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Biologia. — L a  rigenerazione del midollo spinale della coda in 
larve di Xenopus laevis (.Daudin). II) A nalisi del processo rigene 
ra tivo^. Nota di S e r g i o  F i l o n i  e L u i g i  Bosco, presentata (**> dal 
Socio A. S t e f a n e l l i .

Sum m ary. — 70%  of the tail was removed in larvae of Xenopus laevis at stage 48 
(according to Nieuwkoop and Faber) in order to:

a) analyze the course of the regeneration process of the spinal cord in the tail;
b) accertain the morphogenetic potential of the ependymal cells which replace the 

spinal cord experimentally removed;
c) compare the regeneration capacity of this Anuran with that of the Urodela which 

is already known.

Morphogenetics phenomena noted in the days immediately following the operation 
are the same as those noted for the Urodela: formation of “ ampulla terminalis ” by 
ependymal cells remaining of the spinal cord; active growth of the ampulla and of the 
stump, gradual differentiation of the more external cells of periventricular grey; new forma 
tion of nerve fibers.

At the end of the regeneration process (30 days) the spinal cord of the tail of the larvae 
of Xenopus laevis reaches a complex organization, demonstrating the high potential of the 
ependymal cells which are capable of differentiating in various neuronal types. The 
regeneration capacity of the spinal cord of the tail of this Anuran, although inferior to the 
regeneration capacity of the Urodela, is notably advanced.

In t r o d u z io n e

In  una recente N ota sono stati riportati i dati riguardanti la rigenera 
zione del midollo spinale caudale di larve di Xenopus laevis operate allo 
stadio 48 (see. Nieuwkoop e Faber) di parziale asportazione della coda 
(dal 5°  % ab 7°  % della sua lunghezza) (Filoni, Bava e M argotta, 1973).

D a tale ricerca è emerso che, nelle condizioni sperim entali suddette, 
il midollo spinale della coda è in grado di rigenerare. Infatti, qualora in ter 
corra un notevole intervallo di tem po (30-40 giorni) tra  Vasportazione e la 
fissazione, il midollo spinale neoform ato può raggiungere un alto grado di 
complessità strutturale. In  particolare, il midollo rigenerato, pur essendo 
costituito, da 'un m inor num ero di neuroni e di fibre nervose e privo delle 
fibre di M authner, rispetto ai controlli, presenta oltre all’ependim a un abbon 
dante grigio peri ventricolare, alla cui periferia si riscontrano numerosi neu 
roni altam ente differenziati, fra cui i grossi neuroni motori e le cellule 
dorsali del tipo di R ohon-B eard; anche la sostanza bianca, sebbene meno 
cospicua rispetto ai controlli, ha un  volume considerevole.

(*) Ricerca eseguita nell’Istituto di Anatomia Comparata « G. B. Grassi » dell’Univer 
sità di Roma con un contributo del Consiglio Nazionale delle Ricerche.

(**) Nella seduta dell’n  gennaio 1975.
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Questi dati sono di particolare interesse in quanto, come risulta dalla 
nostra indagine bibliografica (per la bibliografia si rim anda alla N ota già 
citata), gli A utori che hanno precedentem ente studiato la rigenerazione del 
midollo spinale della coda in altre specie di A nuri, hanno constatato un 
potere rigenerativo molto più modesto di quello da noi evidenziato in Xeno 
pus laevis.

In  particolare, smentiscono nettam ente le conclusioni cui sono giunti 
P ia tt ( 1955) e più recentem ente Goss (1969) che, generalizzando i risultati 
o ttenuti in alcune specie di A nuri, affermano che contrariam ente a quanto 
si verifica nelle larve degli Urodeli, che in seguito ad am putazione della coda 
rigenerano com pletam ente il midollo spinale e i gangli, le larve degli A nuri 
non rigenerano che un  semplice tubulino ependim ale com pletam ente privo 
di neuroni e con pochissime fibre nervose. T utto  ciò ci ha indotto ad esten 
dere la precedente ricerca, analizzando le fasi del processo rigenerativo del 
midollo caudale di larve di Xenopus laevis.

