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Biologia. — Fenomeni rigenerativi del mesencefalo in adulti di 
Xenopus ■ laevis(,). N o ta0  di S ergio  F iloni e C arlos O b e r ti, 
presentata dal Socio A. S t e fa n e l l i.

SUM MARY. — A dult specimens of Xenopus laevis (Daudin) were operated by  unilateral 
ablation of the tectum  opticum  and their m idbrain was exam ined 1 to 7 m onths afterwards.

The following conclusions were draw n from the results:
1) The regeneration takes place from undifferentiated cells located in the ependymal 

layer of the controlatéral tectum  opticum rather than  from the ependym a of the homolateral 
torus semicircularis.

2) The new formed elements line to the regenerated meninx and, by  m ultiplication 
and migration, they close the mesencephalic ventricle. W hen this contact with the meninx is 
not established, the ependym al layer folds itself and forms soprannum erary ventricles.

3) A fterwards, newly formed fibres reach the restituted area. A t the same time the 
regenerated elements start to differentiate and migrate towards the periphery. Thus, 7 months 
after the operation the regenerated structure is constituted of white m atter, differentiated 
neurons and ependym a. Nevertheless, the restitutive process is not yet at an  end, as is de­
m onstrated by the mitoses still present in the tissue.

Introduzione.

I risultati delle numerose ricerche sulla rigenerazione del sistema nervoso 
centrale degli Anfibi, hanno chiaram ente dim ostrato che in generale la capa­
cità rigenerativa, elevata negli stadi em brionali precoci, e, seppure in m inor 
grado in quelli larvali, si riduce sensibilmente con il completo sviluppo dell’in­
dividuo.

Infatti il potere rigenerativo dell’adulto è confinato al livello del midollo 
spinale dove è stata accertata una rigenerazione molto notevole negli Urodeli 
(fra gli altri, Stefanelli e C apriata, 1943 Id]; Stefanelli e Cervi, 1946 [2]; 
P iatt, 1955 [3]; Kirsche, 1956 [4]; W inkelm ann, 1963 [5]; Biancani e M arini, 
1963 [6] e, in m inor grado, negli A nuri (P iatt e Piatt, 1958 [7]; Schönheit, 
19Ö5 [8]), m entre è molto lim itato al livello delle varie regioni encefaliche 
(Weissfeiler, 1924 [9], 1925 [io]; Sibbing, 1953 [11 ]; P iatt, 1955 [3]; Srebro, 
1965 [12]; Lom bardo, 1966 [13]).

Recentem ente uno di noi (Filoni, 1964 a [14] e segg.), ha intrapreso uno 
studio sulla capacità rigenerativa delle varie regioni encefaliche in larve di 
Anuri. In particolare ha ottenuto una notevole rigenerazione del mesencefalo 
in larve di Xenopus laevis operate allo stadio 47-48 (sec. Nieuwkoop e F a­
ber [15]), di asportazione unilaterale di questo settore del neurasse. Tale (*) (**)

(*) Ricerca eseguita nel centro di Neuroembriologia del C .N .R ., presso l’Istituto di 
A natom ia C om parata « G. B. Grassi » dell’U niversità di Roma.

(**) Pervenuta all’Accademia il 26 luglio 1968.
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potere rigenerativo, che porta nella m aggioranza dei casi ad una restituzione 
pressocché perfetta della parte asportata anche da un punto di vista istologico 
e funzionale (Filoni, 1964 b [16]; 1965 a [17]; 1965 b [18]), si è rivelato 
notevolm ente superiore non solo in confronto ad altri A nuri (Terry, 1956 [19]), 
m a anche rispetto agli Urodeli (Crelin, 1952 [20]).

D ata  la particolare capacità rigenerativa del mesencefalo in Xenopus 
laevts allo stadio larvale, nel presente studio abbiam o voluto analizzare in 
quale grado il potere rigenerativo perduri in individui a sviluppo ed accre­
scimento com pletam ente ultim ato, dopo estese asportazioni degli strati del 
tetto.

Materiale e metodo.

