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S. F i l o n i  e V . MARGOTTA, Studio della capacità rigenerativa, ecc.[1 9] ISI

Biologia. — Studio della capacità rigenerativa del sistema nervoso 
centrale negli A nfib i anuri in relazione con lo stadio di sviluppo. II. 
Osservazioni sulla rigenerazione del lobo ottico dello Xenopus laevis 
(D audin ) dopo la metamorfosi (#). Nota di S e r g i o  F i l o n i  e V i t o  

M a r g o t t a ,  presentata (**} dal Socio A. S t e f a n e l l i .

SUMMARY. — The regenerative power of the optic lobe was studied in 70 young m eta
morphosed specimens of Xenopus laevis.

The experim ental anim als were grouped as follows:

Group I: more than  80% of the volume of the optic lobe was removed.
Group II: 30% to 50% of the volume of the optic lobe was ablated.
Group III: less than  30% of the optic lobe was ablated.

The results showed than  the regenerative capacity of the m idbrain in m etamorphosed 
specimens is very low. Only when the ablation of the optic lobe was inferior to 30% (Group 
III), the regeneration of num erous neurons and fibres was observed. Nevertheless the 
structure of the regenerated part was aberrant. In  Groups I and II the regeneration of the 
optic lobe was always abortive or entirely lacking.

I dati riguardanti le capacità rigenerative del sistema nervoso centrale 
degli em brioni degli Anfibi anuri dim ostrano chiaram ente che con il proce
dere dello sviluppo em brionale si ha una graduale dim inuzione del potere 
rigenerativo.

Al contrario, almeno per quanto concerne la rigenerazione a livello del
l’encefalo, le ricerche fino ad ora eseguite negli stadi larvali e dopo la m eta
morfosi non consentono di tra rre  una conclusione definitiva sull’andam ento 
delle capacità rigenerative delle varie regioni encefaliche degli Anfibi anuri 
dopo la fine del periodo em brionale.

T erry  (1956) in uno studio sulla rigenerazione del mesencefalo di em brioni 
e larve di R ana p ip ien s , sottoposte ad asportazione unilaterale, ha osservato 
che dopo lo stadio em brionale 21 (see. Shumway, 1940) era possibile otte
nere solo una rigenerazione parziale della parte asportata. T u ttav ia  dai suoi 
dati non risulta che con il procedere dello sviluppo larvale vi sia una dim i
nuzione delle capacità rigenerative: una parziale rigenerazione del lobo ottico 
destro è stata* riscontrata sia in stadi larvali precoci che in quelli tard iv i (dallo 
stadio I I I  allo stadio XV, see. T aylor e Kollros, 1946).

Al contrario i prim i dati ottenuti da uno di noi (Filoni, 1968 b) in X enopus  
laevis hanno dim ostrato che la notevolissima pqtenzialità rigenerativa del 
mesencefalo, riscontrabile allo stadio larvale 47-4^ (sec. Nieuwkoop e Faber, 
i 9S^)j subiva una dim inuzione molto netta a partire dallo stadio 55.

(*) R icerca eseguita nellTstituto di A natom ia com parata « G. B. Grassi » dell’U niver
sità di R om a con un contributo del Consiglio Nazionale delle Ricerche.

(**) N ella seduta del 13 gennaio 1973.
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Sem pre in X eno pus, Kosciuszko (1958) ha osservato che il telencefalo 
di larve allo stadio 50 m anteneva im m utate le elevate potenzialità rigene
rative riscontrabili in stadi larvali più precoci (Srebro, 1957; Filoni, 1964 a). 
Kwiatkowki (1959L I9^ i) in uno studio sulla rigenerazione delle connessioni 
nervose, dopo resezione effettuate a differenti livelli dell’encefalo sia in larve 
di X enopus laevis che in individui m etam orfosati da 30 giorni, ha consta
tato  che questi ultim i m anifestavano le stesse elevate capacità rigenerative 
riscontrabili nelle larve.

Jordan  (1958) ha dim ostrato che era possibile ottenere una buona rige
nerazione del telencefalo anche in individui di X enopus laevis m etam orfosati, 
quantunque il processo rigenerativo si completasse in un tem po molto più 
lungo di quello richiesto negli stadi larvali e determ inasse la neoformazione 
di un telencefalo con una s tru ttu ra  meno regolare. D ’altra parte Srebro (1965) 
ha osservato una lim itatissim a rigenerazione del telencefalo in adulti di X e 
nopus laevis, m entre Spagna e Lom bardo (1969) hanno osservato in adulti 
di R ana esculenta una considerevole rigenerazione dopo rimozione lim itata 
di varie aree telencefaliche.

