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Inainte de a desvolta obiectul tezei mele pentru oblinerea
titlului de doctor in medicin#, m# simt indemnatid atat de un
senliment al daloriei, cil mai ales de o spontani pornire su-
[leteascit si-mi aminlesc la prima pagind de cei ce au contri-
buit la infdptuirea lucriirii prezente.

In primul rand mulliumesc Dlui Prof. Victor Papilian
pentru ci a bineveit s#-mi incredinfeze problema metodelor
de colorare macroscopicd a creerului spre a o studia §i pen-
tru cii mi-a pus la dispozilie cu toati amabilitatea laboratorul
D-Sale, unde am putul lucra in condifiunile cele mai avan-
tajoasc.

Muljumesc Dlui Dr. Gabriel Rusu, asislent, care familia-
rizat mai de mult cu metodele intrebuinjate de mine, mi-a dat
indicalii tehnice §i mi-a stal cu toatd colegialitatea la dispo-
zilie la oblinerea s§i prepararea pieselor anatomice.

Mul{umesc asemenea prietenei mele Dna Dr. Victoria
Median, asistenld la Institutul de Chimie, pentru ci mi-a in-
lins méné de ajutor in rezolvirea chestiunilor de chimie, ivite
in cursul lucririi de falﬁ.

Nu pot termina aceasti pagind [ird simi exprim loald
gratitudinea D-lor Profesori 1. Scriban, D. Cilugireanu dela
Facultalea de $tiinle i I. Driigoiu dela Facultatea de Medi-
cind. In timpul cit am avut ocazia si lucrez ca preparatoare
sau asistenlii in laboraloarele conduse de domniile lor, am
putut insusi nu numai multe metode de lucry, ci si dragostea
peniru cercelarea stiinjifica.






Cercetiri asupra metodelor de colorare
macroscopica a creerului

I. ISTORIC.

Pentru a produce un contrast de culoare intre substanta
cenugie §i cea albd a creerului in secjiuni macroscopice, s'au
incercat incd de mult anumite metode. Acestea se bazau mai
cu seami pe colorarea nucleilor celulari cu diferiti coloranti,
ca borax-carminul, carminatul de natriu etc. Rezultatele au
fost insi pujin satisficitoare, inlrucat pentru a reusi, colo-
rafia trebuia si fie ficuld eu multd precisiune. Fiindca supra-
coloririle erau greu de evitat, iar odatd produse nu mai pu-
teau fi inldturate, rezultatele bune depindeau mai mult de
intamplare.

Metoda cea mai buni care accentua contrastul dintre
cele douil substanfe ale  creerului rimisese cea cu albastrul
de Berlin: substanja cenusie se coloreazi in albastrd inchis,
iar substanja albid nu se coloreazi deloc, sau cel mult devine
de un albastru foarte palid.

Guizetli,. in 1915 coloreazii macroscopic felii din creer
proaspit de om cu ferocianurii de polasiu si cu sulfurd de
amoniu, ‘pentru a pune in eviden{i fierul fiziologic din acel
organ. Autorul aseazi felii de creer nefixat intai intr'o solu-
tie de ferocianuri de potasiu 2%, le tine aci 1—1%/2 ore, apoi
inlocuieste solufia aceasta cu una de acid clorhidric 2%. Fe-
lille riman in solujia de acid clorhidric 24 ore, in care timp
apare o culoare albastrd intensivi in anumite centre cerebra-
le. Culoarea e datloriti albastrului de Berlin, produs din ac-
fiunea ferocianurei de potasiu asupra fierului fiziologic din
creer. Patru centre din acest organ se coloreazi mai inten-
siv: locus niger al lui Soemmering, nucleul rosu al lui Stilling
globul palid i nucleul din{at al cerebelului. Deasemenea ob-
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line o colorare pulernicd a acestor centre cu sulfura de amo-
niu in concentralie de 30%- . )

Inaintea lui Guizelti coloriiri aseméndloarc a [dcut Za-
leski in 1886. Acesla insi nu di date mai precisc asupra lo-
calizdrii reactiei fierului in feliile de creer. . .

Guizetti si-a extins cercetirile §i asupra _creerllol_‘_.anuna-
lelor domestice, gisind in general aceleasl relajiuni ca lz}
om. A cercelat §i creeri de .copii. si [eli-conslaland cd ac
reacjia de colorare a fierului ¢ foarte slabi sau lipsesie cu
tolul. Cercetirile acestui aulor au fost reluate mai tarziu de
Spaiz care a ob{inut rezultale foarte interesantc pe care le
voiu trata in cursul lucririi de fajd. .

1. CONSIDERATIUNI ASUPRA PROCEDEELOR DE -
COLORARE MOCROSCOPICA A CREERULUI -
Dintre metodele mai vechi de colorare a-.creeruli, cel

mai mare interes il prezintd meloda albastrului deBerlin.

Importanfa acestui procedeu a relevat-o Sincke intr'un arti-

col destul de recent publicat in Analomischer Anzeiger din

1926. Autorul descrie aci tehnica aminuniiti a metodei §i

discutdi cauzele cari determind, pe langd aceleasi condiliuni

de colorare si cu aceiagi reactivi, o coloralie inlensivii a

scoarfei cerebrale §i o lipsi de colorare a subslan{ei albe.

Procedeul este urmitorul: Se fixeazii secliunile groase din

creer in formalindi de concentralia 10%), dupid care:se spald

in ap# distilatd si apoi se imbib# cu o solujie de clorurd fe-
ricdi 1% timp de 4—12 ore, dupd grosimea feliei Sec{iunile
astfel pregilite se spald din nou si se {in in solulie-apoasi
de ferocianurd de potasiu (1%), pand in momentul cand se
formeazii un precipitat albastru: ferocianura fericd sau al-
bastrul de Berlin. Acesta producandu-se numai in regiunea
substanfei cenusii,” o coloreazi pe aceasta selecliv, dand ast-
fel un conlrast foarte evident intre ea si substan|a albi. In-

datd ce s’a produs colorafia, secjiunile se scot din solulie §i

se spalil cu mullii grije. Se pol pisira in formol 10%.

" Sincke esle de pirerea cii intensiva colorare a materiei
cenugii prin meloda albastrului de Berlin este datoritid unei
alinitéd{i speciale a ci fajd de sarea fericd inlrebuin{atd. Ace-
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asti. afinitatle lipsesle subslanjei albe, iar substanfa cenusie o
manifestd numai pentru fier nu §i pentru alte metale. Autorul
incearcd sd dovedeascd aceasta prin faptul, cid intrebuinfand
sdruri metalice (alle decat cele a ferului), cari dau cu anu-
mili reactivi precipitate colorate (cum ar fi sulfatul de nicnel
si sulfura de amoniu, sulfatul de cobalt si sulfura de amoniu,
nitratul de plumb si cromatul de potasiu, suifatul de cupru
si hidratul de amoniu) nu se produce o colorare selectiva a
substan{ei cenusii, ci o colorare uniformi a ambelor sub-
stan{e din creer. Numai in cazul sirurilor .le nichel a »bii-
nut o coloratie ceva mai inlensivi a materiei-renusii, pe :are
o explicd prin inrudirea chimici dintre acest metal i fier.

Sincke se intreabd dacd nu cumva afinitatea substaniei
cenusii fali de fier este determinatd de fierul existent in mod
fiziologic in creer. N'a putut insid rdspunde documentat aces-
tei inlrebari.