Sono stati operati complessivamente venticinque individui adulti di 
Xenopus laevis (di sesso maschile), anestetizzati con M. S. 222 alla concen­
trazione di i : 1000.

Previa apertura del cranio m ediante trapanazione, eseguita con tu tti 
gli accorgimenti necessari per evitare il riscaldam ento dell’osso, si proce­
deva alla asportazione unilaterale del tetto ottico m ediante aspirazione con 
una pipetta collegata ad una pom pa peristaltica. L ’operazione era eseguita 
al binoculare da dissezione. L ’em orragia veniva arrestata con Spongostan <D 
(spugna di gelatina di ottim a tolleranza). Dopo suturazione la ferita era 
ricoperta con una soluzione densa di collodio. Gli animali operati venivano 
quindi trasferiti in una capace vasca con acqua corrente m antenuta a bas­
sissimo livello fino alla completa rim arginazione della ferita. L ’allevamento 
successivo era eseguito in una capace vasca di acquario. L a maggior parte 
degli interventi fu effettuata fra luglio e settembre;, nei mesi invernali la tem ­
peratu ra de ll’acqua veniva m antenuta f r a i  20 e i 22°C. Gli animali erano 
abbondantem ente nutriti con carne trita ta  e Tubifex.

Gli individui operati non presentavano un com portam ento sostanzial­
m ente diverso da quelli di controllo; si nutrivano spontaneam ente ed erano 
anche in grado di riprodursi. Nei casi in cui si sono osservate anomalie della 
Datazione dovute a m ancata coordinazione di movimenti, si rilevavano alla 
dissezione lesioni diencefaliche, della base del telencefalo e talora del cervel­
letto! Periodicam ente e subito prim a di essere sacrificati, gli anim ali erano 
sottoposti al test di Stone (i944 [21}, 1948 [22]) allo scopo di accertare il 
grado di funzionalità del tetto mesencefalico. Gli animali venivano uccisi, 
m ediante decapitazione, ad intervalli varianti da venti giorni a sette mesi 
dopo l’operazione. Gli encefali erano fissati per la maggior parte in Bouin, 
alcuni in Zenker o form alina neutra. Le sezioni sedate di io  p, di spessore 
sono; state colorate con Em allum e-eosina, Fast blue-cresil violet, M allo ry - 
Azadi, Spielmayer, Feulgen o im pregnati con il metodo di Bodian. T re ence-

(1) Fabbricato dalla Ferrosan M edicinalfabrik, Copenhagen.

8. —  R E N D IC O N T I 1968, Vol. XLV, fase. 1-2.
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fali sono stati im pregnati con il metodo di Golgi. L ’esame istofotometrico dei 
p reparati colorati con la Feulgen è stato eseguito con l’apparecchio modello 
Lison.

Descrizione dei risultati.

Il processo rigenerativo susseguente a questo tipo di operazione è estre­
m am ente lento ed in generale l’area rigenerata è molto esigua. T u ttav ia  la 
lentezza con cui procede la rigenerazione ci ha permesso di m ettere in evidenza 
alcuni interessanti meccanismi morfogenetici.

L a chiusura del ventricolo mesencefalico, dovuta subito dopo l’inter­
vento alla formazione di un coagulo sanguigno, viene effettuata, m an m ano 
che quest’ultim o si va riassorbendo, dal tessuto connettivo cicatriziale le 
cui fibre si insinuano tra  gli interstizi dello Spongostan, utile substrato per 
le fibre stesse (Tav. I, fig. 1). Successivamente o contem poraneam ente inizia 
la rigenerazione della pia m adre in genere a partire dal lobo ottico rim asto 
intatto  (Tav. I, fig. 2; Tav. II, fig. 2).

Questa prim a fase è molto lunga e, quando l’asportazione è notevolm ente 
estesa il processo rigenerativo rim ane a questo stadio anche dopo un mese 
dall’operazione. NeH’ependim a residuo si osservano numerose mitosi. Nei casi 
in cui l’operazione è lim itata all’asportazione unilaterale del tetto ottico, si 
osserva una moltiplicazione e migrazione degli elementi ependim ali della 
regione controlaterale, che, dopo aver ricoperto la superficie di taglio del 
lobo ottico intatto  (Tav. I, fig. 1; Tav. II, fig. 4), si accollano alla pia m adre 
e si portano verso il toro semicircolare del lato operato fino a ristabilire la con­
tinu ità  dell’ependim a del ventricolo mesencefalico (Tav. I, fig. 2; Tav. II, fig. 2).

