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Biologia. —  L a  rigenerazione del midollo spinale della coda in 
larve di X enopus laevis (D audin ) (* (**)}. N o ta  (*#) di S e r g i o  F i l o n i , 
C a rlo  B ava  e V ito  M a r g o t t a , p re s e n ta ta  dal Socio A. S t e f a n e l l i .

Summary. — Fifty larvae of Xenopus laevis at stage 48 (according to Nieuwkoop and 
Faber) were subm itted to tail am putation. E ither 50% or 70%  of the tail was cut off. 
The animals were sacrificed from the 30th to the 40th day after the operation, when they 
had reached stage 56-57.

The study of the regenerated tail dem onstrated tha t the histological structure of the 
neo-formed spinal cord is very similar to tha t of control animals, although the volume is 
clearly reduced. The regenerated spinal cord is constituted not only by  the ependym al 
layer but also by the gray periventricular layer; numerous neurons have differentiated, 
among which the R ohon-Beard nerve cells and the motor neurons are identifiable. The 
white m atter is noticeable, bu t the M authner fibres are lacking. Ganglion cells a t the 
sides of the regenerated spinal cord, approaching its ventral surface, were frequently found.

T ra le ricerche sulle capacità rigenerative del sistema nervoso centrale 
degli Anfibi, quelle riguardanti la rigenerazione del midollo spinale del tronco 
e della coda sono le più numerose. Per la relativa bibliografia, si rim anda ad 
un nostro precedente lavoro (M argotta e Filoni, 1969).

D a esse è chiaram ente emerso che negli Anfibi urodeli, tan to  allo stato 
larvale che adulto, la rigenerazione del midollo spinale è pressocché totale 
sia da un punto di vista volumetrico che strutturale. La sola eccezione riguarda 
le fibre di M authner che rigenerano solo nelle larve precoci.

Stefanelli e la sua Scuola hanno chiaram ente messo in evidenza i processi 
morfogenetici responsabili della rigenerazione del midollo spinale degli Anfibi 
urodeli, in seguito ad am putazione della coda o ad asportazione di un segmento 
della regione del tronco (Stefanelli e Capriata, 1943; Stefanelli, 1944; Stefa
nelli e Cervi, 1946; Stefanelli, 1951, 1952; M arini e Baffoni, 1967; M arini, 1968). 
Grazie a queste ricerche, è stato possibile identificare i seguenti processi: un 
processo degenerativo delle fibre nervose ascendenti e delle cellule vicine alla 
superficie di resezione; un processo m igratorio delle cellule indifferenziate, 
provenienti dallo strato  ependimale; un processo m oltiplicativo a carico di 
tali elementi con la formazione di una « am polla rigenerativa » apicale; un 
processo differenziativo con neoformazione di neuroni e fibre nervose.

Negli Anfibi anuri il potere rigenerativo del midollo spinale è estrema- 
m ente lim itato nell’adulto (Sgobbo, 1890; M arinesco, 1894; P ia tt e P iatt, 
1958; Roguski, 1959; Schönheit, 1965); nella larva è senz’altro maggiore, 
m a sull’entità di tale rigenerazione non vi è accordo completo tra  i vari Autori

(*) Ricerca eseguita nell’Istituto di A natom ia com parata « G. B. Grassi » dell’U niver
sità di Rom a con un contributo del Consiglio Nazionale delle Ricerche.

(**) Pervenuta a ll’A ccadem ia il 15 ottobre 1973.
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che si sono interessati di questo problem a. Lorente De N o’ (1921), dopo p a r
ziale resezione del midollo spinale del tronco in larve di Rana, osservò una 
estesa rigenerazione di assoni attraverso la regione dell’asportazione; non 
notò invece alcuna riproduzione di cellule nervose e ritenne che l’unione della 
sostanza grigia fosse dovuta alla ridistribuzione delle cellule sopravvissute. 
H ooker (1925), dopo aver com pletam ente tagliato il midollo spinale del tronco 
di larve di A nuri, osservò, oltre alla rigenerazione di fibre, anche quella di 
neuroni originatesi dalla m igrazione di cellule indifferenziate.