Autorul admite ci contrastul dinire culoarea albastra
inchisd a scoar{ei celebrale §i cea foarte palidd a substanfei
albe se bazeazii in mare parte si pe deosebirea de constitufie
fizico-chimicd a celor doud substanle din creer. Lipoidele
substantei albe ar impiedeca, fixarea solutiilor intrebuin{ate
in colorare. Inir’adevér daci se exirage mielina fibrelor ner-
voase din o secfiune de creer prinir'un amestec de benzol cu
eter sau alcool cu eter si apoi se trateazd aceeasi secfiune cu
soluliile de cloruri ferici si ferocianuri de potasiu, se pro-
duce o coloralie intensi, difuzi, care prinde ambele substante
ale creerului, ba uneori substanla albi se coloreazi mai in-
lensiv decat cea cenusie.

Si glia prin alcalinitalea ei ar contribui la intensificarea
coloriirii scoarfei: din reac{iunea dintre clorura fericd si sub-
stanlele alcaline ale gliei s’ar produce hidratul -de fier care
cu ferocianura de potasiu di albastyul de Berlin.

-Un alt fapt care contribuie, dupid Sincke, intr'o oarecare
miisurd la colorarea selectivii a scoarei, este prezenfa aci in-
(r’un numir mai mare a capilarelor. Autorul nu di ins# nici
o explicafie in privinja rolului ce l-ar avea aceste vase de
sange in producerea coloririi. : .

Mainland in lucrarea sa ,,Uber makroskopische Firbung
von Gehirnipriparaten mit Berlinerblau” publicatd in Anato-
mischer Anzeiger din 1928 se ocupd aminunlit cu rezultatele
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objinute de Sincke asupra creerului prin meloda albastrului
de Berlin. El vede cauza deosebirii de colorajic a celor doud
subslanje din acesl organ.in lextura lor diferitd: substan(a
cenugie are o texlurd mai neregulald si mai grosoland, cea
albi mai regulald si- mai find.

Daci se rade o bucali de substan|i albd cu hartie de Ire-
cal sau cu o perie, ea devine mai neregulald si se coloreazi
intens cu albastrul de Berlin. Dacii radem si substan{a cenu-
sie pe o oarecare inlindere, in acel loc ea se coloreazd mai
intensiv.

Mainland — ca si Sincke de allfel — a oblinul reacliu-
nea tipici a albastrului de Berlin pe felii de creer fixal in
formol. Lucrand cu malerial proaspit nefixal, observd cd
reacfiunea de colorare in regiunea cenugie a secjiunilor e
.mai slabil si precipilalul produs se poale usor indepirta. In
feliile de creer fixal chiar §i numai limp foarte scurl, preci-
pitatul produs e mai hine relinut de scoar(i.

Preparalele bine fixate in formol se coloreazi selectiv,
repede si inlensiv /chiar dacid inainte de colorare au fosl
spilate. '

Din cercelirile de mai sus aulorul lrage concluzia ci for-
molul produce o modiflicare in struclura fizicd a subslanielor
cerebrale. Acesta nu ia parte la reacjiunea chimici dinlre re-
aclivi, intrucdt precipitatul colorat se produce tol atit de
prompl si dupé indepirtarea Jormolului din (eséturi.

Mulligan (2) a inlrebuinfal peniru eviden{ierea subslan|ei
cenusii acidul tanic §i o sare de [ier. Conlraslul de coloare,
foarte pronunjat pe secf{iunea de creer esle dalorit producerii
unei pelicule prolecloare format# la suprafaja maleriei albe
din lipoizii disolvaji ai mielinei.

Blair, Davies si Mc Clelland (5) ne pulandu-si explica
afinitatea speciald a subslanfei cenusii pentru [ier, in cazul
colordrii selective cu albastrul de Berlin, incearci peniru co-
lorarea macroscopicii a secliunilor de creer diferite s#ruri
melalice, allele decat cele [erice, cum [#cuse i Sincke. Rezul-
lalele oblinute au fosl publicale inlr'un arlicol din Journal
of Anatomy din 1932. . :

Aulorii au reusit si ob{ini conlraste de culori foarte evi-
dente procedand dupid meloda albastrului de Berlin. Ei cred
cit insuccesul lui Sincke se daloreste imbibirii prea indelun-
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gate a secliunilor de creer in diferitele solulii de reactivi. Pen-
tru reaclia albastrului de Berlin Sincke recomandi (inerea
preparatelor in sclujia de clorurd fericii limp de caleva ore,
ori se poate ob{ine un contrast de culori foarte pronuntat si
dupd un timp mai scurt. In reacliile de colorare ficule de
Blair, Davies si Mc Clelland au feost suficiente cateva minule
pentru a obline rezullate pozitive. I drept insd c# Sincke prin
metoda imbibirii indelungate a-ob{inut coloriri permanente
cari durau patru ani, pe cand colcririle autorilor englezi sunt
de o duratii scurti.

Acesti autori s’au folosit de secliuni groase de creer fi-
xate in formalind si de mai mulii reactivi, dintre cari sunt
menlionali numai aceia cari au lisat materia albi a creerului
necoloratéd sau foarte palid colorati, iar substanja cenugie au
scos-0 in eviden|d printr'o culoare iniensivd. Reactivii sunt
perechi, adici dubli; feliile de creer se jin calva timp in re-
activul dinlai-apoi se spald si se aseazdi in reactivul al doilea.

Iatd substanlele intrebuirijate si’precipitatele colorate ob-
{inute prin reacjia dintre ele:

I. 1) Sulfurd de sodiu si 2) nitratul de coball. Prec1p1ta-
tul: Sulfura de coball, coloreazi substanja cénusic intr'un
sur negru.

I1. 1) Sulfura de sodiu si )) mhalul de plumb Precipita-
tul: Sulfura de plumb, coloreazi scoarla in brun inchis.

III. 1) Tartratul de stibil i 2) hidrogenul sulfurat. Preci-
pitatul: Sulfura de antimoniu, coloreaza substaﬁ;a cenusie in
galben-portccaliu.

IV. 1) Nitratul de plumb si 2) Iodura de potasiu. Plec1-
pilatul: Iodura de plumb coloreazi matéria cenusie intr’un
galben canar.

Amiinunte asupra lehnicei coloriirilor voi da la sfarsitul
lucririi.

Toale precipilatele rezultate din combinarea chimici a
perechilor de reactivi aminti{i, coloreazi selectiv substanta
cenugie. Rezultalele pozitive date de aceste reacliuni ris-
loarnd deci ipoteza afinitilii specifice a substanlei cenusii faja
de fier, ipotezd, prin care Sincke interpreteazi colorarea se-
lectivd a scoarlei.cerebrale cu albastrul de Berlin.

“Din rezullatele descrise reiese, cii substan{a cenusie arc
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afinilalé-si penlru celelalte céleva melale din solilliile in.lre—
buinjate si ce e mai interesant, ea nu se coloreazd numai cu
precipitale metalice, ci §i cu subslanle care nu cox?lm metale.
Astfel autorii s'au folosil de amidon §i iod; rezullatul colo-
ririi a fost pozitiv. Pentru a obline reac{ia se inlrebuinjeazi
o solulie de amidon §i ¢ solufie foarle diluali de iod in foduri
dc'polasiu. Substanla cenusie se coloreazd in violetul inchis
caracleristic reacliei amidonului cu iod, in limp ce materia
albi ia o culoare galbend palidi.

Reacliunile de colorare seleclivd daloritdl reactivilor atat
de felurifi, par a exclude prezenfa unei combinaliuni chimice
inire substanfa cenusie sau un element al ei (de ex. fierul)
si intre reaclivi. O dovadi avem in faplul c# prezenla [ieru-
lui fiziologic in scoar{d nu provoaci aci o colorare mai inten-
sivi cu albastrul de Berlin, decét cu alle precipilate cari nu
confin fier. Dac# si substanle din maleria cenusie (fierul) ar
lua parte la reaclie, intensilalea acesteia in cazul albaslrului
de Berlin ar trebui si fie mull mai mare, intrucat fierului din
clorura ferici i-s’ar/adduga si cel din {esulul nervos.