Nella regione lesa, l’ependim a del toro semicircolare non ricopre mai 
la superficie di taglio (Tav. I, fig. 1). Solo in un caso si è, osservata una 
proliferazione dell’ependim a in questa regione che peraltro era di m odesta 
entità, tanto  che Tependim a non riusciva a raggiungere la meninge e si 
richiudeva su se stesso determ inando la formazione di un ventricolo sopran­
num erario (Tav. II, fig. 3).

Come è desumibile dalla fig. 3, Tav. I, la m igrazione di elementi situati 
nello strato  ependim ale verso la superficie di resezione del lobo ottico residuo 
porta come risultato alla formazione di un  ventricolo mesencefalico molto 
più esteso che nel controllo. La chiusura del ventricolo inizia nella m aggioranza 
dei casi nella regione più caudale della zona di asportazione e sette mesi dopo 
l’operazione è ancora incompleto nelle altre parti.

Nel tentativo di chiudere il ventricolo mesencefalico, talora l’ependim a, 
probabilm ente in seguito ad esagerata attiv ità proliferativa, form a delle pro- 
tusioni oppure, ripiegandosi più volte su sè stesso, determ ina la formazione 
di ventricoli soprannum erari; talora form a invaginazioni poco profonde che 
poi si chiudono su se stesse (Tav. II, fig. 1, fig. 3).

Le cellule della regione in via di rigenerazione hanno un aspetto di ele­
m enti m igranti con nucleo fusiforme molto allungato con asse maggiore
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generalm ente disposto in senso perpendicolare alla superficie ventricolare 
(Tav. I, fig. 5). La morfologia del nucleo è quella tipica di elementi indiffe­
renziati, la crom atina è diffusa in tu tto  il nucleo sotto forma di finissimi 
granuli.

U n fatto molto interessante è che la migrazione di elementi ependim ali 
sulla superficie di taglio del lobo ottico residuo determ ina un rim odellam ento 
dei vari strati del tetto che si orientano tu tti parallelam ente all’ependim a 
neoformato (Tav. II, fig. 4).

Pertanto nelle prim e fasi del processo rigenerativo, l’area rigenerata 
appare costituita esclusivam ente da elementi indifferenziati disposti in più 
strati accollati alla meninge. In  una fase successiva, tale regione viene rag ­
giunta da fibre rigenerate che si estendono sulla sua superficie. Nelle aree in 
cui l’ependim a, ripiegandosi, determ ina quelle protusioni ed invaginazioni già 
descritte, si osserva una profusa penetrazione di fibre neoform ate (Tav. II, 
fig. 6).

Contem poraneam ente dagli strati costituiti da elementi indifferenziati 
si staccano cellule che m igrano verso la periferia (Tav. I, fig. 4). Lo studio 
del nucleo dim ostra che questi elementi perdono l’aspetto di neuroblasti per 
assumere quello di elementi a vario grado di differenziamento istologico, i 
più periferici essendo in generale i più differenziati. Dopo sette mesi dall’ope­
razione il rigenerato è quindi costituito da sostanza bianca, elementi diffe­
renziati, ependim a. Le cellule differenziate tu ttav ia  non hanno una disposi­
zione a strati m a sono caoticam ente disposte (Tav. I, fig. 4). T alora nel rige­
nerato si riscontrano ventricoli soprannum erari non com unicanti con la cavità 
ventricolare principale (Tav. II, figg. 5,6). Si osservano ancora mitosi non solo 
nell’area rigenerata m a anche nell’ependim a del lato intatto (Tav. I, fig. 6).

