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Intfroducere

Cercetdri numeroase de microchimie au ardtat cd, fatd de
activitatea miraculoasd a plantelor si animalelor in timpul vietii,
numdrul elementelor chimice gésite in organism e relativ mic.
Numai circa 20 de elemente din 93 cate sunt notate in tabloul
lui Mendelejev sunt prezente si dintre acestea, numdrul celor
care se gdsesc in mod obisnuit este chiar mai mic, cdci ele~
mentele rare pot lipsi uneori complet. Aceste elemente sunt:
carbon, oxigen, hidrogen, azot, sodiu, potasiu, [litiu, calciu,
magnezi, fosfor, fier, sulf, stlicin, arsen, cupru, mangan, flor,
<clor, brom, 1od.

In mod exceptional se pot gdsi si altele, dar prezenfa lor
in aceste cazuri e datoritd unor. imprejurdri speciale sau unor
cauze accidentale,

In organism elementele chimice se gdsesc sub doud forme :
unele sunt in stare de sdruri minerale, altele in stare de com-~
binatiuni organice. Compusii organici se prezintd sub formd de
~subs(an;e proteice, care constituiesc cea mai mare parte din pro-
toplasma celulard, sub formd de idrati de carbon si substante
grase.

Materiile minerale din celule si {esuturi pot fi clasificate in
doud categorii: unele libere in mediile intermicelare, circuland
aici in stare de molecule sau ioni, altele fixate prin adsorptie la
suprafaja miceliilor proteice sau chiar unite chimic cu ele.

Berzelius emifand teoria sa ,a forfei vitale®, credea ca
numai substantele organice caracterizeazd vieata, ele fiind pro~
duse exclusiv de fiintele vii. Teoria s’a dovedit inexactd, cici
in 1828 IWohler reuseste pentru prima datd sd ob{ind un com~
pus organic prin sintezd, plecand dela substanfe anorganice (sin~
teza ureii).

Nu compusii organici determind §i meniin vieata in celule,
cdci pmateritle proteice lipsite de orice substanta minerald ar
71 ca moarte, tonii minerali sunt aceia cari aduc in ele vieafd“.
{Policard). Acest fapt, si prezenfa lor in toate complexele lipo~
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proteice care alcituiesc protoplasma, ne explicd importanta pe
care o dau biologii acestor componeni celulari.

Prin metode precise de microanalizd organicd (a cérei in—
temeietor este F. Pregl) s’a reusit s& se evidentieze cantitdti in—
fime de substante — miimi de miligrame — din aceste combi~
natiuni. In timp ce insd pentru chimisti aceste cantitafi infini~
tesimale au o valoare limitatd, pentru biologi o analizd con-
dusd asa de departe este de cea mai mare importan(d, fiindca:
astfel e posibil si se demonstreze prezenfa unor substanie in ce~
lulele sau chiar in formafiuni mai mici: nuclei, mitocondrii,
etc., si sd se tragd concluzii asupra functiunii fiziologice sau
patologice a elementelor anatomice.

Dar majoritatea reactivilor folositi in microanalize au un
efect toxic, deci patrunzand in celuld omoard citoplasma, asa cd
e interesant de a preciza dacd aceia ce a fost gdasit in celule,
fesuturi sau organe erau i in celula vie, unde elementele se
gdsesc intr'un echilibru dinamic -extraordinar de labil, sau sunt
formatiuni ce apar numai post mortem. In afard de aceasta, ,co~
loratiunea unei preparatiuni microscopice cu anumiti reactivi, in
scopul de a determina localizarea substantelor minerale din or~
gane, tesuturi si celule, nu este {otdeauna o metodd lipsitd de
criticd : afinitatea reactivilor coloranfi, fatd de unele pdrii ale ele—
mentelor anatomice este in funciie nunumai de procesele chimice,.
ci si de diverse stari fizico~chimice (starea coloidald a tesutului si a
colorantului)“. ([. Dragoiu). Pentru aceste motive este necesar ca
analiza microchimicd sd fie comparatd cu preparafiuni lipsite de sub~
stante organice si lucrul acesta e posibil prin incinerarea prepa—
ratiunilor. Metoda mai are avantajul cd permite evidentierea ele~
mentelor minerale ,in fofo“, in timp ce reactivii utilizati in is—
tochimie, nu ac{ioneazd decat asupra sdrurilor ionizate sau ioni~
zabile, ldsand neevidentiate sdrurile minerale legate de molecu~
lele organice. De exemplu, calciul nu poate fi pus in eviden{d
total, pand azi, decédt prin microincinerare.

In toatd literatura pe care am avut posibilitatea s’o studiez
nu am gdsit nici o lucrare din punct de vedere istologic asupra
spodogramei pielei. Din incredinfarea Dlui Profesor loan Dragoiu,
m’am ocupat in aceastd tezd cu tehnica microincinerdrii in
istologie si cu spodograma pielei normale; comparativ am stu—

diat aspectul spodogramei in 3 cazuri de epiteliom malign at
pielei.



