina e secondo il metodo di Bodian i rimanenti sono stati allevati
fino alla metamorfosi e devono essere ancora sacrificati.

Gli animali operati non mostravano alcuna inibizione nell’accrescimento
e sviluppo e metamorfosavano in modo del tutto regolare. Alcuni presenta-
vano nei primi giorni dopo l'operazione notevoli alterazioni del battito della
coda che appariva distorta. Tali alterazioni, tendevano, nella maggioranza
dei casi, a diminuire.

I 14 casi esaminati si possono suddividere, in rapporto all’entitd del
processo rigenerativo, in tre gruppi:

nel 1° gruppo, costituito da 10 individui, si nota una rigenerazione mor-
fologica, interessante il lobo ottico, il toro semicircolare e la base della parte
destra del mesencefalo, assai notevole (Tav. I, figg. 3, 4, 5, 6).

In soli tre casi esaminati la forma del rigenerato si discosta, ma sempre
limitatamente, dalla morfologia normale per ipersviluppo del toro semicirco-
lare destro (Tav. I, fig. 4) che, talvolta, viene ad accollarsi allo strato ependi-
male della parte destra del tetto ottico, limitando cosi notevolmente il ventri-
colo mesencefalico.

Tuttavia, malgrado tali anomalie strutturali, anche quando queste, come
nella parte antero-mediana del mesencefalo, sono piuttosto notevoli, le cellule
del lobo ottico rigenerato non sono mai disposte caoticamente, ma si organiz-
zano a costituire strati cellulari il pit possibilmente allineati con quelli del
lobo ottico controlaterale.

Inoltre, si sono talvolta riscontrati piccoli ventricoli soprannumerari tap-
pezzati da ependima, spesso anche numerosi, non.comunicanti con la cavita
ventricolare principale.

Man mano che si procede verso la regione posteriore del mesencefalo, si
assiste ad un graduale miglioramento nella organizzazione della parte rigene-
rata, tanto che, nelle sezioni piti caudali, la forma del mesencefalo acquista
un aspetto del tutto regolare (Tav. I, figg. 5-6).

Nei rimanenti 7 casi, 'esame dei telencefali rigenerati, ha rivelato una
pressocché totale rigenerazione morfologica della parte asportata (Tav. I,
fig. 3). Ing4 individui il mesencefalo appare, a parte piccole distorsioni di forma
del tutto trascurabili, di aspetto normale (Tav. I, fig. 3); negli altri tre si ha
una completa restituzione della base, del toro semicircolare e della parte pit
laterale del tetto ottico; la parte pili mediale del tetto si mostra invece molto
assottigliata nelle sezioni interessanti la regione anteriore del mesencefalo;
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nelle sezioni piti caudali, lo spessore del tetto rigenerato & molto simile al
normale.

E stata studiata in particolare I'architettura cellulare del lobo ottico
destro e confrontata con quella del lato intatto. Nel tetto ottico degli Anfibi
Anuri, si nota una differenziazione molto notevole (P. Ramon “®, Gaupp “6),
Kollros #?, Capanna “®). Vi si possono distinguere essenmalmente 6 strati:

I) stmtum opticums, il pilt esterno, ¢ costituito da fibre del tratto ottico
che si distribuiscono sulla superficie dei lobi ottici. Questo strato, il cui spessore
¢ proporzionale alla grandezza degli occhi, & piuttosto esiguo nelle larve di
Xenopus allo stadio da me esaminato (51-52, sec. Nieuwkoop e Faber “49);

2) stratum fibrosum e griseum superficiale, costituito da vari stratidi
cellule e di fibre;

3) Stratum album centrale;

4) Stratum griseum centrale, di notevole spessore;

5) stratum medullare profundum, piuttosto esiguo ed infine, in prossi-
mita dell’ependima;

6) lo stratum griseum periventricolare.

L’esame comparativo della parte destra e sinistra del tetto ottico ha
dimostrato una pressocché perfetta corrispondenza della citoarchitettonica dei

Fig. 1. — Disegno alla camera lucida del mesencefalo di
Xenopus laevis dopo un mese dall’operazione (esperienza 5).

a = stratum fibrosum e griseum superficiale; & = stratum griseum centrale; ¢ = stratum
medullare profundum; & = stratum griseum periventricolare. Ingrandimento oo X.

due lati, anche per quanto riguarda lo spessore dei singoli strati (fig. 1). La
colorazione di Bodian eseguita su alcuni preparati, mi ha permesso di evi-
denziare, nella regione rigenerata, numerose fibre ottiche raggiungenti in gran
parte lo strato grigio e fibroso superficiale ed in parte gli strati sottostanti.

(4.5) P. RAMON Y CAJAL, Investigaciones de histologia comparada en los centros dpticos
de distintos Vertebrados, Tesi, pp. 21-26 (Zaragoza) 189o.

(46) E. GAUPP, Anatomie des Frosches, T. 11, pp. 52-68 (Braunschweig), 1899.

(47) J. KoLLROS, « J. Exp. Zool.» 123, 153 (1953).

(48) E. CAPANNA, «Rend. Acc. Naz. Lincei» (ser. VIII), 30, 292 (1961).
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Il 2° gruppo & costituito da due individui; essi mostrano una completa
rigenerazione della base del mesencefalo e del toro semicircolare destro,
ma presentano la parete del lobo ottico destro di spessore notevolmente infe-
riore rispetto al sinistro. Inoltre le cellule della parte rigenerata non si alli-
neano a costituire strati cellulari ordinatamente disposti, ma si mostrano am-
massate fra loro. La sostanza bianca si presenta molto ridotta in spessore.