L ’esame microfotometrico deH’ependim a dell’area rigenerante ha dim o­
strato un  più alto contenuto di DNA rispetto all’ependim a norm ale poiché 
i valori medi della densità ottica dei nuclei neoform ati sono risultati signifi­
cativam ente più elevati dei controlli. Tali dati, estesi ad un m aggior num ero 
di casi, saranno oggetto di una prossima pubblicazione.

I risultati del test di Stone, da un lato non hanno mai messo in evidenza 
un recupero funzionale del lobo ottico in via di rigenerazione e dall’altro hanno 
dimoÿtrato la corrispondenza fra integrità morfologica del lobo ottico con­
trolaterale e risposta m otoria riflessa. Quando infatti l’operazione com portava 
anche varie lesioni al lobo ottico controlaterale e al diencefalo, la risposta 
mqtoria era proporzionale all’entità dell’asportazione.

D iscussione.

li dati riportati nella presente ricerca dim ostrano che la capacità rigene­
ra tiv i del mesencefalo in individui adulti di Xenopus laevis è molto lim itata, 
contrariam ente a quanto avviene negli stadi larvali.

L a parte rigenerata, costituita da fibre, scarse cellule differenziate ed 
ependim a, non m ostra alcuna precisa organizzazione morfologica dei suoi

8*
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elementi; il processo rigenerativo procede con estrem a lentezza e dopo sette 
mesi dalla operazione non è ancora term inato, come è dim ostrato dall’attiv ità 
m itotica ancora in atto. T uttavia, m algrado la rigenerazione sia solo parziale, 
entrano in atto processi morfogenetici restitutivi molto simili a quelli che 
intervengono nelle prim e fasi della rigenerazione della larva (Filoni non 
pubblicato).

L a prim a fase del processo rigenerativo si attua grazie ad una inusitata 
attiv ità m oltiplicativa e m igratoria degli elementi ependim ali che porta ad 
una graduale chiusura del ventricolo mesencefalico. In  questo processo ini­
ziale un ruolo im portante è svolto dalla pia m adre che, ricoprendo la super­
ficie cruenta, m entre da un lato fornisce la condizione per lo sviluppo di una 
rete vascolare, dall’altro viene a costituire una superficie di contatto per 
l’ependim a neoformato. Tale rapporto fra meninge ed ependim a, sperim ental­
m ente determ inato, perm ette la chiusura del ventricolo mesencefalico.

E interessante osservare che in tu tti i casi esaminati, gli elementi cellulari 
cui si deve la costituzione della nuova parete ventricolare, vengono mobili­
tati dall’ependim a del tetto ottico controlaterale e mai dal toro semicircolare 
del lato operato. Q uindi la graduale chiusura del ventricolo avviene in senso 
dorsoventrale e mai viceversa. Ciò dim ostra la maggiore attiv ità degli elementi 
ependim ali del tetto ottico rispetto a quelli del toro semicircolare e spiega 
anche perché, quando l’operazione interessa entram bi i lobi ottici, la rigene­
razione sia lim itata alla ricostituzione della meninge.

Gli elementi cellulari provenienti dallo strato ependim ale del lobo ottico 
residuo, hanno il tipico aspetto di elementi indifferenziati e presentano un 
nucleo con un alto contenuto di DNA.

L ’im portanza dell’ependim a nei fenomeni rigenerativi del midollo spinale 
della larva e dell’adulto di A nuri ed Urodeli è stata chiaram ente dim ostrata 
da Stefanelli e coll. (1944, [1]; 1946, [2]; 1950, [23]). Secondo questo Autore, 
la rigenerazione di tale settore del neurasse è dovuta ad elementi situati nello 
strato ependimale, denom inati a determ inazione tardiva, che conservano 
carattere em brionale anche nell’adulto e che si determ inano e differenziano 
sotto lo stimolo regolativo.