Stefanelli ed allievi (Stefanelli, 1950, 1951; Stefanelli, Therm es e Poddie, 
1950; Stefanelli, Therm es e M assida, 1950; Thermes, 1950) hanno dim ostrato 
che nella Rana esculenta ed in H yla arborea la rigenerazione del midollo spinale 
si a ttua  con un processo del tu tto  simile a quello messo in evidenza nei T ri
toni. In  particolare, dopo asportazione di un segmento di midollo spinale 
della coda di H yla , Stefanelli, Therm es e' Poddie (1950) hanno osservato che 
i monconi cefalico e caudale del canale ependim ale si chiudevano grazie alla 
m igrazione delle cellule ependim ali e si sviluppavano in piccole ampolle 
apicali che, unendosi tra  loro al quarto  giorno, costituivano un tubulino epen
dimale. Se, oltre al midollo, veniva asportato anche un segmento di corda dor
sale, si form ava una codina soprannum eraria per cui si aveva un ritardo nella 
fusione delle due ampolle apicali. In  seguito a ciò, a carico della parte m idol
lare rim asta isolata da quella cefalica si osservava un processo regressivo dei 
neuroni differenziati, cosicché il midollo spinale si riduceva ad un sottile tu 
bulino form ato da un solo strato di cellule ependimali. Therm es (1950) ha 
seguito l’ulteriore destino di questo tubulino e, pur non essendo riuscita a 
m ettere in evidenza u n ’attiv ità m itotica nell’epitelio ependimale, ha osservato 
che fra il ventiduesim o ed il ventinovesim o giorno dall’intervento com pa
rivano attorno ad esso nuove fibre e si differenziavano cellule dorsali del tipo 
di R ohon-B eard  e cellule più piccole di tipo motorio. La possibilità di una 
lim itata neoform azione di neuroni a carico di elementi ependimali del midollo 
spinale delle lqrve degli Anuri, nonché la produzione di nuove fibre nervose, 
è stata  conferm ata da Stefanelli (1951) in un lavoro conclusivo.

Baffoni (1952), dopo aver eseguito am putazioni ripetute della coda di 
larve di Triturus vulgaris meridionalis e di Hyla arborea savignyi allo scopo di 
saggiare l’effetto dell’attiv ità  rigenerativa delle fibre di M authner sul pire- 
noforo, ha potuto vedere che, m entre nella coda rigenerata dei Tritoni la rige
nerazione del midollo spinale era totale ad ogni am putazione, nelle larve di 
H yla  il midollo rigenerava, fin dalla prim a amputazione, come un semplice 
tubulino ependim ale privo di cellule nervose differenziate e di fibre.

P ia tt (1955), sulla base di una com pleta rassegna bibliografica e di sue 
personali osservazioni sulla rigenerazione del midollo spinale degli Anfibi, 
conclude che, contrariam ente agli Urodeli, i quali in seguito ad am puta
zione della còda rigenerano com pletam ente il midollo spinale ed i gangli, 
« . . .when the tail o f larval anurans is am putated a neural axis regenerates 
but it consists only of a simple epithelial tube without neurons and with 
very few fibers ».
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L ’im possibilità di una neoformazione di neuroni nella coda rigenerata 
delle larve degli A nuri è anche sostenuta da Goss (1969) il quale afferma che: 
« ... when the spinai cord itself regenerates, it consists of little m ore th an  an 
ependym al tube, devoid of neurons and accom panied by few nerve fibers. 
This contrasts w ith the practically  complete replacem ent of urodele spinal 
cords in regenerating tails. A nother difference between anuran  and urodele 
tail regenerates is th a t tadpoles do not form new spinal ganglia beyond the 
level of am putation, while urodeles do ».

