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AZIONE DEI RAGGI RONTGEN
SU .EMBRIONI E LARVE DI ANFIBI

I1I. - TRAPIANTO DI COMPLESSI DI ABBOZZI DA DMBRIONI
IRRADIATI 8U NORMALI (*)

TEODORO PERRI

SvMmanriva, - Inchoata capita et dorsa embryonum Ranae esculentae, in
quay letalis radiorum X vis illata est, in communes embryones iransferuntur,
eorfimque vicissitudines etiam post donantis mortem perpendentur. Hac sua ra-
tioe quid in singulis inchoatis partibus efficiatur investigat Auctor, et quid
consequatur quod comparat cum iis quae note iam sunt guod attinet ad LiCL

- La suscettibilitd differenziale dei vari abbozzi embrionali di fronte
_agli agenti pertﬁrbatori dello sviluppe fu, per il radium ed i raggi X,
indagate da vari Autori ¢ particolarmente, per gli Anfibi, da Boaw,
Scuarer, Lewy, O.e G. HLMWlG e pilt recentemente da ANcEL, Vin-
rEMBERG, Oviviert, Pasquinr, Si riconobbe, particolarmente per opera
del CorroNEr che anche con questi agenti si pud giungere agli stessi
risultati morfogenetici che con altri (chimiei, ecc.). Le fondamentali
ricerche del Cmip sul « gradiente » portarono una nuéve visione nel-
Vinterpretazione di questi fatti, compresi quelli successivaments sco-
perti. Mi limito a ricordare, dovendovi ritornave ira poco, che 11 Co-
TRONEI notd, per azione del LiCl su uova di Anfibi, una diminuzione
di sensibilith in senso apico-caudale, il che venno successivamente ri-
confermato dal BmrLamy; il Corrowzr notd pure una particolare. su-

(*) Nota presentata dall’Accademico Pontificio 8. B Filippo Bilvestri 1’8 feb-
brajo 1948. .
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: bcei}tlblhtéb “dello stadio di gastrula a dare inibizioni cefaliche spedie
: -pér.-l’_éhcefulo, o lo stesso fatto fu successivamente osservato dal Pa-
~~squint (1) in esperienze con il radium,

. Lo scopo delle mie ricerche (), per quanto riguarda gli embrioni,
-6 anzitutto di seguire mediante trapianto su normale il comportamento
dei vari abbozzi oltre la morte dei donatori, onde un approfondimento
- della questione; inoltre distinguere gli effetti diretti dei raggi X da
quelli indiretti, ciod attraverso perturb&ménti dell'intero organismo,
sperimentando con trapienti sia da irradiato su normale che da nor-
malo su irradiato, in modo che pit chiaramente emerga il comporta-
mento di ciascun abbozzo; altro scopo, particolarmente _perseguito in
questa Nota, & lo studio delle conseguenze morfogenetiche determinate
da queste differente suscettibilitd tra gli abbozazi, in confronto con
quanto ‘avviene con altri agenti, specie il LiCl.

Lie ricerche di cui mi oceupo in questa Nota le ho eseguite (%)
st embriont di Rana esculenta, usando dosi varie ma sempre sicu-
ramente lotal: di raggi X (*). In un primo gruppo di esperienze ho
trapiantato parte della testa giungendo a comprendero, posteriormente,
le vescicole ottichie; ed in un secondo gruppo, wna zona del dovso
comprendente un tratto di cords dorsale con corrispondenti midollo
spinale o somiti. La zona tolta da embrioni rontgen-irradiati venne
{rapiantate sull’addome di embrioni normali; sia donatori che porta-
tori allo stadio di bottone codale piceolo. Uguali tra,pw,nt.l, da normale
su normale, li ho eseguiti per contlollo. '

() P. Pasquini, «Arch, Zool, Ttal, », vol. XVI-I, 1980, pag. 501; P. PAsquis
e M. LeErzi, in «Trattato di Rudloblologmv vol. ITI, 19539, Roma.
* T. Pmruu Nota I, « Actus, vol. VIII, 1945, pap.67-72; Nota I1, ivi, vol. IX,
1246, pag. 197 204‘ ¢ Rend Accad Naz, Lincei », vol, II, 1947
@ Nell’Isti!;uto di Anatomin comparate « B. Grassi v dell’ Universitda di
Roma, . o
(%) Weenica A'irradiazione: tubo Original Miiller per radioterapia; tensione
di 40.000 volt; intensitd di 8 milliampére; senza fltro; distanza embrioni-anti-
catodo di em. 21,6; gli embrioni ernno tenuti in una vaschetta di vetro con uno
strato di acqua comune afto mm. 4. Inyeece del dosaggio in «rs ho usato-un
dosaggio bivlogico: gli emhbrioni di Rana ésculenia, allo stadio che ho sporimen-
tato, so irradiati per 80' con i dati ora riferiti, muoiono dopo vari glmm con no-
Le\rolo idrope (vedi Nota LL). : -
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'Vediamo dapprima il trapianto dells zona cefalica, su cui ho spe-
- rimentato nel 1946 e nel 1947, che comprende essenzialmente vesci-
cole ottiche, diencefalo e telencefalo, abbozzi olfattori, regione boccale.
Ricordo anzitutto che nei trapianti di controllo (de normale su nor-
male) ebbi, come gid ern da attendersi, ottimo differenziamento  dei
vari abbozzi. :