Le osservazioni del presente studio unite a quelle di altri Autori (Srebro, 
1965 [13]; Lom bardo, 1966, [14]), dim ostrano che la m obilitazione di ele­
m enti situati nello strato ependimale è un fenomeno generale poiché rappre­
senta un meccanismo morfogenetico fondam entale che entra in atto non solo 
nella rigenerazione del midollo spinale m a anche in quella delle varie regioni 
encefaliche. L a assai minore rigenerazione del mesencefalo nell’adulto di 
Xenopus laevis rispetto alla larva, può essere spiegata am m ettendo che m an 
m ano che procede l’accrescimento e lo sviluppo dell’ individuo, si ha un 
graduale differenziamento degli elementi situati nell’ependim a. Si può per­
tanto  ritenere che nell’adulto il num ero degli elementi indeterm inati e pertanto 
capaci di entrare in attività cariocinetica durante i fenomeni rigenerativi, 
sia molto limitato. Ciò spiega anche perché la rigenerazione nell’adulto pro­
ceda con estrem a lentezza.
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L ’esiguità della rigenerazione del mesencefalo in adulti di Xenopus laevis, 
è anche dim ostrata dalla prova fisiologica che non ha mai rivelato un ritorno 
della capacità m otoria riflessa in seguito a stimolazione visiva. Tale test non 
è definitivo ed è necessario uno studio accurato dei potenziali evocati.

Conclusioni.

In conclusione si può affermare che la rigenerazione del mesencefalo di 
Xenopus laevis adulti è molto più limitata rispetto alla larva e non porta 
mai ad una restituzione completa della parte asportata. T uttav ia  si osservano 
complessi fenomeni rigenerativi a carico del lobo ottico residuo che se non 
portano alla formazione di una stru ttu ra paragonabile a quella del tetto 
ottico, consentono tu ttav ia  la chiusura del ventricolo mesencefalico ad opera 
di una parete neoform ata costituita da ependima, neuroni differenziati, fibre 
rigenerate.

Gli AA. ringraziano il Signor Fulvio Biocca, allievo interno, per l’aiuto 
tecnico neirallestim ento delle microfotografie.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I - I I

Tavola I.

Fig. i . -  Asportazione tetto ottico destro dopo 60 gg. dalVoperazione. Il ventricolo è chiuso 
da tessuto connettivo cicatriziale. L ’ependim a ricopre la superficie cruenta del lobo 
ottico residuo.

Fig. 2. -  Asportazione del tetto ottico destro dopo 120 gg. E lem enti ependimali migrano 
verso il toro semicircolare e ristabiliscono la continuità dello strato ependimale.

Fig. 3. -  Asportazione del tetto ottico destro dopo 210 gg. La migrazione di elementi ependimali 
sulla superficie di resezione del lobo ottico residuo determ ina un enorme ampliam ento 
del lume ventricolare.

Fig. 4. -  Particolare della fig. 3. Dallo strato ependim ale si staccano elementi a vario grado 
di differenziamento.

Fig. 5. -  Particolare dell’area rigenerante dopo 140 gg. Le cellule hanno il tipico aspetto 
di elementi m igranti con nucleo fortemente allungato.

Fig. 6. -  Dopo 210 gg. da ll’operazione si notano ancora mitosi.

Ogni divisione della scala al piede delle microfotografie 50 p,.

Tavola II.

Fig. i. -  Asportazione tetto ottico destro dopo 140 gg. Protusione dovuta ad iperproliferazione 
dell’ependim a del lobo ottico sinistro.

Fig. 2. -  Particolare della fig. 2, Tav. I. La chiusura del ventricolo mesencefalico è com­
pletata. N otare la meninge rigenerata.

Fig- 3- — Asportazione del tetto ottico destro dopo go gg. Solo in questo caso l’ependim a del 
toro semicircolare omolaterale prolifera; tu ttav ia  non raggiunge la meninge e si richiude 
su se stesso.

Fig. 4. -  Asportazione del tetto ottico sinistro dopo 140 gg. L ’ependim a ricopre la superficie 
di taglio. Gli stra ti del tetto si orientano parallelam ente all’ependim a neoformato.

Figg- 5*~6. -  Asportazione del tetto ottico destro dopo 140 gg. Si sono form ati ventricoli sopran­
num erari. L ’area rigenerata viene raggiunta da fibre neoformate (fig. 6).

Ogni suddivisione della scala al piede delle .microfotografie 50 p,.
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