Ma t e r ia l e  e  me t o d o

Settan ta  larve di Xeno pus laevis allo stadio 48 (sec. N ieuwkoop e Faber), 
ottenute in seguito ad ovulazione ed accoppiam ento indotti con ormoni gona 
dotropi (Pregnyl della Organon), sono state sottoposte ad am putazione del 
70 % della coda. Gli individui sopravvissuti sono stati sacrificati dopo 4 gg. 
(5 casi)-8 gg. ( io  casi)-i2  gg. ( io  casi)-ió  gg. (io  casi)-20 gg. ( io  casi)- 
25 gg. ( io  casi)~30 gg. ( io  casi), dall’operazione.

Dopo l’intervento, le larve sono state trasferite in acqua abbondante 
m ente aereata, alla tem peratu ra di 22-24 °C, e nutrite  con polvere di ortica 
bollita. Gli anim ali operati, come quelli di controllo (larve norm ali pari stadio 
rispetto a quelle operate), sono stati fissati in liquido di Bouin e tagliati 
a 7—1,0 [X di spessore secondo il piano trasversale. Le sezioni seriate sono 
state colorate con em allum e-eosina, blu di toluidina o im pregnate con il 
metodo all’argento colloidale di Bodian.

De s c r iz io n e  d e i  r i s u l t a t i

Dopo 4 giorni dalV operazione.

Nel blastem a rigenerativo della coda, si osserva, al di sopra delle cellule 
cordali in attiva proliferazione, una dilatazione am pollare del lum e del canale 
ependim ale, delim itata da una parete m onostratificata (« am polla term inale » 
di Stefanelli) (Tav. I, fig. 1; Tav. II, fig. 9).

Il conteggio delle mitosi presenti sia nell’am polla apicale che nel m on 
cone del midollo spinale residuo, ha rivelato che l’attiv ità m itotica è molto 
più notevole nella regione del midollo spinale im m ediatam ente prossima 
alla superficie di taglio (300 [x a monte), che nell’am polla apicale neoform ata.
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Nel midollo spinale residuo, le mitosi sono soprattutto  localizzate nello 
strato ependimale; piuttosto rare sono le mitosi extra ventricolari. A  questo 
stadio del processo rigenerativo, le fibre nervose rigeneranti non hanno ancora 
raggiunto ram polla  apicale.

Dopo 8 giorni dall'operazione.

A questo stadio, ram po lla  apicale oltre ad essersi estesa considerevol 
mente, si è anche notevolm ente ispessita e, di conseguenza, presenta un lume 
molto più ridotto rispetto al quarto giorno (Tav. I, fig. 2). T u ttav ia  le 
cellule che la delim itano sono ancora indifferenziate come è rilevabile dal 
l’aspetto del loro nucleo molto allungato, con asse maggiore disposto perpen  
dicolarm ente rispetto alla cavità ventricolare e con crom atina uniform em ente 
diffusa nel carioplasm a (Tav. II, fig. 11). D all’esame delle mitosi, è risultato 
che m entre l’attiv ità  m itotica del midollo residuo (300 [i. a m onte della zona 
di am putazione) si m antiene sui valori prossimi a quelli che si riscontrano 
al 40 giorno, l’attiv ità  m itotica delle cellule dell’am polla apicale è notevol 
m ente aum entata (Tav. II, fig. io).

A  questo stadio, l’am polla apicale non è ancora circondata da un mantello 
di fibre neoformate.

Dopo 12 giorni dall'operazione.