Deci nu se poale da o explicajie pe hazi chimic# colora-
rii selective a subslanlei cenugie. In aceasld colorare, dupd
aulorii englezi Blair, Davies si Mc. Clelland, inlervin fenome-
ne fizice ca pulerca de penelrare a reactivilor gi diferita lor
adsorblie in cele doud subslanje ale creerului.

Fard indoiald ci precipitatul colorat esle rezullatul unei
combinafiuni chimice dinlre reactivii perechi intrebuinjafi:
el se formeazd §i in eprubeld, insi producerea lui exclusiv
sau in mare parle in regiunea subslanlei cenusii nu se poale
explica pe cale chimici.

Cand o felie de creer e imbibali cu solujia reaclivului
dintai, are loc o penelralie a solufiei si o0 adsorbjie a sdrurilor
diferild atal ca suprafa(# cat si ca adancime in subslanja albi
§i cea cenusie. In substan|a cenusie peneirarea e mai adanci
si adsorbfia mai mare ca in cea albd. O spilare rapidd inde-
pérteazi deci inegal reactivul din cele dou# materii: mai mull
din cea albi si mai pufin din cea cenusie. Cu reactivul al doi-
lea se produce precipilalul coloral care se [ormeazi in canli-
tale mai mare in substan{a cenusie colorandu-o astfel inlen-
siv. Substanfa albd a ciirei pulere de adsorblie faji de reacli-
val intai ¢ mai mici, se coloreazi foarte slab sau de loc, Pre-



cipitatul format in regiunea substanlei cenusii este refinut de
aceasla tot prin adsorblie. :

<. Spiland mulf timp secliunea din creer dupid imbibarea
cu primul reactiv, nu se mai produce reactia de colorare .cu
greactivul al doilea, fiindcA primul a fosl complect indepirtat.
Intre reactivi §i substania cerebrali nu avusese deci loc nici
o combinalie chimic#, ci numai o adsorblie care a permis in-
depirtarea reactivului prin spalare.

Dac#d inainte de colorare radem sau -frecim cu o perie
sau cu hartie de frecat o parte de substanla albi din
secfiunea de creer, partea rasii se coloreazi cu aceeasi inten-
silate, ca substanla cenugie, deoarece prin radere i-sc mi-
resie puterea de adsorblie.

‘Afari de factorii [izici aminti{i, arc un rol important in
producerea colordrii selective si constitujia, deosebiti din
punct de vedere fizic §i chimic, a celor doud substan{e ce-
rebrale. Se poale spune chiar ci penetrarea reactivilor si ad-
sorbtia lor in creer sunt determinate in mare palte de aceasta
commupc ’

- Tolusi, o explicajie bazatd numai pe acliunea faclorllm
lelC] nu esle suficientit in unele cazuri de colorare selectivi
a subslanjei cenusii. Spafz (1) in arlicolul siu publical in
Zeilschrift fﬁr die gesamte Ncurologie'und Psichiatrie” din
1922 expune meltodele . 51 rezultalele unei serii intr egi de cerce-
Liri ficute asupra sec[xumlor de creer, in legiturd cu prezenia
fiziologic& a fierului in acest organ. Autorul se foloseste pen-
Iru cercetirile sale de material proaspit, de malerial fixat in
formol $‘i de material fixat in alcool, reusind s puni in. evi-
den{d fierul prin urmitoarele metode: .

1. Metoda cu sulfura de amoniu (dup# Quincke); {inand
o felie dintr'un creer proaspiit intr'o solujie concentrati de
sulfurd -de amoniu, in citeva minute globul palid §i locus
niger al lui Soemering se coloreazi intens intr'o culoare foar-
le inchisd, aproape neagri, contrastand puternic cu supra-
faja sec{iunii din jur. Prin acf{iunea prelungiti a soluliei se
coloreazii si alte regiuni ale creerului, deosebindu-se insd de
primele dou#t printr'c intensilale mai micd. Se observd o se-
rie de gradatiuni intre inlensilatea culorii globului palid-si a
locus. niger-ului i inlre regiunile cari nu se coloreazit de loc
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ca de.ex. substan|a cenugie din maduva spindrii. Meloda este
simpld, rapidd si sigurd. R
. Dupi Spalz culoarea este dalorilﬁ'precq_)ltatul'ul -.de sul-

furi de fier negru, rezultat din reacjiunea herull}x dl.q cen-
trele nervoase si-sulfura de amoniu. :Globul. pal-l.d 51 locus,
niger se coloreazi mai repede si mai intensiv hmdcg sunt
mai ‘bogate-in fier. - S

9. Meloda cu albastrul.de ‘Turnbull  (dupd Tirmann si
Schinelzer). Sulfura de fier produsi prin acliunea sulfurei de
amoniu.asupra creerului, se preface in prezen{a acidului clor-
hidric diluat si dupi adaus de fericianuri de polasiu intr’'un
compus albaslru stabil: albastrul de Turnbull. Metoda e po-
trivitd mai ales peniru preparale microscopice. Tabloul obfi-
nut pe secliune, indeosebi dup# o colorajie ulterioard a nu-
cleilor cu alaun carminic este plin de contraste inlre centrele
cerebrale bogate in fier si cele sidrace sau lipsite de acesl
element. | S

3. Meloda albastrului-de Berlin (Perl) bazald pe reacjia
dintre fierul din {esutul nervos si ferocianura de potasiu. In
prezenfa acidului clorhidric dilual, se produce un precipitat
complex: Albastrul de Berlin.© Aminunte asupra technicei
aceslor melode voiu da la sfargitul lucrdrii.

~ Prin toate procedeele menjionate se obfin contrasie inlre

aceleasi parfi cenusgii ale creerului inlens colorale si substanfa
din-jurul lor rimasi necolorali. Reac|iunea se poate observa
si microscopic pe buc#|i de creer proaspit |inute /> or# in-
(r’o solufie de sulfuri de amoniu si apoi deslrimate pe o lami
cu un baslonas de sticli. ‘Apar granule de o culoare foarte
evidenti. ' S

Foarle apropiat de aspectul secfiunilor din creer proas-
pil colorate dupi melodele de mai sus, este acela oferit de
feliile de creer fixat limp scurl (12—24 ore) in formol 10%.
Li#sand ins#‘sit aclioneze formolul timp mai indelungat (1
luni de ex.) o parte din fierul [esutului nervos se disolvi si
difuzeazi la suprafafa secfiunii i in lichidul [ixator, unde se
poate pune in eviden{d. Reacfia de colorare nu mai este limi-
tatd la cele cateva centre mai bogale in fier ci este difuzi.

Prin [ixared in alcool de 96% fierul hu se disolvi si re-
acfia de colorare mirginitd la anumile centre, se obline §i
pe un material {inut timp de mai mull(i ani in aces{ fixator,
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Totugi alcoolul produce anumile transformiri. Pe sec-
fiunile de creer nefixat tratate cu sulfurd de amoniu fibrele
cu mielind din centrele intens colorate apar albe, nemodifi-
cale de acliunea reactivului. Cand preparatul a fost {inut mai
mult timp in alcool, tocmai aceste {ibre se coloreazi mai pu-
ternic. Fenomenul este si mai frapant cand fixarea s'a facut
inlr'un amestec de alcool si eter. Faptul acesta s’ar explica
prin disolvarea invelisului lipoidic al fibrelor nervoase si prin
punerea in libertate a fierului lipoidic, probabil acesta da
reacfia de colorare cu sulfura de amoniu. Dar distribujia spe-
ciald a culorii in centrele amintite, cand loald secliunea a lost
lratald cu alcool si eler nu este expllcala

~ Alcoolul mai aclioneazi asupra substan{ei cerebrale in
sensul ci miresie peneirabilitalea ei peniru reaclivi, reaclia
de colorare producandu-se astfel mai repede. '

Cu toate cd aspectul secfiunilor [ixate in alcool si apal
colorate esle deosebil de cel al secjiunilor de creer proaspat
lratate cu acelag coloranl,  materialul péstrat in .alcool se
poale inirebuinla [oarle bine, intrucat deosebirea este inlol-
deauna aceeasi; se vorbesle de un ,aspect echivalent” al sec-
{iunilor fixate in alcool. Faptul prezinti importan{d pentru
cazul cand din diferite motive materialul (Creerul) nu poate
f1 examinal proaspit.