Istoric. A trecut un secol, de cénd pentru prima oard un
chimist francez, Raspail (1833), a aplicat aceastd metodad la fe~
suturile vegetale pentru a evidenfia substantele minerale din te-
suturi. Raspail a remarcat faptul cd forma tesuturilor nu pare a fi
schimbatd dupa indepartarea substanfelor organice.

Toute incercdrile ulterioare se fac numai asupra tesuturilor
vegetale si metoda se precizeazd asa de mult, incat Newmann-
Molisch au putut studia microchimic unele enclave din celulele
vegetale.

Abia in 1910 Licsegang aplicd acest procedeu si in isto—
logia animald. Trebue insd sd recunoastem cd Liesegang facea
incinerarea numai ca un stadiu preparator pentru reacfiunile
microchimice si nu-[ inieresa metoda din punct de vedere isto~
logic, fapt ce reese din articolul publicat de el in Biochemische
Zettschrift din 1910.

Dintre cercetdtorii care s’au ocupat cu acest nou mijloc de
examinare trebue si amintim pe Herrera (1912), Prenant (1919),
Schiller (1922}, Policard (1923), Gordon H. Scoit (principalul
cxponent al acestei metode in America si fost elev al lui Poli~
card), Tschopp (1929), Schultz-Brauns (1931), Lison (1936),
Stinon Henry Gage (1937), etc.

Metoda precisd de azi a microincinerdrii gi utilizarea ei in
scopul de a indica bogdtia in substante minerale a unui {esut saw
organ si mai ales de a determina localizarea topograficd a aces—
tor substante, se datoreste lui Policard. Acest autor, studiind
mecanismul osificdrii, era preocupat de chestiunea, dacd in fe~
sutu! conjunctiv din vecindtatea regiunilor in osteogenezd se gd~
seste sau nu o acumulare de sdruri de calciu. Fiindcd meto~
dele istologice obisnuite erau insuficiente §i nu~i permiteau s&
rezolve aceastd problemd, a recurs la microincinerare, plecand
dela ipoteza, c&, dacd regiunile amintite sunt de fapt mai bo-
gate in calciu, atunci $i cenusa rdmasd dupd incinerare va tre—~
bui sd fie mai abundentd. Incdlzind la rosu o sectiune istolo~
gicd, intinsd pe o lamd de sticld, constatd cu surprindere c& ce~
nusa rdmane fixatd in diversele puncte fird sd se deplaseze. Din
acest moment Policard aprofundeazd metoda si o perfecfioneaza
prin construirea unui microincinerator.

In ultimul timp microincinerarea se foloseste aproape in
toate cazurile unde se urmdreste o orientare asupra cantitafii st
repartitiei elementelor minerale in fesuturi si organe.



Tehnica microincinerarii

Principiul metodei constd in incdlzirea la rosu inchis a unei
lame ce are fixatd de ea o secfiune istologicd. In felul acesta
orice parte organicd din sectiune se distruge si nu rdman decat
materiile minerale fixe, in locurile unde se gdseau inainte de
incinerare. Cenu§a produce textura preparatfiunii, reprezentand
,Scheletul ei miineral®.

Dar cum ajungem la o astfel de preparafiune microscopica
destinatd microincinerdrii ?

Avand in vedere scopul urmdrit, o metodd recomandabild
ar fi ca fragmente proaspete de tesuturi sau organe sd fie sec-
tionate si incinerate fard o fixare prealabild, care ar putea aduce
modificdri in componenta minerald. Sunt autori, ca de exemplu
Schultz~Brauns, care incinereazd tesuturi proaspete nefixate,
Preparatiunile le obiin prin sectionarea tesuturilor la microtomul
de congelare, recoltand pe lamd sectiunile direct de pe cufit, unde
rdman rigide, caci si cutitul e prevazut cu un dispozitiv care il
raceste la —20? C, Metoda este excelentd, insd obtinerea secfiunilor
e foarte dificild. In plus, se pare cd si congelarea influenfeazd
asupra repartitiei in tesuturi a sarurilor solubile, dupd cum reese
din cercetarile facute de Chambers si Hale asupra vitezei de
«congelare a celulelor si tesuturilor.

O altd metoda recomandatd de Gers/, constd in congelarea
tesuturilor nefixate prin imersie in aer lichid Piesele sunt apoi
desidratate prin evaporare in vid, la o temperaturd de — 20°C.
si in urmd incluse la parafind.

Metoda pe langd cd pretinde o aparaturd speciald si este
periculoasd, nu inldturd obiectiunile aduse congelarii obisnuite.

Secfiuni din piese nefixate se obtin mai ales din tesuturi
vegetale si membrane epiteliale. Pentru altfel de organe recurgem
la fixare.

