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Biologia. —  Fenomeni degenerativi e rigenerativi in encefali di 
larve di X enopus laevis, impiantati nella camera anteriore delVocchio 
di R ana esculenta (#). N ota (**} 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 ,  

presenta ta  dal Socio A. S t e f a n e l l i .

Summary. -— U nilateral ablation of the m idbrain was performed in 27 tadpoles of 
Xenopus laevis (Daudin) at stage 47 (according to Nieuwkoop and Faber). T heir brain was 
im planted in the anterior cham ber of the eye of adu lt specimens of R ana esculenta L. and was 
fixed* a t 10-20-30 days after the operation.

In  some cases we observed tha t the im planted brain displayed a regenerative capacity 
which, although much less ineffective than  in vivo, led to the regeneration of a new mesen
cephalic wall. In the partially  regenerated optic tectum, no layering can be observed: 30 
days after the operation, the neo-formecl tectal lam ina consisted of numerous cells packed 
together and of a thin peripherica! layer of fibres.

I n t r o d u z io n e

Dai num erosi studi sulla istogenesi del tetto mesencefalico, è risultato 
che la tipica organizzazione in strati grigi e fibrosi, di tipo corticale, si a ttua 
in seguito alla progressiva migrazione, verso l’esterno, dei neuroblasti del grigio 
periventricolare. Questo progressivo processo di stratificazione inizia allor
quando la lam ina tettale in via di sviluppo viene raggiunta dalle fibre ottiche. 
T u ttav ia  l ’assenza di queste ultime, pur determ inando una notevole ipoplasia 
del tetto  ottico (Larsell, 1929, 1931; Leghissa, 1946; Filogamo, 1950; Kollros, 
1953; M cM urray, 1954; Stefanelli, 1954; Leghissa, 1959 a, 1962) non impedisce 
che si com pleti la sua stratificazione.

Nel pollo, Stefanelli e Chiti (1954), m ediante im pianti corion-allantoidei 
di fram m enti di mesencefalo di em brioni allo stadio di vescicola ottica p rim a
ria, hanno dim ostrato l’autodifferenziam ento dei neuroni bipolari a n eu n te  
ricorrente. Leghissa (1959^, 1962), sullo stesso m ateriale e utilizzando la stessa 
tecnica, ha osservato che la stru ttu ra  generale della lam ina tettale si realizza 
ugualm ente anche in isolam ento morfologico e funzionale, purché il trap ian to  
del fram m ento del tetto  ottico venga eseguito quando la migrazione dei neuro
blasti è già iniziata in vivo. Q ualora il trapianto  venga effettuato in stadi più 
precoci, la stru ttu ra  del tetto ottico risulta del tu tto  anormale.

Nel corso di uno studio com parativo sulle capacità rigenerative dell’en
cefalo degli Anfibi anuri, abbiam o constatato una notevole rigenerazione del 
mesencefalo ed in particolare del tetto ottico in larve di Xenopus laevis operate 
allo stadio 471-48 ed allo stadio 50 (see. Nieuwkoop e Faber) (Filoni, 1964,

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

(**) Pervenuta alTAccademia il 19 luglio 1972.
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1965 a, 1965 b, 1968 a, 1968 b, 1969; Filoni e Gibertini, 1969; Filoni, M ar
gotta e Gibertini, 1971). L ’esame del processo rigenerativo ha dim ostrato 
che il meccanismo di ricostituzione della stru ttu ra  del tetto mesencefalico 
duran te la rigenerazione è sovrapponibile a quello riscontrato negli Anfìbi 
anuri nel corso dell’ontogenesi (Kollros, 1953). Anche duran te la rigenerazione 
la graduale stratificazione della lam ina tettale si a ttua  per progressiva m igra
zione delle cellule d a ll’interno verso la periferia ed inizia in concom itanza con 
l’arrivo al tetto ottico neoform ato delle'fibre rigenerate. Tuttavia, recenti .ricerche 
(Filoni, G ibertini è M argotta, 1972) hanno dim ostrato che la potenzialità 
delle cellule te ttali ad organizzarsi in strati non è determ inata dalle fibre ottiche. 
Infatti, in assenza di queste ultime, il tetto ottico rigenerato, pu r presentando 
una m arcata ipoplasia, m ostra una tipica organizzazione in strati. D ’altra parte, 
è noto che negli Anfibi il tetto  ottico, pu r costituendo la stazione principale 
delle fibre ottiche, è molto più di un centro visivo, poiché riceve eccitam enti 
di senso di varia origine ed è connesso con tu tti i centri m otori del mesencefalo, 
rom bencefalo e midollo spinale, tram ite le sue vie efferenti.