Rezultale interesante s’au’ objinut prin mdeparla1ea fie-
rului din creer cu acizi §i imbibarea secliunilor cu o solulie
de clorurd fericd. [Ficandu-se apoi asupra aceslor sectiuni re-
acfia cu sulfuri de amoniu sau cu alt reacliv care da un pre-
cipitat feric coloral, aspectul secjiunii a fosl cu totul deosebit
de cel rezullat din reacfia fierului existent in mod natural in
creer. S’a produs colorarea intensivd a intregei substanje ce-
nusii §i o colorare foarte palidd a substanjei albe — deci s'au
oblinut rezultate aseiniloare cu ale lui Sincke, Blair, Davies
si Mc. Clelland, cari s’'au folosit de reactivi dubli.

Spalz a inlrebuinjal pentru cerceldrile sale 116 creere
dela indivizi morji intre 16—72 ani de boli infecjioase, acule
si cronice, tumori §i tulburiiri nervoase si psichice. Autopsia
s’a facut dupd o ori dela moarle pentru a se impiedeca auto-
liza creerului i astfel disolvirea fierului si dlfuzmnea Iui in
tot organul. '

Diferenjele constante de intensitatea de culoare, dmtre
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anumite centre nervoase din creer si allele din jurul-lor, ob-
{inute pe un material atat de bogal si varial, au permis auto-
rului sii grupeze toate cenlrele nervoase cenusii in 4 grupuri
deoscbite. R ‘

1. Centrele grupului intdi. Se coloreazii verde cenugiu ca-
teva minute dupi asezarea secliunilor de creer proaspil in
solujia de sulfuri de amecniu. Acesle centre sunt globul palid
si locts niger. Dup# scurt limp sunt foarle intens colorale i
sc deosebesc prin aceasta foarle net de loate celelalle centre
din. jurul lor. Rapiditatea colorajiei merge paralel cu intensi-
tatea ei. In timpul acesta si centrele grupului al 2-lea se evi-
denliazii prinlr'o culoare cenusie-verde. :

Intrebuinfand solufia de ferocianuril de polasiu si de acid
clorhidric 1%, culoarea albasird apare ceva mai larziu, insi
tot in ordinea de mai sus: adecid dupi 2—3 minule dela ac-
liunea- reactivului, apar colorate albastru globul palid si locus
niger mai cu seamil in partea fui numila zona reliculati; dupi
5 minute apar cenlrele grupului al 2-Jea. Pe lang# rapiditatea
si intensitalea cu cave se coloreazi cele douid cenlre, ele se

.mai caraclerizeazii si prin constan{a reacliunilor de colorare.

2. Centrele grupului al 2-lea. Se observd pujin timp dupi
colorarea celor din grupul intai. Colorarea lor se accentuiaza
mereu fird a atinge insd, chiar dupd o bae de mai mulle ore
in reactiv, gradul de colorare al globului palid si al locus ni-
ger-ului. Centrele grupului al 2-lea sunt: nucleul rosu, nucleul
dinjat al cerebelului, corpul subtalamic al lui Luys si striatul-
(pulamen si nucleul caudat).

Ele vin in urma celor din grupul intii nu numai prin in-
lensitatea mai redus#l a coloratiei lor, dar si prin inconslén[a
cu care reacjioneazd [ali de reactivii coloran{i. Astiel uneori
deosebirea intre centrele grupului 2 §i 3 nu se poale face bine :
Apoi supralaja colorati a unui centru nu are intoldeauna
aceeasi inlindere si diferilele cenlre ale acestui grup nu sunt
colorate cu aceeasi intensitale. _ :

3. Centrele grupului al 3-lea. Se deosebesc de cele ale
g‘nq_)ului precedenl printr'o reac{ie de colorare mai slabi. Va-
riafiile in privin{a inlensitd(ii coloraliei si lipsa de omogeni-
tate in interiorul diferitelor centre sunt si mai frecvente ca in
grupul al 2-lea.

In grupul al 3-lea Spatz distinge doui subdiviziuni. Cen-
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trele primei subdiviziuni sc coloreazi destul de repede dupi
grupa a doua, se deosebesc insi# de aceasta prin intensitatea
maj redusd a culorii. Aci aparlin: corpii mamilari, ganglionii
habenulari, nucleul anterior al talamusului. In celelalte cen-
lre ale acestei subdiviziuni reac{ia de colorare este intampla-
loare §i foarte variatd. Acestei categorii ii aparfine §i scoar{a
creerului mare; intensitatea de coloratie e mai mare in pir-
file ei inferioare care sunt in apropierea imediatii a substan-
{ei albe. In diferitele regiuni ale scoarfei nu se observd vre-o
diferen{i de colorajie. Numai cornul lui Ammon la bitrani.
sau in unele stiiri patologice este mai intens colorat. Scoar|a
creerului mic reacfioneazi ceva mai slab, decat a creerului
mare; substan{a cenusie din tuberculii quadrigemeni se colo-
reazi mai intensiv.

Subdiviziunea a 2-a din grupul al treilea cuprinde centre.
cari reaclioneazd in medie cam la !/>—1 ori dela inceputul
acfiunii reactivilor. Aci apar{in nucleii puniii, substanla ce-
nusie a ventriculului al 3-lea, epifiza i hipofiza, nucleii de
acoperis ai creerului mic. Aceste centre nu se coloreazi intot-
deauna sau se pot colora numai unele din ele. Dupi acfiunea
mai indelungatd a sulfurii de amoniu sau a aitui reactiv, chiar
si subsltan{a albd se coloreazi.

4. Centrele grupului al 4-lea nu dau nici o reaciie evi-
dentd. Culoarea obfinuli dupid o acliune foarte indelungati
a reactivului nu e datoritd fierului, ci insugi reactivului. Dar
faptul ci aceste centre nu dau nici o reacfie de colorare cu.
reactivii intrebuinfaj{i nu inseamni ci ele nu au fier. Acesta.
s’ar putea gisi sub o formi care nu dd un precipitat colorat
cu sulfura de amoniu sau alti substan|{i. Aci aparifine oliva.
bulbard, locus coeruleus din calota protuberanfiald, corpii
genunchia{i, ganglionii spinali §i substanfa cenusie a madu-.
vei spindrii. ' :

Spatz cautii deci si demonstreze, ci reacfiunile de colo-
rare obfinute pe seciiuni macroscopice de er proaspdt cu
sulfura de amoniu sau cu ferocianura de potasiu sunt datorite
prezenfei naturale a fierului in centrele. cari se coloreazi.
Dup¥ autor acesta este un fapt netdgiduit si pentru a-l de-
monstra si mai evident, arati ci in cenuga centrelor grupului
1 analiza chimici descopere o cantitate mai mare de fier de-.
cat in celelalte centre. (Analize ficute de Dr. Wuth).
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‘Spalz nu neagi imporlan{a factorilor fizici in prodvucel:ea
in general a reacjiilor de colorare in creer. Se inll‘e:aba chuln'
daci nu s'ar pulea ca deosebirile de intensilate, objinute prin
metodele intrebuinjate de el, si [ie cauzale de penclrarea si
adsorblia dilerild a reaclivilor in deosebilele regiuni ale aces-
tui organ. Inlr'un asemenea caz prezenia fierului ar pul(?,a 1.1
numai simulatii prin o colorare mai intensivd a acelor regiuni.