A  questo stadio, il midollino neoform ato, pur avendo un volume pres- 
socché uguale rispetto all’8° giorno post-operatorio, presenta u n ’organizza 
zione stru ttu rale più complessa. Nella regione più periferica del grigio peri 
ventricolare, inizia il processo di differenziamento istologico. Gli elementi 
neurali in via di differenziamento si distinguono nettam ente da quelli ancora 
indifferenziati poiché hanno un nucleo globoso, con crom atina non unifor 
m em ente d istribu ita  nel carioplasm a m a in gran parte addensata e addossata 
alla m em brana nucleare e al nucleolo (Tav. I, fig. 3; Tav. II, fig. 12). 
D al conteggi^ delle mitosi, è risultato  che, m entre a livello del m oncone del 
midollo residuo l’attiv ità m itotica c nettam ente inferiore a quella riscontrata 
dopo 4-8  giorni dalla operazione, a livello del midollo neoform ato il num ero 
delle mitosi si m antiene sui valori riscontrati all’8° giorno. In corrispondenza 
della parte fiiù cefalica del midollino neoformato, si osservano alcune fibre 
rigenerate, distribuite all’esterno del grigio peri ventricolare.

Dopo 16 giorni dall'operazione.

A questo stadio, m entre l’attiv ità m itotica sia del midollo spinale residuo 
che di quello rigenerato si avvicina ai valori dei controlli, si ha una rap ida 
evoluzione del processo di differenziamento, iniziato al 12° giorno post-ope 
ratorio, degli elementi più esterni del grigio peri ventricolare. Infatti il num ero 
delle cellule ; con nucleo voluminoso, rotondeggiante, con crom atina addos 
sata contro la parete nucleare e intorno al nucleolo, è molto superiore rispetto 
al 12° giorno (Tav. I, fig. 4; Tav. II, fig. 13); queste cellule in via di diffe 
renziam ento si riscontrano soprattu tto  in corrispondenza della regione dorso-
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m ediana e della regione ven.tr o -l at er ale del midollo neoformato. Esse sono 
nettam ente separate dal grigio peri ventricolare che si è notevolm ente ispes 
sito ed ha assunto una disposizione triangolare, a base ventrale, intorno al 
canale ependim ale il quale, ora, ha un diam etro solo leggermente superiore 
a quello dei controlli.

A  questo stadio, le fibre rigenerate costituiscono u n ’abbondante sostanza 
bianca periferica.

Dopo 20 giorni dall'operazione.

Il midollo spinale neoform ato non differisce sostanzialm ente rispetto a 
quello osservato al 16° giorno post-operatorio  (Tav. I, fig. 5; T av. II, fig. 14). 
L ateralm ente al midollo spinale neoformato, in corrispondenza della sua 
parte ventrale, abbiam o osservato, sporadicam ente, alcune cellule di tipo 
gangliare in via di differenziamento (Tav. I, fig. 5).

Dopo 25 giorni dall'operazione.

A questo stadio, ai lati del midollino in rigenerazione, orm ai costituito 
da abbondante sostanza bianca e, oltre che dall’ependim a e dal grigio peri 
ventricolare, anche da num erosi neuroni in via di differenziam ento (Tav. I, 
fig. 6; T av. II, fig. 16), i rari elementi gangliari neoform ati hanno ormai 
com pletato il loro differenziamento (Tav. II, fig. 15).

Dopo 30 giorni dall'operazione-

A questo stadio, il midollo rigenerato, pur avendo un volume inferiore 
a quello dei controlli, presenta una complessità stru ttu rale  molto notevole 
(Tav. I, figg. 7, 8). Nella sostanza grigia si osservano num erosi neuroni 
com pletam ente differenziati, come è dim ostrato dalla presenza nel loro cito 
plasm a di abbondante sostanza tigroide e di neurofibrille. Dorsalmente, in 
posizione m ediana, sono chiaram ente distinguibili i neuroni giganti del tipo 
R ohop-B eard, e ventralm ente, in posizione laterale, i grossi m otoneuroni 
(Tav. II, figg. 17, 18). Anche la sostanza bianca ha raggiunto un volume 
considerevole e sono visibili numerosi fasci di fibre neoform ate (Tav. I, 
fig. 8); tu ttav ia  le fibre di M authner sono assenti. F requentem ente ai lati 
del midollo spinale rigenerato, si osservano cellule gangliari neoform ate. 
T u ttav ia , queste sono isolate o in num ero molto esiguo per cui non costitui- 
sconp dei veri gangli.