L a constatazione che la m aggior parte delle conclusioni tra tte  sulle capa
cità rigenerative del midollo spinale della coda nelle larve degli A nuri si basano 
su rigenerati osservati dopo pochi giorni dall’am putazione, ci ha indotto ad 
in traprendere la presente ricerca per vedere se, lasciando trascorrere un lungo 
periodo di tem po dall’am putazione della coda, il midollo spinale rigenerato 
raggiungesse una stru ttu ra  più complessa di quella di un semplice tubulino 
ependimale. A  ciò siamo stati spinti anche dai risultati ottenuti in nostri prece
denti lavori sulla rigenerazione dell’encefalo di larve di varie specie di A nuri, 
lavori che hanno dim ostrato una notevole capacità rigenerativa del sistema 
nervoso centrale degli A nuri anche negli stadi post-em brionali (Filoni, 1964 ay 
1964^, 1969; Filoni e G ibertini, 1969; Filoni e M argotta, 1970, 1971, 1972), 
contrariam ente a quanto ritenuto fino a poco tem po fa dalla m aggior parte 
degli A utori.

I dati riportati in questa N ota riguardano la rigenerazione del midollo 
spinale della coda di larve di Xenopus laevis, operate ad uno stadio larvale 
in cui, come risulta dalle nostre precedenti ricerche, il potere rigenerativo del 
sistema nervoso centrale è molto elevato.

Sono state utilizzate 5° larve di Xenopus laevis (Daudin), ottenute in 
seguito ad ovulazione ed accoppiam ento indotti con ormoni gonadotropi 
(« Pregnyl » della Organon) ed operate allo stadio 48 (sec. Nieuwkoop e Faber, 
1956) di asportazione del 50% (30 individui) o del 70% (20 individui) della 
coda e sacrificate tra  il 30° ed il 40° giorno dall’operazione, quando le larve 
avevano raggiunto lo stadio 56-57. La resezione è stata eseguita con un bisturi 
e le larve operate sono state trasferite successivam ente in acqua abbondante
m ente aereata e nu trite  con polvere di ortica bollita. Gli animali operati, 
così come quelli dei due tipi di controlli (larve norm ali allo stadio 48 ed allo 
stadio 56-57), sono stati fissati in liquido di Bouin e tagliati a io  p. secondo 
il piano trasversale o sagittale e le sezioni seriate sono state colorate con emal- 
lume^-eosina, blù di toluidina o im pregnate con il metodo all’argento colloi
dale di Bodian.

Sia nel caso dell’am putazione del 50% che del 70% della coda, la coda 
delle’ larve operate e sacrificate a partire dal trentesim o giorno dall’intervento 
aveva raggiunto la stessa lunghezza delle larve normali pari stadio (stadio 
56- 57).
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A ll’esame istologico il midollo spinale della coda rigenerata, pur essendo 
volum etricam ente più ridotto rispetto ai controlli, ha una stru ttu ra  assai si
mile al norm ale (Tav. I, figg. 1,2). Il canale ependimale, piuttosto ampio, è cir
condato, oltre che daH’épendim a, anche dal grigio peri ventricolare che forma 
un triangolo, la cui base è posta ventralm ente. Le mitosi sono localizzate non 
solo nell’ependim a, m a anche, seppur in num ero minore, nel grigio periventri
colare. (Tav. II, figg. 4, 5). Verso la periferia del grigio peri ventricolare si 
osservano num erosi neuroni differenziati e tra  questi, nella regione ventrale, 
i grossi neuroni m otori nettam ente separati dalla sostanza grigia centrale 
(Tav. II, fig. 6). Dorsalm ente, in corrispondenza della linea m ediana, abbiam o 
riscontrato la presenza di grossi neuroni del tipo di R ohon-B eard con una 
distribuzione simile a quella norm ale (Tav. I, fig. 2; Tav. II, fig. 7). La sostanza 
bianca, quantunque sia meno abbondante di quella dei controlli, ha un volume 
considerevole (Tav. I, fig. 3); in essa non abbiam o notato la presenza delle 
fibre di M authner.