Spalz crede insi cd in cazul reacliilor bazale pe prezenla
naturald a fierului in creer, factorii lizici nu joacd decal un
rol prea pulin importanl, Faptul, ci centre cu aceeasi slruc-
lurd nu dau o reaclie de colorare de o egald inlensilale, iar
cenlre cu structurii diferiti dau o reacjie aseminiloare, esle
o dovadd ci fierul reprezinti faclorul principal c#iruia i-se
daloresle reaclia. Apoi s'a viizut ci [ixarea de scurldt durati
in formol nu produce nici o modilicare in distribujia lieru-
lui, fiindci acesta nu s'a disolvat. In sc, umb o fixare indelun-
gati il scoate din cenlrele unde este in canlitate mai mare [i-
candu-l 'si se riispandeasci uniform pe inireaga suprafali a
secjiunii; se obline asifel o coloralie diluzii a inlregei sub-
slanle cenusii si a celei albe. ) :

Curios esle insdl faplul c& o spilare prelungitd (1—2 sip-
timani) a secliunilor ce fuseserd fixale mai mult timp in for-
mol, nu micsoreazd inlensitatea colorajiei difuze dupi adau-
sul sulfurei de amoniu. Fierul disolval prin formol nu e in-
.depértat de apd s§i intrd in reacliune cu sulfuri de amoniu.
Probabil se formeazi o combinajie organici a fierului cu (e
sulul nervos. ‘ - :

Spatz isi extinde cercetirile ca gi Guizelli §i asupra cree-
relor de animale domeslice, de copii si de leli intrebuin{and
meloda cu sulfurd de amoniu. Ajunge la urmiloarele conclu-
zii: La mamifere reac{ia e mai slab# ca la om. La unele reac-
lia e negalivd (soareci), la allele nucleul rogu nu se coloreazi
(maimuje). La copii reaclia fierului liziologic este din ce in
ce mai slabd dela puberiate panid la nagtere; primul centru
In care se produce coloralia la jumilate de an dela nagtere
este globul palid; urmeazi locus niger si mai tarziu celelalte
cenire. Ordinea de aparilie a reacfiunilor in cursul desvolti-
rii corespunde cu ordinea de intensilate a lor la adult. La
fefi, reacfia a riimas complect negativd, chiar dupi o acfiune
de mai multe zile a reactivului.

Rirk

vy LA
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Colorarea selectivi a scoarlei cerebrale dupi metodele
cu reactivi dubli, contribue la cunoasterea structurii fizice a
celor doud feluri de substanje din creer. Adsorblia si permea-
bilitalea diferitd a lor faji de reactivi dovedesc deosebirea
mare dinire ele din acestl punct de vedere. o

Rezullalele ob{inule prin melodele de colorare macrosco-
picii intrebuinjate de Spalz pentru punerea in eviden{i a fie-
rului fiziologic din creer, ne sugereazi, si ele, o serie de pro-
bleme dintre cele mai interesante.

Importan{a cercetirilor lui Spalz este multipli. In primul
rand s’a dat posibilitatea de a diferen{ia rapid, simplu si sigur
anumilte centre nervoase; pand acum pentru a le deosebi, tre-
buia sii ne folosim de metodele histologiei fine, cari ne ari-
lau numai deosebirile slructurale.

Din punct de vedere al distributiei lopografice a centre-
lor nervoase, metodele cu sulfuri de amoniu si albastru de
Berlin, ne arati cd anumite centre indepértate in spajiu, dau
aceeasi reaclie histo-chimic#, deosebindu-se prin aceasta net
de altele din imediata vecinitale. In legiturd cu acest fapt se
pune problema, dacd reacfia histo-chimici comuni a anumi-
tor centre indicd §i o identilate funclionald a acestora.

Reacliile lui Spalz mai au si o importan{i din punct de
vedere biologic. Ele ne conduc la probleme importante, ca
originea fierului liziologic din creer, starea sa fizico-chimici
si rolul ce l-ar avea acolo si in special in centrele unde se gi-
seste in cantilale mare.

Aléatea chestiuni interesante sunt numai in parte elucidate
si pentru explicarea lor s'a recurs mai mult la hipoteze. Ar-

- gumentele bazale pe fapte anatomice, liziologice sau patolo-
gice sunt inci foarte puline; tolusi voiu incerca sd redau ca-
teva idei cari aling problemele amintite.

Din experien{e pe animale §i din observarea anumitor ca-
zuri clinice s’a constatal, cii centrele cerebrale, cari dau o re-
aclie inlensivd a fierului, fac parte dinir'un important sistem
molor, independent de cel piramidal: sistemul extrapiramidal.
Asupra acestuia au fiicut cercetiiri de mare valoare C. si O.
Vogt si K. Wilson.

Sistemul extrapiramidal e format din nucleul dinfat al
cerebelului, locus niger al lui Soemering, nucleul rosu, glo-
bul palid, corpul lui Luys si striatul (nucleul caudat si puta-
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menul). Acesle cenlre sunt legate intre ele si cu n?z”xduv.a.spi_
niirii direct prin [ibre nervoase; sunt legale indirecl si cu
scoarja creerului mare §i cea a celui mic. Rolul lor. este de
a conlrola, a modera lonusul si de a regula migcérile auto-
male si involuntare. ,,Motricilatea elementard, automatd, sub-
constientd, func{iune a poligonului lui Grdsset, are ca centr.u
principal corpii striaf, centrele me.zenceialice., cu cari aceia
sunt in legdturd — si cdile eferenle extrapiramidale”. (L. Rim-
baud). :

Centrele aminlile se ascamiinii prin intensilatea coloraliei,
ca structurd sunt insii foarte dilerile. Numai globul palid i
zona reticulati a locus niger-ului au o structurd aseména-
niloare; striatul prin numerosii sii neuroni mici ne amin-
tesle de siructura creeruluj mare cu care este inrudit si em-
briologic. Se poale spune aga dar — nu insd [drd rezerve —
cd reaclia histo-chimici comun# a anumitor centre, indicd o
identitate funcjionala.

Cercelirile microscopice au adus §i ele contribufiuni in-
semnate la limpezirea unor probleme in legiturd cu prezen(a
fierului fiziologic in creer. Microscopic s’a gisil ci reaclia de
colorare intensad se produce in granule cu con{inul de fier,
incluse in elemenlele analomice ale sistemului nervos. Nu se
slie sub ce formi esle legat [lierul in aceste granule. Ele sunlt
de mai mulle [eluri:

Unele sunl [oarte fin dispersatc in {esutul nervos al cen-
trelor cari se coloreazii intens i dau acolo o coloralie difuzi.

In citoplasma celulelor de origind ectodermicd a cenlre-
lor grupului 1 §i in sirial, formaliunile feruginoase se gisesc

sub forma de granule necolorate natural. Ele sunt rispandile’

in intreg corpul celular prinlre corpusculii lui Niss), sunt tol-
deauna separalte, nu conflueazi si nu se gisesc in nucleu; nu
se pol pune in eviden|d prin coloraniii celulari obisnuili, ci
numai prin reacliile de colorare ale [ierului. Ele reprezinti
deci fierul depus inlravital in neuroglie si celulele mari ner-
voase din cenlrele amintile.

Fierul se mai prezintd sub forma unor granule de pig-
menl feruginos, de culoare galben-bruns, mai mari decat cele
necolorale nalural. Acesle granule sunt depozitate mai cu
seamd In elemenle mezodermice ca pachete perivasculare si
sunl formate din lipofuscini s§i fier. Sub ce form# este legat
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aci acest element, iar#si nu se stie. El se disolvi sub acliunea
acizilor rdimanand liber pigmentul, care acum nu mai di re-
actia de colorare a fierului.