Dis c u s s io n e

I dati ottenuti in questa ricerca, perm ettendo di ricostruire le varie fasi 
che hanno portato alla restituzione del midollo spinale della coda di larve 
di Xenopus laevis allo stadio 48 (sec. Nieuwkoop e Faber), consentono di 
chiarire quale sia l’entità del potere rigenerativo del midollo spinale di questo 
A nuro e di stabilire con quali processi morfogenetici si realizzi la rigenera 
zione stessa. Come per prim o ha dim ostrato Stefanelli e la sua scuola (Ste-
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fanelli, 1950; Stefanelli, Therm es e Poddie, 1950), la prim a fase del processo 
rigenerativo del midollo spinale è caratterizzata dalla formazione di una 
dilatazione am pollare (<< am polla term inale » di Stefanelli) che si form a per 
attiva migrazione degli elementi provenienti dallo strato ependim ale del 
midollo del moncone.

Nelle larve di Xenopus, operate allo stadio 48, la prim a formazione di 
una am polla apicale si realizza al 40 giorno post-operatorio. A  questo stadio 
l’attiv ità m itotica è molto accentuata nel segmento di midollo spinale im m e 
diatam ente prossimo al blastem a rigenerativo della coda, m entre è esigua 
a livello dell’ampolla. Nei giorni successivi, il num ero delle mitosi presenti 
nella am polla aum enta rapidam ente, tanto  che all’ottavo giorno post-opera  
torio i valori di densità m itotica raggiungono quelli del midollo del moncone, 
per superarli al dodicesimo giorno.

In seguito all’attiva m oltiplicazione cellulare e all’intensa m igrazione 
di cellule dal m oncone residuo, l’am polla apicale da m onostratificata diviene 
pluristratificata. A  questa fase, caratterizzata da una intensa attiv ità m ito 
tica e che potrem m o definire fase proliferativa, segue la fase di graduale 
differenziamento degli elementi più esterni del grigio periventricolare. Tale 
processo inizia al dodicesimo giorno post-operatorio, in concom itanza con 
la com parsa delle fibre nervose rigenerate provenienti dal moncone, ed è 
riscontrabile dapprim a a livello del nucleo, che da ellissoidale e con crom a 
tina uniform em ente d istribuita nel carioplasm a diviene globoso con crom a 
tina addensata e addossata alla m em brana nucleare e al nucleolo, e succes 
sivam ente interessa anche il citoplasm a in cui compaiono la sostanza tigroide 
e le neurofibrille. Questo processo è citologicamente evidenziabile dal dodi 
cesimo al trentesim o giorno post-operatorio.

L ’analisi morfologica, conferm ando i risultati già ottenuti (Filoni, Bava 
e M argotta, 1973), ha rivelato che alla fine del processo rigenerativo il midollo 
spinale neoform ato, pur avendo un volume inferiore a quello dei controlli, 
presenta u n a 's tru ttu ra  molto complessa poiché risulta costituito da num erosi 
neuroni fra cui, nettam ente distinguibili, i motoneuroni e i neuroni del tipo 
di R ohon-B eard . Le fibre di M authner sono invece assenti. Particolarm ente 
interessante è il risultato che dim ostra la possibilità di rigenerazione di ele 
m enti gangliari, anche se allo stato attuale della ricerca non siamo in grado 
di precisarne l’origine. Va sottolineato però, che non si può parlare di rigene 
razione di u n ’ordinata s tru ttu ra  gangliare poiché gli elementi osservati sono 
sem pre in num ero molto modesto.

