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SEZIONE III

(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Biologia. — Zjfetti della colchicina e della tiroxina sulla loca-
lizzazione delle mitosi nel neurasse in sviluppo degli Anfibi anwuri®.
Nota di Giorc1o M. Barroni, presentata ™ dal Socio A. STEFANELLI.

SUMMARY. — After administration of colchicine and thyroxine to young toad tadpoles,
an increase of the extraventricular mitoses in the CNS is seen: it means that both drugs affect
the ventricular migration of dividing cells. The increase of the extraventricular mitoses being
independent of the mitotic ratio and of the nervous differentiation, it is inferred that the
ventricular migration in the developing nervous system is produced by the modification of
the cytoplasmic viscosity, Z.e. by intrinsic cellular events.

In una precedente Nota [1] ho verificato che nel sistema nervoso centrale
degli Anfibi in sviluppo le mitosi extraventricolari (o subependimali) sono
eventi rari, ma costanti, i quali non modificano la loro frequenza percentuale
fino alla metamorfosi; se ne ¢ dedotto che il progressivo differenziamento del
tessuto nervoso e le variazioni dell’attivita mitotica nei singoli stadi di sviluppo
esaminati non ostacolano la migrazione verso il ventricolo delle cellule in
procinto di dividersi; ¢ stato anche visto che la frequenza delle mitosi extra-
ventricolari diversifica tra le varie specie di Anfibi (da 3,5 a 6 %,) indipen-
dentemente da affinitd filetiche o ecologiche.

In questa Nota espongo i risultati ottenuti da tentativi intesi a modi-
ficare la frequenza delle mitosi extraventricolari, nell'intento di chiarire il
significato della migrazione ventricolare; tali risultati sono stati ottenuti per
effetto di trattamenti con un alcaloide e con un ormone.

L’alcaloide ¢ stato scelto poiché, da alcuni spunti bibliografici, risulta
che la colchigina, somministrata ad animali in sviluppo, provoca un aumento
di mitosi tra le cellule del grigio mantellare (Watterson e# a/. nel Pollo [2],
Shell nella Rana [3]) e che la massima accentuazione del fenomeno si verifica
alla quarta ora del trattamento (Bryans [4] e Wenger ef a/. [5] nel Ratto).
L’ormone tiroideo ¢ stato scelto poiché in precedenti osservazioni, condotte
per analizzare l'influenza della tiroxina sull’attivith proliferativa del tessuto
nervoso, ho verificato che: «le mitosi extraventricolari aumentano gia al
secondo giorno di trattamento e divengono progressivamente pilt numerose

(*¥) Lavoro eseguito nell’Istituto di Anatomia comparata dell’Universitdh di Modena,
Via Berengario 14, 41100-Modena.
(**) Nella seduta dell’r1 aprile 1970.
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fino al termine dell’esperienza..., quando la densitd mitotica dell’epitelio
ventricolare declina» [6] (p. 265).

Da uova deposte da una femmina di rospo (Bufo bufo L.) ho separato
due lotti di girini all'inizio del periodo larvale (a stadio I sec. Rossi [7]); uno
diessi ¢ stato trattato con colchicina Mer£ diluita (5- 10~%) nel mezzo di cultura;
dopo quattro ore gli animali trattati ed i controlli sono stati fissati in liquido
di Sanfelice; inclusi in celloidina—paraffina, essi sono stati affettati in serie tra-
sversali a 7 di spessore e quindi colorati con emallume di Mayer ed eosina @,
Dopo aver riscontrato che le frequenze delle mitosi extraventricolari dei
controlli erano in buon accordo con quelle verificate nella precedente Nota
allo stesso stadio [1] e che quella dei singoli esemplari del lotto trattato pre-
sentano oscillazioni entro limiti accettabili (+ 3 in campioni di 50 mitosi),
ho scelto un animale per ogni lotto e su di esso ho eseguito un accurato
esame del midollo spinale. La localizzazione delle mitosi negli animali trattati
con tiroxina ¢ stata accertata utilizzando le serie istologiche gia in mio possesso
(girini di rospo trattati a stadio I con tiroxina Rocke 51077 e fissati in liquido
di Sanfelice nei cinque giorni successivi; sezionati a 7 . di spessore e colorati
in emallume-eosina o trattati con il metodo di Feulgen); rimando ai prece-
denti lavori per maggiori ragguagli tecnici [6, 8, 9]; in questo caso i computi
sono stati eseguiti sull’intiero neurasse, escludendo perd di proposito le zone
dell’encefalo oblique o parallele al piano di taglio (norma trasversale).