Gli embrioni donatori furono irradiati per 30-85 minuti primi,
allo stadio di doccia neurale completamente saldata; ciod con dose
nettamente letale, come risulta dal comportamento degli embrioni di
controllo (solo irradiati) e dei donatori. Il comportamento del trapian-
" tato & strettamente in funzione della resistenze dei donatori alla dose
‘somministrate di raggi, come mostra l'esame microscopico degli em-
brioni di controllo (solo irradiati). I portatori furono fissati da 8 a
17 giorni dopo la morte di tutti i controlli (in maggio).

Cid premesso, ecco ora in breve i risultati. Le vescicole ottiche
sono la parte pih resistente dol trapiantato; esse giungono spesso . a
differongiarsi completamente in futte loro parti, con reting ben stra-
tificata, Questo uei casi migliori. In altri la massa retinica & di pic-
colo volume.perd regolare; con eristallino di grandezza a volte rela-
tivamente maggiore, segno della sua maggiore resistenza rispetio alla
rotina, come era stato gid notato da O.Hrrrwic o da me recentemente
riconfermato, Nei casi di pit forte azione dei raggi, l'occhio finisce
con lo scomparire, rimanendo solo tracce di pigmento. A volte 1 due
abbozzi ottiel presentano una diverss rosistenza all’irradiazione, Della
diminuzione della loro reciproca distangza parlerd tra breve. Questo
comportamento dell’occhio & perfettamente d’accordo con quanto avevo
osservato nelle mie precedenti esperienze sul suo. trapi_a;ntd da em-
brioni irradiati su normali. :

Gli abbozzi olfattori offrono una resistenzk ai raggl X minore
che le vescicole ottiche. Sono spesso, rispetto al normale, meno diffe-
- renziati o di volume minore di quanto accada per gli occhi. Vi sono
perd dei casi in. cui degli occhi rimane solo del pigmento, mentre gli
abbozzi, olfattori sono discretamente conformati. Della reciproca di-
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f'_sta,_nza:,_‘ ti‘a,_"-i:"dl_ié abbozzi parlerd tra poco. Risulta adunque chiaro che
.Izil__l(':h_e' gli"ubbozzi olfattori, pur cosi susceftibili, sono pil resistenti
. déll_’__il__lt.el_‘o embrione irradiato ().
.. Particolare interesse offre il comportamento dell’encefalo, la cui
resistonza ai raggi X varia secondo le sue diverse parti. Il telence-
falo & 1a meno resistento; noi casi di minor; lesioni presentasi ridotto
o massiccio, onde gli abbozzi olfattori non pitt da esso tenuti distan-
ziati, nd dalle cartilagini della capsula olfattoria completamente man-
canti, si avvicinanc fino a tocearsi; negli aliri casi il telencefalo manca
del tutto o quasi, onde non solo gli abbozzi olfattori ma anche gli
oculari si avvicinano fino a venire anch’essi tra loro g contatto. Po-
steriormento agli cochi si trova Spesso un ammasso di tessuto nervoso
talora in discrete condizioni, che con ogni probabilitd deve interpretarsi
come diencefalo; guesto a volte separa la metd posteriore dei due occhi
che vengono a contatto solo con le loro metd anteriori,

La regione bocealo & anch’essa assai sensibile; le parti pigmen-
“tate del becco e i dentelli (*) mancano sempre o completainente,

Lo cartilagini boccali e lo alive encefaliche sono pochissimo svi-
lappate; o mancano completamente o vi gono dei pezzi cartilaginei
di difficile identificazione. |

Adunque degli abbozzi presi in considerazione in questo primo
gruppo di ricerche, le vescicole ottiche sono le pitt resistentd, gli ab-
bozzi olfattori un poco meno; pitt sensibile la regione boceale, ancor
pit 1l telencefalo. _ ' ,

Questi risultati presentano notevoli somiglianze con l'azione del
LiCl su embrioni di Anfibi: mi riferisco particolarmente alle gid accen-
nate ricerche del Corroner (®) che se ne oceupd a lungo, ed allo stesso

{*) Risulta da ricerche ancora inodite che afiidai alla sig.me M. Pagmorrs
di questo Istituto, che anche I’otoscist] ha una resistenza ai raggi X maggiore
che l'intero embrione irradiato, al guale sopravvive se trapiantata su embrione
normsale (esperienze in Rana esculenta).