Dintre toate aceste formafiuni, mai mare interes prezinti
granulele fine necolorate. Nu se stie insi care este compusul
sub care se giiseste fierul in ele si peste tot cum au luat nas-
tere aceste granule. Dupi J. Arnold ele se desvolti din micro-
somii citoplasmatici preexisten{i cari depoziteazi cele mai va-
riate substanle ca: gridsimi, glicogen, fier.

Tol microscopic s’a constatat c# prezenfa granulelor cu
conlinut de fier este expresia vitalitifii celulelor nervoase i
neuroglice. Granulele amintite se gfsesc numaj acolo unde
celulele sunt nealterate sau prea pulin lezate. In cele moarte
sau grav alterate, coloralia sec{iunilor microscopice cu albas-
trul de Turnbull nu le mai pune in eviden{i. :

Cercetdrile microscopice au mai aritat ci fierul fiziolo-
gic din creer e constanl si independent de distrugerea eritro-
citelor §i deci de formarea hemosiderinei. El nu scade cand
in organism se inlrebuinfeazi cantitd{i mai mari pentru refa-
cerea hemoglobinei. Fierul fiziologic deci nu e de origind he-
matogend, e histogen. E luat de celule probabil din lichidele
{esuturilor, dar indirect tot din sange.

Se cunosc totusi cazuri, de mdrire a cantitilii de fier in
celulele nervoase si gliale ale centrelor grupurilor I si II. E
vorba de cateva cazuri patologice, in cari s’au observat simp-
tomele unei rigiditi{i extrapiramidale (encefaliti epidemicd
treculi in parkinsonism). In acelas timp s'a gisit miritd si
cantitalea de pigmenl depusi in glia acelorasi centre, pig-
ment care in cea mai mare parte nu dd reacfia fierului.

In paralizia generali §i encefalila epidemicd incid gésim
pigment feruginos in mare cantilate, sub formi de ingrdma-
diri locale in infiliratele perivasculare, caracteristice pentru
aceste boli. Pigmentul e depozitat in macrofagele de origine
din celulele perefilor vasculari (histiocite) si in celule fixe din
acesti pereli, deci in elemente mezodermice. Rispandirea lui
e dependentd de procesul inflamator férd s aibd loc insd o
depunere in mai mare cantitate in elementele ectodermale:
celule nervoase §i neuroglie.

Ar fi poate prematur si tragem concluzii asupra unui
anumit proces patologic din modlhcanle canlitiifilor de fier
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ale creerului. Intru cat merg paralel C}‘ a’numilevsi.mp!‘c.nne ace;
ste modificiri. este foarte greu de sliu, cercetdrile fiind incd
exirem de puiine. o e .

"In ori ce caz prezenfa granulelor [erugmoasc.mlr o cantj-
{ale mai mare, indicd o parlicularitale in melabolismul a(}elor
celule nervoase. E foarte greu si interpretam pl‘ez.en[a fieru-
lui in cazuri patologice, cand abia exisld cdleva ipoteze re-
Jativ 1a insemnilatea fierului fiziologic din sistemul nervos.
Probabil ci in cazuri patologice, aclivitalea celulard esle di-
minuatd, aporiul de fier tisular insi raméne acelas si asifel
acesl element se ingriméideste in celuli. .

In privin{a rolului fierului fiziologic din creer, iatd cé-
teva hipoteze: :

S’ar putea ca prezenfa acestui element in celulele ner-

voase si insemneze un indiciu pentru un metabolism inci ne-
cunoscul. Cercetirile ficute in aceastd privin{d n'au dus-incd
la rezultate concludente. '
-+ Zoologul Robert Schneider atrage atenlia asupra -fieru-
Jui in legiturd cu respirafia si crede cit fierul trebue conside-
rat ca un ,mijlocitor inire celuld si oxigen, care leagd oxige-
nul, §i-l elibereazd din nou dupd cum se [ace in organism o
ardere sau o reducere”. ' '

" Hipofeza lui R. Schneider a cagligal in ultimul timp un
sprijin pulernic prin experieniele lui O. Warburg [Jcule
asupra oudlor de Echinoderme. Acest aulor giiseste ci fierul
joacd rolul unui calalizator in respirafia celulelor, permijand
utilizarea oxigenului de ciilre acestea.

Probabil c# §i fierul din creer joaci acelag rol in respi-

rajia celularé. In cenlrele unde el este in canlilale mai mare
(centrele grupului 1 i 1I) procesele dc oxidare lrebue si
fie mai pulernice.
- Se slie cil creerul esle cel mai sensibil organ fa(# de su-
primarea oxigenului si esle interesant, ci in caz de intoxi-
cafii cu gaz de luminat sau cu oxid de carbon, partea din
creer -care se resimte in primul rind este aceea care di cu
cea mai mare intensitale reacfia fierului: globul palid. .

De sigur c# toale incercirile de a explica fenomene celu-
lare atat de intime, rimén in domeniul hipolezelor. Rezulta-
lele cercetdrilor analomice, fiziologice si patologice f#cute in
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acest sens sunl incd prea puline penlru ca aceste presupuneu
si aibd siguran{a unor constatiri. '

HI. TEHNICA METODELOR DE COLORARL

Redau mai jos tehnica aminun|iti a catorva din melo-
dele de colorare macrescopicit a creerului, pe cari le-am re-
fiicut dupd indicaliile autorilor respectivi.,. . .

1. Metode pentru colorarea selectivi a substun{ei cenusu

A. Procedeele autorilor englezi 'D. ’iI Blair, F. Davies, si
G. W. Mc. Clelland. . - - e

Din creerul fixat in formalini 10% se taie felii de o gro-
sime de 5—10 mm.; acestea se trateazi apoi cu diferifi reac-
tivi perechi. ‘ A :

Reaclia 1. Precipilarea suI]urel .de cobalt. -+

Reaclivi: Sulfura de sodiu si nitratul de cobalt.

In sulfura de sodiu (sol. 5%) preparatul se line 3 minule.

Se spald in ap# curgidtoare limp de 3 minute.

In nitratul de cobalt (sol. 1¢,) secllunea se. line pand se
observi bine diferenjierea celor dou# substanje ale creerulu,
prin contrastul de culeri. Apoi sec(iunea se spali la robinet
si se pistreazi in formalini 5%,

Reaclia 2. Precipitarea sulfurei de plumb.

Reactivi: Sulfura de sodiu §i nitratul de plumb.

In sulfura de sodiu (sol. 5¢%) preparatul se {ine 3

Se spald in apd curgitoare limp de 5 minute.

In nilrat de plumb (sol. 1%) se line pani la dileren(ie-
rea celor doudl subslanle ale creerulm Mai departe se proce-
deazdi ca mai sus.

Reclia 3. Precipitarea sulfurei de anlimoniu.

Reactivi: Tartratul de stibil §i hidrogenul sulfurat.

In tartratul de stibil 5% secliunea se [ine 6 minute.

Se spaldl in api curgitoare timp de 1 minul.

In hidrogen sulfurat, solujie salurald in apd, se {ine pand
la distingerea neti a culorii galbene in subslan|a cen‘us.le
Mai deparle se procedeazii ca mai sus.

Reaclia 4. Precipitarea iodurei de. plumb.

Reactivi: Nilralul de plumb si iodura de polasiu.

In nitratul de plumb (sol. 1%) plcpamlul sc line 6 mi-
nule,

minute.
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Se spali in apd curgiloare timp de 1 n}invul. . .