Ci è sem brato pertanto  interessante proseguire lo studio del determ inism o 
della citoarchitettonica della lam ina tettale duran te il processo rigenerativo. 
In  particolare, nel presente lavoro abbiam o im piantato nella cam era anteriore 
dell’occhio di Rana esculenta encefali di larve di Xenopus laevis operate di aspor
tazione unilaterale del mesencefalo per vedere, nel caso in cui si m anifestas
sero capacità rigenerative anche in tali condizioni sperim entali, quale fosse 
la stru ttu ra  del tetto  ottico rigenerato. A  questo studio siamo stati indotti anche 
dalla constatazione che, almeno da quanto risulta dalla nostra indagine biblio
grafica, non è stato analizzato se l’encefalo degli A nuri manifesti potenzialità 
rigenerative in condizione di isolamento.

M a t e r i a l e  e  m e t o d o

Nella presente ricerca sono stati eseguiti 27 im piànti di encefalo di larve 
di Xenopus laevis (D au din) allo stadio 47 (sec. Nieuwkoop e Faber) in indivi
dui adulti di Rana esculenta L. di entram bi i sessi.

Ogni im pianto, eseguito nella cam era anteriore dell’occhio di ciascun 
individuo di Rana esculenta, era costituito oltre che dall’encefalo (reciso 
all’altezza del bulbo) di una larva di Xenopus laevis operata, im m ediatam ente 
prim a dell’im pianto, di asportazione unilaterale del mesencefalo, anche della 
sottostante base del cranio e del sovrastante tegumento. Particolare a tten 
zione è stata  posta affinché la pia m adre prim itiva risultasse danneggiata il 
meno possibile. Per quanto concerne le m odalità di asportazione unilaterale 
del mesencefalo nelle larve di Xenopus laevis, è stata ado tta ta  la stessa tecnica 
illustrata in precedenza da uno di noi (Filoni, 1969).

Prim a dell’intervento, le larve di Xenopus laevis, sviluppate da uova o tte
nute m ediante ovulazione e fecondazione artificialm ente indotte con orm oni 
gonadotropi («Pregnyl» della Organon) secondo la tecnica di Nieuwkoop e Faber
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C1956), sono state ripetutam ente lavate in acqua di fonte addizionata con Gen- 
tam icina 70 Fg/1 e M ycostatfn 50 Unità/1. Ogni fram m ento da im piantare è 
stato ulteriorm ente lavato, dopo l’isolamento, in una soluzione di H oltfreter 
contenente G entam icina 70 pg /1 e M ycostatin 50 U n ità /1.

Le rane, prim a dell’intervento, sono state disinfettate con una soluzione 
di perm anganato di potassio nella concentrazione di 3 m g/1. T u tte  le opera
zioni sono state effettuate in cabina sterile al binoculare da dissezione.

Gli individui operati sono stati sacrificati dopo, io  gg.~20 gg.-~30 gg. 
dall’intervento e il fram m ento im pianto, isolato al binoculare da dissezione, 
è stato fissato in Bouin. Lç sezioni trasversali seriate, di 7 [t di spessore, sono 
state colorate con em allum e-eosina.

D e s c r i z i o n e  d e i  r i s u l t a t i  

Dopo io  gg. dall'operazione.

Sono stati esam inati quattro  casi. In  tu tti si sono riscontrate estese dege
nerazioni sia a carico della sostanza grigia che bianca, non solo in corrispon
denza della zona di operazione, m a in tu tto  l’encefalo im piantato, anche a 
livello del telencefalo; num erosissim e le picnosi. In due dei quattro  casi esami
nati, nell’area operata si è osservata l’iniziale formazione di un esile strato di 
cellule che, originatesi dalla regione infundibolare, tende a chiudere il ven
tricolo mesencefalico che risulta in parte  obliterato da cellule e da fibre in 
degeneraziotie (fig. 1). M olte cellule che costituiscono questo m onostrato sono 
in a ttiv ità  mitotica. La regione operata appare lim itata dorsalm ente dal tegu
m ento rigenerato.

Dopo 20 gg. dalV operazione.