(*) Ricordo, por gli opportuni confronti, che anche nelle larve di Bana escu-
denta essi sono sensibilissimi af ragei X,

(") G. CoTrownr, « Rend. Accad. Naz. Lincoi », vol. XXIV, 1° sem., 1915;
vol. XX1IV, 2° gem., 1915; wvol. XXVIIL, ge sem,, 1919, pag, 206 e pag. b11;
vol, XXX, 1° sem., 1921; vol, XXX, 2° som., 1921; « Ric. di Morf. », vol. II,
1921; « Riv. di Biol, »; vol. I, 1821: « Ayeh, Ttal, de Biol, », vol. LXXIT, 1821;
« Rend. Accad. Naz, Lincei», vol. XXXI, 10 sem., 1928, pag. 483 o pag. 473,
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Antore rinvio per la relativa bibliografia. Anche di fronte al LiCl il

-~ telencefalo & il pil sensibile; inoltre l'abbozzo olfattorio e la regione

"'bocca,le sono pift sensibili dell’ottico. 8i vede che le differenze di su-
" scottibilitd tra i vari abbozzi sono sostanzialmente uguali a quanto av-
~ viene con i raggi X. Ne consegue che le differenze di suscettibilith ai
raggi X si mantengono le stesse sia allo stadio di gastrula o precedenti,
sia allo stadio divescicola ottica primaria. I.e vescicole ottiche, e lo stesso
dicasi per gli abbozzi olfattori, guando vengono a contatto sono troppo
avanzati nello sviluppo per potersi fondere. Il loro avvicinamento o
contatto si ha per riduzione dell’oncefalo, conseguenza dell’azione necro-
tica dei raggi X; si ha quindi fondamentalmente la stessa genesi che
il CorroNgI ammise quando per azione del LiCl si ha la fusione dogli
abbozzi olfattori e degli oculari, conseguenza dellinibizione dell’ence-
falo (*). Anche l'aver trovato a volte nei due abbozzi oculari (o negh
olfattori) un comportamento diverso I'unc dall’altro trova un parallelo
nelle esperienze con il LiCl; ove pud aversi monoftalmia asimmetrice,
il che fu. dal Corroxnmr interpretatc appunto come una diversa suscet-
tibilitd. tra 1 due abbozzi.

Noella seconds serie di ricerehe, eseguite nel 1947, ho trapiantato
un frammento dorsale comprendente essenzialmente corda dorsale, mi-
dollo spinale e somiti, Gli embrioni donatori erano stati irradiati per
30 o B0 minati primi, allo stadio di doceia neurale completamente
saldata; ho quindi usato dosi nettamente letali. Il trapianto fu ese-
guito allo stadio di bottone caudale piccolo sull’addome di embrioni
normali allo stesso stadio. Uguali trapianti, perd tra embrioni normali,
furono eseguiti per controllo: in questi futte le parti del trapiantato
g1 sono perfettamente differenziate; in particolare, la superficie sezione
della corda e la sua struttura sono praticanente nguali nel frapiantato
@ nel portatore. '
.~ Nei casi in cui i domatori erano stati irvadiati per 30, fissai i
portatori 10 giorni (in maggio) dopo la morte di tuthi i controlh {em-

() Ricordo che, com’d riferito dal Corronar, la ciclopin per azione dol LiCl
sa Anfibi fu per la prima volta osservatn del TEPLAT,
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":--bi-io.l.ii. "éolo irradiati). Si osserva nel trapiantato che la corda & in‘ottime
g ._:condlnom o di struttura normale, tuttavia la superficie sozione pur es-
o sendo notevolo & chiaramente pitt piccola che quells della corda del porta-

tore. Si'he dunque che la corda dorsale, pur avendo risentito gli effetti

dolla rontgon- irradiazione, ha presentato una resistonza. notevole, assai

‘maggiore che quelle dell'intero organismo. Le stesse considerazioni
valgono per i miotomi. Invece il midollo spinale si & mostrato molto
meno resistente; infatti & generalmente di aspetto poco regolare-o 4
del tutto irriconoscibile. _

Nelle irradiazioni con dosi nettamente maggiori, ciod di 60, fis-
sando i portatori 5 giorni (in maggio) dopo la morte dei controlli (em-
brioni solo irradiati) pit resistenti, la corda presenta sempre uno svi-
luppo minore che nelle irradiazioni di 80/, tuttavie la sus struttura
& generalmente del tutto normale e l'nccroscimento disereto; solo in
qualche caso & assai piceola ed irregolare. I muscoli si presentano ben
sviluppati; il midollo spinale generalmente non & neppure riconosci-
bile con sicurezza. Questi risultati concordano con i precedenti,

Ricordo che O. Henrwia, nello sue ricerche di radinm-irradiazione
di wova di Anuri, osservd per la cords dorsale nus notevole resistenza,
All'azione del TiCl, secondo le ricerche dol Counonri, la corda dorsale
& resistentigsima.