In jodurd de polasiu (sol. 59%) se lasi pand la ghferen[w-
rea celor doud substanie cerebrale. Mai departe se procedeazi
ca mal sus. . .

Reaclia 5. Formarea lodurei de amidon.

Reaclivi: Amidon solubil si iod. :

In amidon solubil (sol. concentrali) secliunile se (in 24
ore. Se spald in apd curgdloare limp de 3 minute. -

“In solutia de iod in iodurd de polasiu secliunile se lasi
pani -apare culoarea violeld in subslan{a cenusie. Se pot pi-
stra in alcool 70% la care s'a addugat pulin iod.

Feliile de creer colorate dupi unele din metodele expuse,
se decoloreazii foarle repede. Cele colorate cu sullura de
coball sau cu sulfura de plumb isi men|in coloarea limp
destul de indelungat in formalind de 5%. ° ‘

B. Metoda Iui Mainland penlru colorarea creerului cu
albastrul de Berlin. '

Reaclivi: clorura feric §i ferocianura de potasiu. Se taie
felii de creer fixat in formol 10%, apoi se spald cateva se-
cunde in apd curgitoare. Se imbibd cu clorurd fericd solujie
19 (cdreia i-s’au adiugal cateva piciituri de acid clorhidric)
timp de 25 secunde. Se spali in api curgiloare, apoi se (in
in ferocianurd de potlasiu 1% limp de 5 secunde. Se spald
bine in apﬁ'.curgﬁjloare. Feliile astfel colorate se pot péstra
intr'o solujie de formol 4%.

In caz de supracolorare se poale ajula prin metoda pre-
conizalid de Sincke: feliile prea intensiv colorate se |in intr'o
solufie diluatii de amoniac pan# la lransformarea culorii al-
bastre a subslanjei cenusii inlr'una violel#, apoi bruni. Dupi
aparifia culorii brune sec{iunile se spali in ap# acidulali «<u
acid clorhidric §i apare din nou culoarea albastri.

I1. Melodele de colorare -macroscopici a creerului penlru
evidenfierea [ierului [iziologic (Spalz).

1. Meloda cu sulfurd de amoniu.

Felii de creer proaspil in cari sunt prezen|i centrii sis-
temului motor extrapiramidal se |in cam o ori inlr’o solufie
conceniratd, galben deschisi, de sulfuri de amoniu. Apar i)e

rand colorali in verde brun mai inchis sau mai deschis ce

C - ntrii
cenusii bogali in fier, '
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2. Metoda albastrului de Berlin. '

Sec{iuni de creer proaspit cari trec prin centrii subcor-
ticali se {in in solulie de ferocianurid de potasju 2t% timp
de /4 ord, apoi se trec in solulia de 15 de acid colrhidric
lot atata timp. Centrele bogate in fier apar colorate intr'vn
albastru de diferite intensit#{i.

Acidul clorhidric este necesar aci pentru ionizarea fie-
rului din {esul, ferocianura de potasiu ne putind acliona di-
rect asupra compusului feruginos din creer.

IV. CERCETARI PERSONALE

Bazandu-m# pe [faptul ci toate coloririle selective ale
subslanfei cenusii din creer se datoresc formdrii unor preci-
pitale colorate in acea regiune, am incercat si oblin aseaw-
nea coloriri intrebuinfand cateva perechi de reactivi cari dau
astfel de precipitate colorate.

Servindu-m# de sulfocidnat de potasiu §i de clorurd fe-
ricd in solulii, am obfinut colorarea galbeni clramizie biue
pronunjati a substanfei cenusii, datoritd precipitatului de
sullocianal feric. Iatd procedeul:

Felii de creer [ixat in formol 10% se spald [oarte pulin
limp in apd curgitoare, apoi se {in-3 minute inir'o solulie
de 5% de sulfocianal de potasiu. Dupd acest lLimp se spali,
clilindu-se de cateva ori in api, apoi se lasd si stea intr'o
solujie de cloruri fericd 1% pand la aparilia in scoarja . cu-
lorii galbene ciriimizii. Substan|a albd se coloreazi in galben
foarte deschis.

Precipitatul produs e instabil, din care cauzi preparatele
se decoloreazii repede. - )

Tratand felii de creer cu solutii de sulfat de cupru §i
hidrogen sulfurat am obfinut sulfura de cupru care coloreaz?
substanfa cenusie in brun inchis, aproape negru. N’am' reusit
insd si obfin o colorajie destul de selectivd a acesleia, c.le-
oarece intotdeauna s'a -colorat si substanfa albd relativ in-
tensiv. .

Este aproape sigur cé toate precipitatele .c<.)lo'rale, pe
langd o concentrare potrivitd a solutiilor de reactivi si o bund
dozare a timpului lor de acfiune, pot produce colorarea selec-
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livit a subslaniei cenugii din creer. Dat fiind cd iniensitatea

de insusiri fizice ale subslanfel cerehrale ca
permeabilitalea §i pulerea de adsorbjie fali de reactivi, ea
se va producé toldeauna acolo unde aceste proprieldl sunt

mai pronunlate: adecii in substan{a cenugle. _
Alal Mainland cat si Blair, Davies §i Me. Clelland au ob-

{inul cele mai [rumoase colorajiuni folosindu-se de felii de

culorii. depinde

creer fixal in formol. A

Am incercal si colorez, dupid metodele lor, felii de creer
proaspil, nefixal. Am ob{inut colorarea selectivit a subslanlei
cenusii, dar cu oarecari deosebiri fa|il de cea produsi in cree-
rele fixale.

Feliile de creer proaspil, colorale dupd metoda albastru-
lui de Berlin (Mainland) se coloreazi incel, inccmplet, pulin
intensiv si-difuz; fald de cele lixate. Subsianja cenugie ¢ mai
intensiv colorald decat cea albd, lolusi §i aceasla devine de
un albastru. deslul de pronunial, ceeace impiedecid produce-
rea contrastului de culoare ‘alal de net in cazul sectiunilor
de creer fixal.

Colorand felii de creer nefixal dupi procedeele lui Blair,
Davies §i Mc. Clelland, reac{iunile de colorare se produc, pre-
cipilalele formale coloreazi selecliv. subslan{a cenugie, dar
sunl foarte superficiale si nu sunl bine lixale de scoarla ce-
rebrald. Subslanja albd se coloreazi si ea, insit foarte pulin.
Relafii asemiiniloare se observii si in cazul procedeului cu
sullocianatul feric. '

. Comparand rezultalele oblinute prin aceleasi metode
asupra secliunilor de creer proaspil si asupra celor de. creer
fixat, se observil ci in cazul din urm# reacliunea se produce
mai l'f:pede, precipitatul coloral este bine refinul de subslan{a
cenusie §i colorajia ¢ mai selectivy: scoar{a e mai intensiv
colc‘n‘a.lﬁ, lar subslan{a albd nu se coloreazi de loc, sau foarte
pujin.

) Creerul fixal a casligat deci insusiri, cari [iri indoiali
cd sunl expresia unor modificiiri in struclura sa fizici, deler-
?mnale de acjiunea formolului. Penlru a observa m;l.i bine
influenja acestui fixator asupra colorabililﬁ[’.ii substanjelor ce-
rebrale, am.fixal in el felii de creer, de grosimea unﬁifenli-
melru, variindu-i concentrafia si durala acliunii, Am lucrat
cu formol in soluiii de 40%, 20%, 10% si 5%. ;
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Buciiile de creer fixate limp de 15 minute in formol de
409 si colorate dupd metoda lui Mainland, au dat o reactie
ceva mai intensivd decal cele proaspete, insii colorafia a fost
tot difuzi. Cele fixate limp de 20 minute au dat in schimb o
reaclie. bun#, selectivii si intensivdi, dar ceva mai intarziati
fatd .de timpul prescris in metoda tipici a lui Mainland. Fe-
lille fixate in fermol de 20% se coloreazi bine prin metoda
albastrului de Berlin dupi o fixare de 30 minute. Reacliunea
de colorare e foarte buni, desi ceva mai lentd decit cea obis-
nuitii. Bucilile de creer (inule in formol de 109 se coloreazi
mai inlensiv abia dupi vre-o 12 ore, iar cele din formol de
5¢% dupi 24 ore. Peste acest timp minim necesar fixirii sub-
stanlei cerebrale, secfiunile se coloreazi bine atat prin me-
toda lui Mainland cét si prin celelalte metode de colorare.
Numai colorafia cu sulfurd de sodiu §i azotatul de cobalt nu
mi-a reugsit la piesele fixate mai mult timp in formol de 40%.