I risultati confermano che il trattamento con colchicina in Anfibi influenza
le mitosi extraventricolari del midollo spinale, la cui frequenza risulta piu
che triplicata dopo quattro ore di trattamento; l'elaborazione statistica dei
dati dimostra che I'aumento di mitosi extraventricolari & significativo. E
noto che la colchicina & un veleno mitotico che blocca le cellule in divisione
allo stadio di metafase; pertanto la prima ipotesi che sorge ¢ quella che riter-
rebbe le mitosi extraventricolari effetto dell’affollamento delle mitosi ventri-
colari; cio impedirebbe ad un numero sempre maggiore di cellule in divisione
di raggiungere l'epitelio ventricolare. Questa supposizione, perd, & in contrasto
‘con I'evidenza morfologica: ad esempio nel midollo spinale degli animali
trattati I’affollamento di mitosi ventricolari non risulta molto maggiore (fig. 2)
che nei controlli (fig. 1) e comunque esso & tale da escludere l'ipotesi di
un impedimento per la migrazione ventricolore; inoltre recenti osservazioni
sulla localizzazione delle mitosi nel neurasse in sviluppo degli Anfibi hanno
documentato che la frequenza delle mitosi extraventricolari non ¢ influenzata
dalle variazioni delle densita mitotiche [1] neppure in zone di massima den-
sita, come nell’abbozzo cerebellare di Rospo al termine del periodo larvale.
Ne consegue che bisogna ricorrere ad un’altra ipotesi. Ricordo in proposito
che alcuni dati ottenuti da culture di tessuti zz vitro (Stilfelt [10], Vasiliev
et al. [11]) dimostrano che la colchicina rallenta la motilitd cellulare e che
cio siverifica a causa dell’aumento della viscosita citoplasmatica (Savell [12]),

(4) Ringrazio vivamente il dott. G. Nubile per I'aiuto prezioso.
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nonostante sia stato verificato di recente che I’alcaloide provoca la degene-
razione di microtubuli citoplasmatici e desmosomiali, la quale alla lunga con-
duce alla dissociazione del tubo neurale (Handel [13]). Pertanto alla luce delle
attuali cognizioni l'ipotesi pili soddisfacente ¢ quella che interpreta I'aumento
delle mitosi extraventricolari prodotto dalla colchicina come dovuto al rallen-
tamento della migrazione ventricolare per effetto delle modificazioni di viscositi
del citoplasma cellulare.

TABELLA 1.
o Mitosi Frequenza
velll\;[rlit(?jllari extra Diff.  op p.
ventricolari | 9 G
Colchicina:
trattati . . . . . . . . . 400 100 20 41,8
14 -+ 2,1 > 0,01
controlli (st. I) . . . . 470 30 6 41,0
Tiroxina:
6 4+1,8| >o0,01
al 3° giorno . . . . . 351 46 12 41,4
12 42,2 > 0,01
al 5° giorno . . . . . 460 147 24 +1,7
18,34+ 1,9 | >o0,01
controlli (st. XII) . . . 682 40 5,8+ 0,9

Il trattamento con forti dosi di tiroxina provoca un aumento delle mitosi
extraventricolari; i risultati ottenuti (ved.Tabella I) precisano che dopo tre
giorni dall’inizio del trattamento con ormone la frequenza delle mitosi extra-
ventricolari ¢ raddoppiata (12 %,) rispetto ai controlli (6 %) e che al termine
dell’esperienza (al quinto giorno) essa ¢ ulteriormente duplicata (24 %,) dive-
nendo quadrupla rispetto ai controlli sia a pari etd (6 %) che a stadio di sviluppo
simile (5,8 9% a st. XII). L’elaborazione statistica dei dati dimostra che
Paumento percentuale delle mitosi extraventricolari diviene significativo
al terzo giorno del trattamento, quando ¢ raggiunto 'acme della attivitd
mitotica; un ulteriore aumento significativo di mitosi extraventricolari si
verifica tra il terzo e quinto giorno del trattamento, ma quando ’attivitd mito-
tica nel sistema nervoso degli animali trattati con ormone & in declino [6, 9].
Questi risultati confermano le precedenti osservazioni [6] basate su impressioni
visive. Giova ribadire che I'aumento di mitosi extraventricolari al quinto
giorno, quando lattivita mitotica ¢ in declino, conferma I'indipendenza delle
frequenze di mitosi extraventricolari dalle variazioni di densitid mitotica [1].
L’esame morfologico del midollo spinale negli animali al termine dell’espe-
rienza (quinto giorno), inoltre, mette in evidenza che, a differenza dei controlli,
una gran parte delle mitosi extraventricolari (circa il 30 9,) & localizzata verso
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la superficie del grigio mantellare (fig. 3), specie in corrispondenza della piastra
alare (fig. 4). Inoltre in questa sede sono presenti, con una certa regolarita,
mitosi di dimensioni inferiori (6,5 p di diametro) a quelle ventricolari (8 w);
quest’ultima osservazione potrebbe confermare lipotesi di Pesetsky [14]
secondo la quale 'ormone tiroideo all’epoca della metamorfosi stimolerebbe
la proliferazione ependimo-gliare; va perd tenuto presente che negli Anuri
metamorfosati continuano a formarsi nuove cellule nervose, com’¢ stato
dimostrato dal tardivo differenziamento dei neuroni del V paio di nervi
cranici (Kollros e McMurray [15]) e del cervelletto [16], e dalla persistenza
di mitosi di dimensioni normali nell’epitelio ventricolare degli animali gia
metamorfosati [17].