Nei miei casi si & visto che la corda & molto resistonte ai ragpi X ;
molto pili che Vintero organismo cui sopravvive almeno per molti
giorni; tuttavia ne risente chiarsnente l'azione (*). Uguali considera-
zioni valgono per i miotomi.

CONSIDERAZIONT

‘Queste esperienze, come ho gid detto, studiano la differente su-
scottibilitd dei vari abbossi ai raggi X, mediante trapianto da irra.
diato su normale, o quindi in condizioni di isolamento dall’'ambiente
irradiato (%). Degli abbozzi studiati, il telencefalo & assai sensibile,

(') Queste osservazioni sulla corda dorsale fanno parte dm dati che vado
raccogliendo per una pit approfondita conoseenza del suo comportamento di fronte

al vari agenti.
{*) Ribadisco qun,nto ho gid detto nelle mie precedenti Note:. 1'abbozzo ir-
.radinto non & tossico per Pembxrione snl quale venga trapiantato.




_'_m.'o'lto “pitt del diencefalo; invece assai rosistenti ‘somo gli abbozzi
_".‘d_tti_ci -o forse un poco meno, ma pilt del telencefalo, ghi olfattori. La
corde dorsele ed i miotomi somo molto pilt resistenti degli abbozai
" encefalici, Noi precedenti paragrafi ho gid posto a raffronto questi
risultati con quanto era gid stato visto per il LiCl, sulla scorta dei
lavori del CorroNez

Ricordo che altre mie esporienze ancora inedite su embrioni e
larve di Bufo wulgaris, rieonfermano ed estendomo questi risulfati.
Anche in embrioni di B. vulg. irradiati con dosi letali, si osserva che
la corda dorsale & di dimensioni maggiori di quanto comporterebbero
lo dimensioni raggiunte dall'intero embrione, segno di maggior resi-
stenza; la cords & perd contemporaneamente di dimensioni minori di
quella di un embrione normale tenuto in vita nelle stesse condizioni
(n parte l'irradiszione) e per un ugual numero di giorni, segno che
pur sempre risente I'azione inibitrice dei raggi X.

Questa maggior resistenza di alcuni abbozzi acquista pin risalto
se confrontate con altri abbozzi a comportamento diverso. Cosi in
larve giovanissime di B. vulg. fortemenute irradiate, gli abbozzi degli
arti, gia istologicamente ben visibili, si distruggono e scompaiono,
mentre la larva & ancora in grado di vivere per qualche giorno (le
rolative esperionze di trapianto saranno eseguite quest’anno). Ancora
pit ehiaro & il caso delle larve giovanissime di B. wulg. irradiate con
dosi che solo alle pil resistenti di esse permettono di giungere alla
motamorfosi; in gueste le gonadi sono del tutto scomparse.

8i vede l'opportunitd di estendere ed approfondire gueste inda-
gini che contribuiscono ad una migliore conoscenza non solo dell’agente
usato, ma anche delle peculiaritd dei singoli abbozzi.

CONCLUSIONI

1) In trapianti, in Rana esculenta, da embrioni trattati con dose
letalo di raggi X su embrioni normali, della parte anteriore della testa
. fino alle vescicole ottiche incluse, & risultate una nette suscettibilita
differenzialo tra vari organi. Assal resistentl sono le vescicole ottiche;
un poco meno gli abbozzi olfattori; assal meno resistente & il telen-
cofalo, la cul scomparsa in seguito a necrosi da raggi X provoca l'av-
vicinamento o il contatto dell'abbozzo olfattorio o dell’oftico di un
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l_a,td :con'_quelli-dell’altro lato; poco resistente & la regione boccale.
_ ' _ “9) In trapianti, in Rane esculenia, da embrioni trattati con dose
Jetale di raggi X su embrioni normali, di un tratto del dorso com-
prendente corda dorsale, miotomni ¢ midollo spinale, & risultato che
“corde dorsale e miotomi sono pili resistenti sia del midollo spinale sia
dell’intero embrione.
3) La corda ed i miotomi sono pili resistenti degli org&m della
partc cefalica di cui al n. 1.