Disponiam o di quattordici casi. In  tre di essi l’encefalo im piantato è 
assente ed il fram m entò è rappresentato  esclusivam ente da residui della base 
del cranio e dal tegum ento. In  un caso si sono riscontrate numerosissime pic
nosi a livello di tu tto  l’encefalo; la sostanza bianca si presenta vacuolizzata. 
In sei casi, Rimpianto, dal punto di vista istologico, è in condizioni migliori 
rispetto a quelle riscontrate dopo 10 giorni dall’operazione: le picnosi sono 
in num ero molto ridotto od assenti nell’intera estensione dell’im pianto, la 
sostanza B ianca è omogenea ed inoltre in tu tto  l’encefalo si osserva una ele
vatissim a attiv ità  m itotica specie in corrispondenza dello strato ependimale. 
T uttav ia, nei sei casi suddetti' l’im pianto è volum etricam ente molto ridotto 
e non ha conservato la sua organizzazione iniziale tanto che risulta molto 
difficile l’ideptificazione delle varie regioni encefaliche. Nei rim anenti quattro  
casi, l’im pianto ha m antenuto  la p ropria organizzazione morfologica ed inoltre 
nell’area operata è possibile osservare una iniziale rigenerazione del lato 
mesencefalico asportato (T av.T , figg. 2-3). In corrispondenza di tu tte  le regioni 
encefaliche, che hanno conservato la loro stru ttu ra  tipica, le picnosi sono
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assenti o in num ero estrem am ente ridotto. L ’attiv ità m itotica è notevole in 
tu tto  rim pian to , m a è particolarm ente accentuata nel lato mesencefalico 
residuo (il sinistro) (Tav. I, fig. 6). Sul lato destro, il ventricolo mesencefalico 
risulta chiuso da una parete ventricolare neoform ata, le cui cellule si m olti
plicano attivam ente, lim itata verso l’esterno dalla pia m adre prim itiva. In 
tre dei quattro  casi, a questo stadio del processo rigenerativo, è già possibile 
distinguere, nel lato rigenerato, una porzione tettale da una porzione sotto
stante (tegmentale) (Tav. I, fig. 2). La prim a risulta costituita esclusivam ente 
da num erose cellule il cui nucleo, con crom atina d istribuita uniform em ente 
nel carioplasm a, ha una form a molto allungata con l’asse maggiore disposto 
perpendicolarm ente alla superfìcie ventricolare. La regione tegm entale è 
invece costituita, oltre che da sostanza grigia rappresenta ta  da cellule con 
caratteristiche citologiche simili a quelle degli elementi cellulari della regione 
tettale, anche da sostanza bianca periferica. N ell’ultimo di questi quattro  
casi, la parete ventricolare neoform ata è costituita solo da un m onostrato di 
cellule sia nella parte  dorsale che ventrale.

Dopo 30gg. dall'operazione.

In tre  dei nove casi di cui disponiamo, il fram m ento im piantato è rap p re 
sentato solo da residui della base del cranio e dal tegum ento. In  cinque casi 
l ’encefalo im piantato appare più o meno m arcatam ente disorganizzato tanto  
che è ben difficile riconoscere le varie regioni encefaliche. T u ttav ia  le sue 
cellule sono ben conservate ed alcune di esse sono in attiv ità m itotica. Le 
picnosi sono in num ero molto limitato. Nel restante caso, l’im pianto ha ben 
conservata la sua organizzazione per l’intera estensione. Nella regione operata, 
chiaram ente riconoscibile, si osserva una notevole rigenerazione della parte 
asportata (Tav. I, fig. 4). Il rigenerato è circondato dalla pia m adre prim itiva 
ed è costituito, oltre che da sostanza grigia, in cui sono riconoscibili num erose 
mitosi ' sia ependim ali che extraependim ali, anche da scarsa sostanza bianca 
periferica. A  livello della lam ina tettale, non è visibile alcuna stratificazione 
neppure incipiente. T u ttav ia  nella sostanza bianca periferica si osservano 
alcuni elementi che sono nettam ente separati da grigio peri ventricolare (Tav. I, 
fig- 5)-