L’interpretazione dell’aumento di mitosi extraventricolari per effetto
dell’ormone tiroideo potrebbe essere individuata nel notorio stimolo del
differenziamento nervoso che si verifica in tutti i Vertebrati [18]: in tal caso
la migrazione ventricolare delle cellule nervose in divisione sarebbe ostacolata
dallo sviluppo del neuropilo, dei desmosomi e delle sinapsi. Questa suppo-
sizione, perd, non risulta verosimile poiché il differenziamento del midollo
spinale degli animali al termine del trattamento (fig. 3) risulta inferiore a
quello dei controlli in metamorfosi (fig. 5), nei quali (va sottolineato) la
migrazione ventricolare continua con la frequenza che aveva all’inizio del
periodo larvale (ved.TabellaI). I dati fisiologici sulla metamorfosi non portano
lumi in merito, poiché trattano delle modificazioni enzimatiche generali o
di quelle legate al cambiamento del tipo di alimentazione, di catabolismo
azotato e di pigmento visivo [18, 19]. Il controllo dell’ormone tiroideo sul
metabolismo idrico degli Anfibi metamorfosati, verificato da Matty e Green
[20], & un fenomeno variabile che pud mancare [21], comunque non si sa
se esso sia mediato da ormoni corticosteroidi [22] o ipofisari [23]. I risultati
ottenuti sulle culture iz vitro non accennano a modificazioni della motilita
cellulare per effetto della tiroxina [24], ma segnalano il rallentamento delle
fasi cariocinetiche (Haam e Cappel [24]); ritengo che questo rallentamento
pud spiegare l'aumento di frequenza delle mitosi extraventricolari solo se
si ammetta che sia accompagnato da diminuzione della motilitd. La conferma
di tale supposizione emerge anche da una serie di considerazioni morfologiche.
Va infatti tenuto presente che negli Anuri in metamorfosi si verifica una disi-
dratazione dei tessuti; ritengo che essa sia provocata non solo dalla corneifi-
cazione dello strato superficiale dell’epidermide (Adolph [25]), ma anche dal
riassorbimento dalle branchie e dalle modificazioni dell'intestino: tutti questi
fenomeni provocano una drastica riduzione delle superfici che assorbono
lacqua mentre la filtrazione glomerulare del rene larvale prosegue, perché
il differenziamento dei tubuli renali ¢ completo solo un mese dopo la meta-
morfosi - [26]. L’azione della tiroxina, producendo un aumento di RNA-
nucleotidi per la formazione di nuove proteine [27], stimola i processi de-
generativi e differenziativi della metamorfosi: mentre i primi si realizzano
rapidamente, i secondi, invece, al termine dell’esperienza sono incompleti e
risultano arretrati rispetto ad animali di controllo a stadio simile [8, 18].
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L’osservazione morfologica degli animali trattati, infatti, mette in evidenza
che il riassorbimento delle branchie & compiuto, la corneificazione dell’epi-
dermide e le modificazioni dell’intestino sono avanzate, ma la. morfologia
del rene ¢ simile a quella dei girini all’inizio della prometamorfosi: ne conse-
gue che gli animali trattati vanno incontro ad una disidratazione pili grave
di quella transitoria che si verifica nella normale metamorfosi; ¢ vero che
tale disidratazione si effettua per la mobilitazione dei liquidi intercellulari,
ma cio richiama acqua dalle cellule provocando un aumento della loro
viscosita.

CONCLUDENDO: l'azione dell’alcaloide e dell’ormone sulla localizzazione
delle mitosi nel sistema nervoso centrale degli Anfibi anuri in sviluppo si
esprime nell’aumento di frequenza delle mitosi extraventricolari; cio significa
che un numero maggiore di cellule in mitosi non riesce a raggiungere 'epitelio
ventricolare; alla luce delle attuali cognizioni si ritiene che l'ostacolo alla
migrazione ventricolare sia rappresentato dalle modificazioni di viscosita
citoplasmatica delle cellule in mitosi.
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Aspetto del midollo spinale in giovani larve di Rospo (st. 1) normali (i), dopo quattro
ore di trattamento con colchicina (2), dopo cinque giorni di trattamento con tiroxina
(3 e 4-particolare ingrandito) ed in larve di controllo (5) in metamorfosi (st. XII).

Ogni intervallo delle scale in calce = io ft. Foto i e 2, 3 e 5 agli stessi ingrandimenti.