I1 3° gruppo ¢ costituito da due individui aventi un mesencefalo di forma
del tutto aberrante. Anche la parte sinistra risulta notevolmente malformata,
cosi come la regione posteriore del diencefalo. Tuttavia la massa di tessuto
nervoso rigenerato ha un volume molto considerevole.

CONCLUSIONI E DISCUSSIONE.

I risultati esposti in questa breve Nota dimostrano come la capacita
rigenerativa del mesencefalo in larve di Xewopus laevis operate allo stadio
47-48 di asportazione dell’intera meta destra di questo segmento del neurasse
sia assai notevole. Infatti ben 12 dei 14 animali esaminati mostravano una
cospicua restituzione della parte asportata; in 8 individui la rigenerazione era
quasi completa ed in quattro, a parte piccole malformazioni del tutto tra-
scurabili, completa. Nei rimanenti due casi, anche se il rigenerato era di
forma aberrante, I'entitd del processo rigenerativo era considerevole. D’altra
parte 'insuccesso nel ristabilire 1’aspetto morfologico normale della regione
asportata, era dovuto all’inesattezza dell’operazione che aveva portato non
solo all’asportazione dell’intera parte destra, ma anche alla lesione della
regione sinistra del mesencefalo, nonché della parte caudale del diencefalo.
Dalla bibliografia risulta che Detwiler ®® ha ottenuto, dopo asportazione
unilaterale del mesencefalo ad embrioni di Amblystoma allo stadio di pieghe
neurali chiuse, una rigenerazione completa. Anche Piatt @¥, lavorando sul
medesimo materiale, ha osservato la ricostituzione della parte asportata in
un tutto simmetrico; solo le cellule costituenti il nucleo mesencefalico del V
erano assenti nella grande maggioranza dei casi. Tuttavia Crelin 4% ha preci-
sato che quando 'operazione di asportazione del tetto ottico destro era ese-
guita su embrioni a stadi pilt avanzati (stadio 40-46 di Harrison), si aveva
una rigenerazione di un tessuto disorganizzato non funzionante. Burns @9 e
Hahn @® hanno constatato una rigenerazione completa in embrioni di Ranra
pipiens allo stadio 13-16 di Shumway, dopo asportazione della parte destra
del mesencefalo.

Successivi studi di Terry 3% hanno confermato i risultati dei due prece-
denti Autori, ma hanno altresi dimostrato che quando I'operazione di aspor-
tazione del lobo ottico destro era eseguita a stadi embrionali successivi allo
stadio 21 o astadi larvali, non si aveva mai una rigenerazione notevole della
parte asportata. Solo quando I'operazione era limitata ad una parziale aspor-

(49) E.S. CrRELIN, «J. Exp. Zool.», 120, 547 (1952).
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tazione del lobo ottico destro i risultati erano migliori; tuttavia in nessun
caso si € avuto un lobo ottico paragonabile a quello del lato intatto.

Dall’esame dei dati bibliografici esposti e dalla considerazione che 1'ope-
razione da me eseguita interessa non solo il lobo ottico, ma I'intera parte destra
del mesencefalo, appare evidente come lo Xenopus abbia un potere rigenera-
tivo del sistema nervoso centrale fra i pitt notevoli, non solo rispetto agli altri
Anuri, ma anche rispetto agli Anfibi Urodeli.

Evidentemente mentre in Rana pipiens la capaciti rigenerativa si viene
gradualmente a perdere a partire dallo stadio embrionale 21, nello Xeropus
laevis tale proprietd viene pressocché interamente conservata anche negli
stadi larvali, almeno fino allo stadio 47-48.

Un ruolo molto importante nella ricostituzione della parte lesa, & senza
dubbio giocato dalle fibre provenienti dal tetto ottico che, come dimostrano
i preparati impregnati col protargolo, sono piuttosto numerose nella regione
rigenerata. Infatti, come risulta dagli studi di vari Autori fra cui (Burr 15,16
Barron ®9), le fibre provenienti da varie regioni del neurasse hanno una
primaria importanza nella differenziazione delle cellule nervose; (Kollros 47,
McMurray ®V) hanno osservato, come 'accrescimento delle fibre del tratto
ottico stimoli 'accrescimento e lo sviluppo dei lobi ottici.

E opportuno osservare che i dati fino ad ora in mio possesso mi permet-
tono di stabilire solo una rigenerazione morfologica generale della parte aspor-
tata; sara pertanto necessario un approfondito esame sia dei singoli fasci di
fibre che dei singoli neuroni della parte restituita per accertare se la rigenera-
zione si estende anche al livello istologico. In particolare sard interessante
verificare ’esistenza o meno, nel lato rigenerato, delle cellule mesencefaliche
del V che, secondo gli studi di Piatt @ in Amblystoma, hanno, come le cellule
di Mauthner (Detwiler @V, negli Urodeli, Stefanelli 19, negli Anuri), una de-
terminazione molto precoce.

SPIEGAZIONE DELLA TAVOLA I

Fig. 1. — Controllo dell’operazione di asportazione dell’intera metd destra del mesence-
falo. Larva di Xewopus laevis allo stadio 47 sec. Niewkoop e Faber.

Fig. — Sezione trasversale del mesencefalo di una larva normale allo stadio 52 sec. Nieuw-
koop e Faber.

Fig. 3. — Rigenerazione totale della parte desta del mesencefalo in larva di Xeho;&u& lacvis
dopo un mese dall’operazione (esperienza 5).

Fig. 4. — Rigenerazione della parte destra del mesencefalo dopo un mese dall’operazione
(esperienza 9).

Figg. 5-6. - Rigenerazione della parte destra del mesencefalo dopo 20 giorni dall’operazione
(esperienza 2).
Ogni divisione principale della scala 50 w.
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