Ai lati del midollo spinale rigenerato, in prossim ità della sua porzione 
ventrale, laddove nei controlli si trovano i gangli spinali, abbiam o frequente
m ente constatato l’esistenza di cellule gangliari, m a in num ero sempre molto 
esiguo e variabile da caso a caso (Tav. II, fig. 8).

I presenti risultati dim ostrano che, anche se la rigenerazione del midollo 
spinale della coda dello Xenopus allo stato larvale è solo parziale, pu rtu tta- 
via, qualora intercorra un notevole intervallo di tempo tra  l’operazione e la 
fissazione, il midollo spinale della coda rigenerata delle larve di Xenopus 
può raggiungere una organizzazione molto com plessa,. essendo costituito, 
oltre che dall’ependim a, anche da numerosi neuroni e fibre neoformate.

Poiché, come è stato am piam ente dim ostrato da Stefanelli e Coll. (Ste
fanelli e C apriata, 1943; Stefanelli, Therm es e Poddie, 1950), la rigenerazione 
del midollo spinale degli Anfibi avviene ad opera degli elementi ependimali, 
i risultati da noi ottenuti dim ostrano che nelle larve di Xenopus leavis la poten
zialità dello strato ependim ale del midollo spinale della coda è molto elevata, 
poiché i suoi elementi non solo sono in grado di ricostituire un tubulino epen
dimale, ma, analogam ente a quanto si verifica negli Anfibi urodeli, possono 
differenziarsi in neuroni.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I - I I

Tavola I

Fig. i., -  Midollo spinale della coda di una larva normale di Xenopus laevis allo stadio 56- 
57 (see. Nieuwkoop e Faber) (x io o o ).

Fig. 2. -  Midollo spinale rigenerato della coda di una larva di X enopus laevis, operata di 
am putazione del 70%  della coda allo stadio 48 (see. Nieuwkoop e Faber) e sacri
ficata allo stadio 56—57, dopo 35 giorni dall’operazione ( X iooo).

Dg- 3- — Midollo spinale rigenerato della coda di una larva di X enopus laevis, operata di 
am putazione del 70%  della coda allo stadio 48 (see. Nieuwkoop e Faber) e sacri
ficata allo stadio 56—57, dopo 35 giorni dall’operazione. Alla periferia della sostanza 
grigia si osservano numerosi fasci di fibre ( X iooo).

Tavola II

D gg. 4, 5. -  Mitosi ependim ali (fig. 4) ed extraependim ali (fig. 5, freccia) presenti nel 
midollo spinale rigenerato della coda di una larva di Xenopus laevis, operata di 
am putazione del 7° %  della coda allo stadio 48 (see. Nieuwkoop e Faber) e 
sacrificata allo stadio 56-57, dopo 35 giorni dall’operazione (X2500).
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Fig- 6. -  Regione ventrale del midollo spinale rigenerato della coda di una larva  di X eno
p u s  laevis, operata di am putazione del 70%  della coda allo stadio 48 (see. Nieuw- 
koop e Faber) e sacrificata allo stadio 56-57, dopo 35 giorni dall’operazione. 
Sono visibili due neuroni motori (X2500).

Fig. 7- -  Neurone del tipo di R ohon-B eard, presente nel midollo spinale rigenerato della
coda di una larva di X enopus laevis, operata di am putazione del 70%  della coda
allo stadio 48 (sec. Nieuwkoop e Faber) e sacrificata allo stadio 56-57, dopo 
35 giorni dall’operazione (X2500).

Fig. 8. -  Cellula gangliare spinale, situata ai lati del midollo spinale rigenerato della coda
di una larva di Xenopus laevis, operata di am putazione del 70%  della coda allo 
stadio 48 (see. Nieuwkoop e Faber) e sacrificata allo stadio 56-57, dopo 35 giorni 
dall’operazione (X2500).
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