Confrontando i risultati raggiunti nella presente ricerca con quelli o tte 
nuti nella rigenerazione del midollo spinale della coda in diverse specie di 
Urodeli (Stefanelli e C apriata, 1943; Kiortsis, Uehlinger, Droin, 1959; 
W inkelm ann, i960, 1965; Schönheit e Rehmer, 1967, 1968); E gar e Singer, 
Ï972), che hanno dim ostrato una rigenerazione totale, risulta che nello 
Xenopus il processo rigenerativo si a ttua con le stesse m odalità mor- 
fogenetiche, ricalcando la tipica successione dei processi descritti negli 
Urodeli.
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In  particolare, così come si verifica negli Urodeli, anche in Xenopus la 
rigenerazione del midollo spinale della coda avviene ad opera degli elementi 
ependim ali del m oncone che vanno incontro ad un graduale e plurim o pro  
cesso di differenziamento m anifestando in tal modo la loro elevata poten 
zialità a dare non solo cellule ependim ali m a anche neuroni, fra cui neuroni 
specializzati, quali quelli di R ohon-B eard.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVO LE I - I I  

T a v o l a  I

Fig. ,1. -  Dopo 4 giorni dall’amputazione della coda: sezione trasversale al livello dell’am- 
polla apicale ( iio o x ) .

Fig. 2. -  Dopo 8 giorni dall’amputazione della coda: la parete dell’ampolla è divenuta 
pluristratificata. Mitosi (freccia) ( i io o x ) .

Fig. ,3. -  Dopo 12 giorni dall’amputazione della coda: in corrispondenza del grigio peri 
ventricolare sono visibili due neuroni Jn via di differenziamento. Mitosi (freccia) 
( i i o o x ).

Fig. J 4. -  Dopo 16 giorni dall’amputazione della coda: il numero di elementi in via di diffe 
renziamento con nucleo globoso e cromatina non uniformemente distribuita nel 
carioplasma, è superiore rispetto al 120 giorno postoperatorio ( i i o o x ).

Fig. 5. -  Dopo 20 giorni dall’amputazione della coda: lateralmente al midollo spinale 
neoformato è visibile una cellula gangliare in via di differenziamento (freccia) 
( i i o o x ).

Fig. 6. -  Dopo 25 giorni dall’amputazione della coda: sono visibili numerosi neuroni in 
via di differenziamento (i i o o x ).

Fig. 7-8. -  Dopo 30 giorni dall’operazione: il volume del midollo spinale neoformato ha 
raggiunto un volume considerevole e risulta costituito da numerosi neuroni e 
fibre neoformate. Mitosi (freccia) ( i i o o x ).
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T a v o l a  II

Fig. 9. -  Dopo 4 giorni dall’amputazione della coda: mitosi al livello della ampolla 
apicale (2800  X).

Fig. io. -  Dopo 8 giorni dall’amputazione della coda: mitosi al livello del midollo in rige 
nerazione (2800 X).

Fig. i l .  -  Dopo 8 giorni dall’amputazione della coda: gli elementi neurali presenti nel 
midollo in rigenerazione sono ellissoidali con cromatina uniformemente distri 
buita nel carioplasma (2000X).

Fig. 12. -  Dopo 12 giorni dall’amputazione della coda: nel grigio periventricolare è visibile 
un elemento neurale con nucleo globoso (2500 x).

Figg. I3_I4 - -  Dopo 16 giorni dall’amputazione (fig. 13) e dopo 20 gg. (fig. 14): sono visibili 
neuroni in via di differenziamento presenti nella parte dorsale (fig. 13) e ventrale 
(fig. 14) del midollo in rigenerazione (2500 X).

Figg. 15- 16. -  Dopo 25 giorni dall’operazione: fig. 15, citoplasma di una cellula gangliare 
neoformata. Fig. 16, nucleo di un neurune del tipo di Rohon-Beard (2500 x).

Figg. 17-18. -  Dopo 30 giorni dall’operazione: fig. 17, neurone del tipo Rohon-Beard com 
pletamente differenziato. Fig. 18, motoneurone (2500X  ).