Fixand o felie mai groasid de fier in formol de 20% timp
de 30 minute §i tdindu-o in jumitate dupi un plan paralel cu
suprafelele mari, constatdm céd formolul n’a péitruns incd pand
in- grosimea feliei, ci gi-a oprit acfiunea la suprafaja sec}iunii.
Colorand felia asifel (#iati cu albastru de Berlin, ob{inem un
aspect fcarle caracteristic. Suprafala care a stat in contact cu
formolul se coloreazd selectiv i mai-intensiv, iar cea din gro-
simea [eliei se coloreazd incomplect si difuz in tocmai ca sec-
{innile din creer proaspdt.

Formolul influenjeazd deci constitufia [izicd a substanjei
cerebrale in sensul cd mdreste colorabilitatea substanjei ce-.
nusii si o micsoreazi pe a celei albe. Insugirea substantei ce-
nusii de a se colora selectiv este datoritd unor factori fizici:
permeabilitatea si adsorb{ia; presupunem prin urmare cit for-
molul accentuiazi aceste proprietiji in materia cenusie §i le
diminuiazi in cea alba.

Precipitatele colorate sunt totdeauna superficiale: atat in
creerul proaspit, cat sl in cel fixat. Ele sunt insd ret,'lnute de
scoar{d in leliile de creer fixat, pe cand in cele din creer
proaspit, pe langi c& sunt si mai superficiale, adsorbfia lor
de cilri subslanja cenusie e mai slabd.
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V. CONSIDERATIUNI CRITICE ASUPRA MET.ODELOR DE
COLORARE MACROSCOPICA A CREERULUI

Refiicand coloririle macroscopice asupra feliilor de creer

am ajuns la urmitoarele constatiri in ce priveste-‘metodele:

Metoda cea mai sigurd, mai rapidd si in acelag timp foarte

selectivit esle cea cu albastrul de Berlin. Precipitatul colorant

se produce la suprafaja substanjei cenusii atat a creeruh.l.i

proaspit, cal si acelui fixat in formol de diferite concentralii:

Reaclia de colorare se objine si in nucleii cenusii bulbo-pro-

' tuberantiali. Culoarea secjiunilor se pistreazi nealleratid mul-
td vreme in formol de 5—10%.

Dintre metodele preconizate de Blair, Davies si Me.
Clelland cel mai puternic contrast intre substanfa cenugsie §i
albi il produce metoda cu sulfur#d de sodiu si azotat de cobalt.
Precipitatul de sulfuri de cobalt coloreazi aproape negru,
loarte selectiv scoar|a cerebrald, lisand substania albd com-
plect incolord. Culoarea preparatelor se mentine, ba chiar se
accentuiazd in formol de 10%. A

Desavantajul acestui procedeu este c# reacf{iunea de co-
lorare nu se preduce in nucleii cenusii bulbo-protuberantiali.

Celelalte metode hazate pe producerea unor precipitate
~ coloranle in substan{a cenusie in urma reacfiunii dintre re-
aclivii perechi, sunt de o valoare mediocrs, nefiind nici atat
de selective si nici alal de durabile ca primele dou.

O deosebild importan}i prezinti procedeul cu ioduri de
amidon.-El dovedeste in mod indiscutabil rolul preponderant
al factorilor fizici in producerea coloririi macroscopice a
creerului. o

In ce priveste metodele cu sulfuri de amoniu si ferocia-
nurd de potasiu pentru evidentierea fierului fiziologic din
substanfa cerebrali, ambele au avantajé si desavantaje puse
in eviden|d de Spatz. S

Metoda cu sulfurd de amoniu este simplé,fapidz‘i si si-
gurd. Sulfura de fier niscuti din Teacliunea fierului din creer
cu reactivul, este insi uri precipitat instabil care se decolo-"
reazj r.epede in conlacl cu aerul. Acesta este desavantajul-
metodei. — Sectiunile colorate, péstrate in alcool de 9%6%' se’
decoloreazi mult mai incet. Spatz recomandi intrebuin{area

solufiei lui Hall, adec# o solujie de sulfuri de amoniju in al
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cool de 96%), care coloreazi si fx\eazﬁ simultan secliunile
din creer. o

Metoda albastrului de Berlin este cea mai intrebuinjats,
ins# dup# Spalz, de cea mai pulini incredere pentru eviden-
{ierea histo-chimicd a fierului'din sistemul nervos. Desi con-
trastul de culoare inire centrele bogate si sirace in acest ele-
ment esle frapant si reacfia se produce repede, metoda are
un mare desavanlaj: se [ormeazi spontan albastrul de Ber-
lin, cind lerocianura de potasiu §i acidul clorhidric acio-
neazit mai mull timp unul asupra celuilalt. Trebue si ne fe-
rim deci de a [ine preparatele de creer mai multe ore in ace-
ste solulii, fiindcd altfel reacfia devine tot mai intensivi si
vom avea o pseudo-reaclie a fierului,

VI. CONCLUZII GENERALE

1. Melodele de colorare macroscopicd a creerului, con-
duc la cunoagsterea unor deosebiri inire constitufia fizico-
chimicii a substan(ei albe si a celei cenusii.

2. Cateva din aceste procedee se bazeazi pe formarea
unor precipitate colorante, care coloreazi selectiv §i uniform
intreaga materie cenusie a creerului. Precipitatele iau nagtere
in substania cerebrali prin reacfiunea chimici dintre reac-
livii perechi intrebuin(ali; colorarea selectivii-a substanfei ce-
nusii se datoreste insid unei deosebiri de constitutie fizici a
celor dou# substan|e. Aceasti deosebire se manifestd printr'o
mai mare permeabilitate §i putere de adsorbtie fajd de reac-
livi a subslanlei cenusii. :

3. Indeosebi reactivii minerali produc colorarea selectivd
a scoarfei. Cei organici ac{ioneazi mai lent §i mai pufin se-
lectiv. =

4. Cele mai bune reacliuni de colorale le oblinem asupra

felillor de creer -fixat in formol. .
" 5. In felii de creer proaspiit colordrile se produc, ele sunt
insd mai putin selective, de o mai mici intensitale §i mal
lente (in special colorarea cu albastrul de Berlin se comport#
in acest fel).

6. Formolul produce deci modificiri in proprietilile Ii-
zico- chimice ‘ale substanjei cerebrale, in sensul ci mireste
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permeabilitatea i pulerea de adsorblie a subslavngei cenusii
si micgoreazd acesle -proprietiili in substan{a albd. .

7 Prin uncle metode de colorare se poale pune in evi-
den{d fierul fiziologic din creerul proaspilt. Cu. ajutorul lor
$'a arilal ci cenlrele cerebrale mai bogale in [ier, care dau
deci o reacjie de colorare mai intensivi, sunt strans lcg:l'le
intre ele si din punct de vedere fiziologic, ficand parte din
sistemul motor extrapiramidal.

Cluj, itl Decemvrie 1934.

Vazuld si bund de itmprimal.
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