A livello del mesencefalo Filoni e Oberti (1968), Filoni e M argotta (1972), 
dopo rimozione del lobo ottico destro in adulti di X enopus laevis, hanno otte
nuto una rigenerazione molto lim itata.

A bbiam o ritenuto opportuno fare u n ’analisi particolareggiata dell’an d a
m ento del potere rigenerativo dell’encefalo degli A nuri duran te l ’in tera vita 
larvale e dopo la metamorfosi. A  tal fine abbiam o preso in esame le capacità 
rigenerative del tetto  mesencefalico di Xenopus laevis, sia perché l ’entità 
della sua rigenerazione negli stadi larvali precoci e le m odalità con cui essa 
si a ttua  sono già state am piam ente studiate da uno di noi (Filoni, 1964 b 
e seguenti), sia perché il tetto  mesencefalico, proprio per la sua complessa 
stru ttu ra, avrebbe potuto rivelare meglio di altre regioni encefaliche anche 
le più lievi anom alie morfologiche. I dati relativi a ll’andam ento della capacità 
rigenerativa duran te tu tta  la vita larvale sono stati già pubblicati (Filoni e 
G ibertini, 1969) ed hanno dim ostrato che con il procedere della vita larvale 
si ha una m anifesta dim inuzione del potere rigenerativo rilevabile non solo 
da un m inor volume del rigenerato, m a soprattu tto  da anom alie sem pre più 
notevoli della sua stru ttu ra . Tale diminuzione del potere rigenerativo, g ra 
duale fino allo stadio 55, diviene molto m arcata dopo questo stadio.

Lo studio della capacità rigenerativa negli individui m etam orfosati, i 
cui risultati verranno qui esposti, ci è sem brato di particolare interesse poiché 
tra  l’altro, avrebbe potuto contribuire a chiarire se la netta  dim inuzione del 
potere rigenerativo, che si m anifesta proprio in quegli stadi larvali in cui le tra 
sform azioni metam orfiche divengono più notevoli, fosse dovuta al particolare 
m om ento critico in cui viene a trovarsi l’individuo operato m etam orfosante, 
oppure ad una effettiva e definitiva dim inuzione del potere rigenerativo.

Q uesta ricerca è stata  com piuta su 70 giovani individui m etam orfosati 
di X enopus laevis (Daudin), operati di asportazione parziale del lobo ottico 
destro.
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Per quanto concerne l ’intervallo di tem po intercorso tra  la fine della 
metam orfosi ed il m om ento dell’operazione, possiamo distinguere tre Lotti:

Lotto / :  com prende 29 anim ali, operati tra  il i°  giorno ed il io 0 
giorno dopo la metamorfosi.

Lotto II :  com prende 14 anim ali, operati al 30° giorno dopo la m eta
morfosi.

Lotto I I I : com prende 27 anim ali, operati al 1200 giorno dopo la 
m etamorfosi.

Circa l’entità deirasportazione, sono stati eseguiti tre tipi di intervento:
a) asportazione estesa (superiore all’8o % del lobo ottico destro) in 

31 anim ali (12 del Lotto 1; io  del Lotto II; 9 del Lotto III).
b) asportazione lim itata (compresa tra  il 50 % ed il 30 % del lobo 

ottico destro) in 33 anim ali (16 del Lotto I; 4 del Lotto II; 13 del Lotto III) .
c) asportazione molto lim itata (inferiore al 30% del Lobo ottico destro) 

in i anim ale del Lotto I e in 5 anim ali del Lotto II I .

Le operazioni sono state effettuate al binoculare da dissezione. P revia 
apertu ra del cranio m ediante un grosso ago di tungsteno (nel Lotto I e nel 
Lotto II) o m ediante delicata trapanazione (nel Lotto III), la rimozione p a r
ziale del lobo ottico destro era eseguita utilizzando finissimi aghi di tung 
steno ed un bisturi da oculista. L ’intera operazione era eseguita su anim ali 
anestetizzati con MS 222 (1 : 2000).

L a m ortalità post-operatoria è stata  nulla.
Im m ediatam ente dopo l’intervento gli animali sono stati trasferiti in 

cam era term ostatica a 18 °C e tenuti a digiuno per circa una settim ana su 
carta bibula inum idita e successivam ente trasferiti in acqua di fonte e nu triti 
con Tubifex o carne trita ta .

Per il num ero degli individui sacrificati e per gli stadi di fissazione si 
rim anda alla Tabella I.

T a b e l l a  I.