D i s c u s s i o n e

Dai dati ottenuti nella presente ricerca risulta che, qualora encefali di 
larve di Xenopus laevis, p rivati di una m età del mesencefalo, vengano im pian
tati nçlla cam era anteriore delbocchio di individui adulti di Rana esculenta 
e perciò posti in condizioni di isolamento morfologico e funzionale, si osser
vano estesi processi degenerativi nei giorni im m ediatam ente successivi alla 
operazione che tu ttav ia  possono essere seguiti da fenomeni riparativ i più 
o meno cospicui.
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A io  giorni dall’intervento in tu tto  l’encefalo sono visibili numerosissime 
picnosi e degenerazioni a carico della sostanza bianca che appare vacuoliz- 
zata. T u ttav ia  già a questo stadio è possibile riscontrare l’inizio del processo 
rigenerativo, in corrispondenza dell’area mesencefalica, caratterizzato dalla 
iniziale formazione di un esile strato  di cellule. Nei giorni successivi, m entre 
in alcuni casi la degenerazione dell’im pianto prosegue, in altri, grazie ad una 
attiv ità  m itotica riscontrata in tu tte  le regioni encefaliche, m assim am ente 
circoscritta allo strato  ependim ale, l’encefalo im piantato recupera, in modo 
più o meno esteso, i danni subiti. M entre nella m aggior parte dei casi la iniziale 
organizzazione morfologica generale deH’im pianto si perde, tanto  che risulta 
problem atica l’identificazione delle varie aree encefaliche, in altri essa si con
serva. E in questi ultim i casi che nell’area operata, chiaram ente identificabile, 
è possibile stabilire con certezza l’esistenza di un processo rigenerativo in atto 
che si realizza a spese degli elem enti dello strato ependim ale e che porta alla 
costituzione di un rigenerato volum etricam ente piuttosto considerevole. 
T uttav ia, analizzando in particolare la stru ttu ra  del tetto ottico neoformato, 
osserviamo che, anche dopo 30 giorni da ll’intervento, esso non presenta alcuna 
stratificazione.

Allo stato attuale di questa nostra ricerca non siamo in grado di stabilire 
se l’assenza della stratificazione nel tetto ottico rigenerato, nelle condizioni 
sperim entali descritte, sia attribuibile all’assenza di connessioni periferiche, 
oppure alle precarie condizioni am bientali che non hanno consentito il com 
pletam ento del processo rigenerativo del tetto ottico nell’arco dei 30 giorni. 
Possiamo tu ttav ia  afferm are con certezza che anche in condizioni di isola
m ento il mesencefalo di Xenopus laevis allo stadio larvale 47 m anifesta capa
cità rigenerativa, seppure in m isura nettam ente inferiore a quella preceden
tem ente riscontrate in vivo (Filoni, 1964, 1965 a, 1965 b, 1968 a, 1968 b, 1969; 
Filoni e Gibertini, 1969; Filoni, M argotta e Gibertini, 1971).

Tali risultati sono simili a quelli da noi precedentem ente ottenuti in t ra 
pianti, nel sottocutaneo, di segmenti di midollo spinale tra  Tritoni adulti 
(M arini e M argotta, 1961; Filoni e M argotta, 1969; M argotta e Filoni, 1969, 
1970). A nche nel caso di segmenti di midollo spinale, posti in condizioni di 
isolamento morfologico e funzionale, abbiam o osservato come i fenomeni 
degenerativi iniziali, che si m anifestano nei prim i giorni dall’intervento, siano 
poi seguiti da fenomeni rigenerativi notevoli che si realizzano fondam ental
m ente con le stesse m odalità messe in evidenza da Stefanelli e C apriata (1943) 
nella rigènerazione del midollo spinale dei Tritoni adulti, dopo resezione 
della coda.

Possiamo pertato concludere che le potenzialità rigenerative del sistema 
nervoso centrale degli Anfibi si estrinsecano, seppure p iù  attenuate, anche 
qualora le regioni del neurasse che possiedono tale potere rigenerativo vengano 
poste in condizione di isolam ento morfologico e funzionale.
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SPIE G A Z IO N E  D ELLA  TAVOLA I 

T a v o l a  I

Fig. i. -  Particolare della regione mesencefalica di un im pianto fissato dopo io  giorni 
dall’operazione. Si osserva la neoformazione di uno strato  cellulare (freccia 1), 
i cui elem enti sono in a ttiv ità  m itotica (freccia 2), che circonda una zona in dege
nerazione (X400).

Figg. 2, 3 e 4. -  Regione mesencefalica di tre im pianti fissati dopo 20 giorni, (figg. 2 e 3) 
e dopo 30 giorni (fig. 4) dalFintervento. La regione neoform ata si trova sul lato 
sinistro della linea passante per le due frecce. IPO =  ipofisi (X120).

Fig, 5. -  Particolare della fig. 4. La lam ina tettale neoform ata non presenta alcuna stra ti
ficazione (X240).

Fig. 6. -  M itosi (frecce) nella regione mesencefalica di un im pianto fissato 20 giorni dopo 
l’operazione (x8oo ).
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