Lotto
Stadio <*) 

opera
zione

Numero
operati

Numero fissati dopo giorni dall’operazione

5 IO G 20 25 30 50 60 90 120 210. 300 365 425 485 730

I . . . . I-IO 29 i 4 3 3 3 I 2 3 i i i 3 3
II . . . 3̂ 14 2 2 2 ! 2 i 3 i I

I l i  . . . 120 27 6 3 3 3 3 4 5

(*) Espresso in giorni dopo la metamorfosi.

Gli encefali sono stati fissati in liquido di Bouin. Le sezioni trasversali 
seriate, di 7-10 p. di spessore, sono state colorate con em allum e-eosina, con 
il m etodo di M allory-A zan oppure im pregnate con il m etodo all’argento 
colloidale di Bodian.
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I risultati ottenuti nella presente ricerca dim ostrano che la capacità rige
nerativa in individui operati, dopo la metamorfosi, di asportazione parziale 
del lobo ottico destro è molto lim itata e dipende, non tan to  dall’età dell’indi
viduo operato (almeno nell’intervallo di tem po compreso fra un giorno dopo 
la m etam orfosi e 120 giorni dopo la metamorfosi), quanto da ll’entità del
l’asportazione. Infatti tra  i tre Lotti in cui sono stati suddivisi gli anim ali spe
rim entali non abbiam o riscontrato sostanziali differenze né nella entità della 
rigenerazione, né nelle m odalità con cui tale rigenerazione si attua.

L a prim a fase del processo rigenerativo, che si com pleta intorno al 200 
giorno post-operatorio , è caratterizzata in tu tti i casi esam inati da una intensa 
attiv ità  m itotica nell’area mesencefalica residua, dalla m igrazione degli ele
m enti neurali neoform ati sulla superficie ■ di resezione e dalla rigenerazione 
della pia m adre prim itiva che viene a chiudere com pletam ente il ventri
colo mesencefalico (Tav. I, fig. 1). Per quanto concerne l ’attiv ità  m itotica, 
essa raggiunge i valori più elevati al 200 giorno dopo l ’intervento (Tav. II, 
fìgg. 6-7) e pu r riscontrandosi soprattu tto  in corrispondenza dello strato  epen- 
dim äle della regione tettale residua, è evidenziabile anche nell’ependim a del 
toro sem icircolare e del tegm ento. In prossim ità della zona di asportazione, 
le cariocinesi, più num erose che altrove, si trovano non solo nell’ependim a, 
m a anche, m algrado in num ero molto inferiore, nel grigio periventricolare. 
In  tu tti i tre Lotti, dopo il 20° giorno post-operatorio  l’attiv ità  m itotica 
decresce rapidam ente, tan to  che al 30° giorno è molto rido tta ed intorno 
al 6o° giorno è trascurabile.

Gli elementi neurali derivati dalla attiv ità  cariocinetica della regione 
residua m igrano sulla superficie di resezione fino a tappezzarla compieta- 
mente; tale m igrazione si riscontra tra  il io 0 e il 20° giorno post-operatorio , 
periodo in cui si realizza la chiusura del ventricolo mesencefalico ad opera 
della pia m adre prim itiva rigenerata (Tav. I, fig. 1).

L a seconda fase del processo rigenerativo è estrem am ente lunga ed il 
risultato  finale è in rapporto  alla vastità dell’ablazione.

Quando l ’asportazione è molto lim itata (inferiore al 30%), la continuità 
della lam ina tettale si ristabilisce intorno al 90° giorno post-operatorio .

T u ttav ia  la parte  rigenerata ha una stru ttu ra  profondam ente anom ala 
poiché, pu r essendo costituita non solo dallo strato  ependim ale, m a anche 
da num erosi neuroni e fibre nervose neoformate, questi non si organizzano 
secondo la precisa stratificazione riscontrabile nel tetto  ottico norm ale, ma 
sono più o meno caoticam ente disposti.

Q uando l’estensione dell’asportazione è compresa tra  il 30% ed il 50%, 
solo in un num ero molto lim itato di casi (in nove casi su un totale di tren- 
tatrè) si è osservata la com pleta chiusura del ventricolo mesencefalico ad 
opera di fibre e cellule nervose rigenerate, peraltro mai disposte secondo la 
tipica : organizzazione tettale (Tav. II, figg. 4-5).

Nella m aggior parte  dei mesencefali operati di asportazione com presa 
tra  il 30 % ed il 50 % del lobo ottico destro e nella to talità di quelli in cui la 
asportazione era superiore all’80%, il processo rigenerativo si arresta alla prim a
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fase (Tav. I, figg. 2—3) ed anche dopo un intervallo di tem po estrem am ente 
lungo (730 giorni dall’operazione) non si osserva alcuna ulteriore evoluzione 
della rigenerazione.

I risu ltati riportati in questo lavoro, se associati a quelli precedentem ente 
ottenuti nella rigenerazione del mesencefalo di X enopus laevis du ran te la 
vita larvale (Filoni e G ibertini, 1969) e .nell’adulto (Filoni e Oberti, 1968), 
ci consentono di avere un quadro completo dell’andam ento della capacità 
rigenerativa del mesencefalo duran te lo sviluppo e l’accrescimento di tale 
specie.

Nella larva (Filoni e Gibertini, 1969) la capacità rigenerativa del m esen
cefalo è elevatissim a negli stadi precoci (stadio 47-48 sec. Nieuwkoop e Faber, 
I95^), rna con il procedere dello sviluppo larvale essa dim inuisce g radual
m ente fino a subire, al m om ento della m etam orfosi, una brusca diminuzione.

Allo stato attuale della nostra ricerca, riteniam o che tale netta d im inu
zione sia attribuibile non tanto  alle particolari condizioni sfavorevoli in cui 
viene a trovarsi l ’individuo duran te la crisi metamorfica, quanto ad una 
effettiva e definitiva flessione del potere rigenerativo. Infatti, come risulta dai 
dati riportati in questa Nota, una volta superata la crisi metam orfica, non si 
osserva alcuna ripresa della capacità rigenerativa che ha u n ’entità parago
nabile a quella che si riscontra nell’adulto (Filoni e Oberti, 1968; Filoni e 
M argotta, 1972).

Pertanto, i risultati o ttenuti negli individui m etam orfosati avvalorano 
l ’ipotesi, già precedentem ente avanzata (Filoni e Gibertini, 1969), secondo 
la quale la riduzione della potenzialità rigenerativa del mesencefalo in X eno
p u s  laevts con il procedere della vita larvale, sia da attribu ire alla graduale 
differenziazione degli elementi neurali responsabili del processo rigenerativo. 
M entre negli stadi larvali precoci, tali «elem enti a determ inazione ta rd iv a»  
(secondo la term inologia di Stefanelli, i960) sono molto num erosi e perm et
tono una com pleta rigenerazione della parte asportata, negli stadi larvali 
più avanzati essi perdono, in num ero gradualm ente crescente, la loro toti- 
potenza. A lla m etam orfosi, il processo di differenziam ento interessa un 
num ero estrem am ente elevato di tali elementi e di conseguenza, le capacità 
rigenerative divengono lim itate e tali si m antengono per tu tto  il resto della 
vita dell’individuo.
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S PIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVO LE I - I I

T a v o l a  I

Fig. i. -  Mesencefalo di un individuo di Xenopus laevis, operato io  giorni dopo la m etam or
fosi (Lotto I) di asportazione di circa il 50% del lobo ottico destro e fissato dopo 
io  giorni dall’ intervento. Il ventricolo mesencefalico è chiuso dalla pia m adre 
prim itiva rigenerata; la superficie di resezione è tappezzata da alcuni elementi 
neurali. X 60.

Fig. 2. -  M esencefalo di un individuo di Xenopus laevis, operato 120 giorni dopo la m eta
morfosi (Lotto III)  di asportazione di circa il 40%  del lobo ottico destro e fissato
485 giorni dall’operazione. Si osserva la sola rigenerazione della pia m adre p ri
m itiva. X 45.

Fig. 3. -  Mesencefalo di un individuo di Xe?iopus laevis, operato 120 giorni dopo la m eta
morfosi (Lotto III)  di asportazione superiore all’ 80%  del lobo ottico destro e
fissato dopo 485 giorni da ll’operazione. Non si nota alcun progresso della rigene
razione rispetto alla fig. 1. X25.

T a v o l a  I I

Fig. 4. -  Mesencefalo di un individuo di Xenoptis laevis, operato io  giorni dopo la m etam or
fosi (Lotto I) di asportazione di circa il 40%  del lobo ottico destro e fissato dopo 
425 giorni dall’operazione. L ’ area rigenerata è facilmente riconoscibile, poiché 
non presenta alcuna stratificazione. X45.

Fig. 5. -  Particolare della fig. 4. X150.

Figg. 6 e 7. -  A ttiv ità m itotica nello strato  ependimale a livello del tetto  ottico residuo di 
un  mesencefalo di un individuo di Xenopus laevis, operato 120 giorni dopo la 
metamorfosi (Lotto III)  di asportazione superiore all’80%  del lobo ottico destro 
e fissato dopo 20' giorni dall’operazione. X 2000.
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