Fixarea. Din tehnica istologicd se stie ca deseori este delicat
de a alege un fixator, cdci sunt numeroase calitdfile care se cer
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acestor reactivi. Pentru acest motiv se recurge in istologie, cu
mai bune rezultate, la amestecuri fixatoare,

In microincinerare alegerea devine si mai dificild. O con~
difie esentiald — pentru a nu modifica raportul componentilor
celulari — este, ca agentii fixatori s& nu aducd si nici s§ inde~
pdrteze substaniele minerale din celule sau f{esuturi. Aceasta
condilie insd, nu poate fi pe deplin satisfdcutd, orice fixator am
intrebuinta, cdci nu se poate evita, de exemplu, pierderea sub~
stanfelor minerale disolvate in plasma interstifiald. Dar, desi nu
avem fixatori care sd permanentizeze constituentii structurali
exact ca gi in vieatd, totusi sunt reactivi care trebue indepdrtati
dela inceput. Astfel sunt fixatorii acizi cari nu pot fi utilizafi,
cdci descomoun sdrurile insolubile ridicand elementele minerale,
de asemeni nu pot fi utilizati fixatorii cu bazd de crom, sublimat,
etc., care avand proprietatea de a se uni cu substanfele proteice
vor contribui la formarea cenusei.

In general, fixatorii intrebuintati in microincinerare cu rezul~
tate bune sunt alcoolul etilic si formolul.

Alcoolul cu toate ca pdtrunde greu in fesuturi si produce
contrdctxa elementelor, totusi peantru faptul ca coaguleazé repede
matemle proteice si este anrte puiin solvant pentru sdrurile
minerale existente in tesuturile animale, este un fixator indicat.

Dovada cd pierderea materiilor minerale in timpul fixdrii
in alcool absolut este minimd, a fost fdcutd de Scoftf, care prin
analize chimice calitative nu gdseste reacfiuni pozitive pentru
Ca, Mg, Na si K, in lichidele alcoolice ce au servit in repetate
randuri la fixare.

Un bun fixator este formolul sau formalina in proportie
de 10"/, din solufia comerciald (40/,). Céand nu se tine cont de
sarurile solubile in apd, atunci dilujia formolului se poate face
in apd distilatd; cand dorim insd, sd pdstrdm pe cat e posibil
si aceste sdruri minerale, atunci e indicat s& facem dilufia in
alcoo! absolut. Cu rezultate bune se poate intrebuinfa deci un
amestec de 9 pdrti alcool absolut si { parte formol comercial. Acest
formol deseori contine urme de acid formic, care pe langd ca
.deterioreazd citoplasma“, ar putea antrena elemente minerale,
este bine ca sd se neutralizeze printr’o cantitate suficientd de
cretd si dupd cateva ore sd se filtreze.

Sunt insd autori, ca de exemplu Simon Henry Gage, care
admit cd orice metodd de fixare cunoscutd poate fi utilizatd;



astfel intrebuinfeazd fixatori cu bazd de bicromat de potasiu,
sustinand c& sirurile de crom si potasiu addogate sunt cantitativ
neglijabile, in schimb rezu]tatele generale sunt mult superioare
metodei alcool-formol, atat pentru aspectul istologic, cat si pentru
aspectul de incinerare. Considerand scopul urmdrit, e preferabil
sd nu sacrificdm, pe cat e posibil, exactitatea pentru aspect.

Fixatorul odatd ales, se introduc in el bucdafi subfiri din
tesuturi si organe; in medie 24 -48 ore sunt suficiente pentru
fixare. Este bine ca fesuturile sau organele sd fie incluse imediat
dupi ce au fost fixate; dacd lucrul acesta nu e posibil se vor
péstra in alcool absolut. ‘

Incluziunea si lipirea. Piesele fixate pot fi incluse la para~
find sau sectionate prin congelare. Metoda de includere la
parafind a pieselor ce urmeazd a fi incinerate nu diferd, in
general, de cea obisnuit.

Singura deosebire constd in faptul cd parafina trebue sd fie
cat mai purd, asa cd o parafind veche, care a mai servit la
includere, nu poate fi intrebuin{atd, desi dd blocuri omogene si
se taie mult mai bine ca /una noud. Pentru a remedia acest
inconvenient, noi am tinut in’ rezervd mai multd vreme, la
termostat, o parafind purd. Eventualele particule aflate in sus~-
pensie in lichidele necesare ‘includerii, pot fi indepdrtate prin
filtrarea acestora in momentul intrebuinfarii.

Dintre cele doud metode: includerea la parafind si sectio-
narea prin congelare, prima ni~se pare mai avantajoasd, pentrucd
in genere parafina nu adaogd nimic la secfiuni, nu este absolut
necesar sd fie indepdrtats inainte de incinerare (dar aceasta este
preferabil), se pot obfine secfiuni mai fine, in serie si nu este
nevoie sd mai trecem secfiunile prin apd ca in cazu’l cand se
taie la microtomul de congelare. Este posibil s& evitdam si aici
trecerea sectiunilor prin apd atunci cand ne intereseazs sérurile
solubile, dacd facem secfiuni groase, asa ca si le putem ridica
direct de pe culit. Acest procedeu nu este insi recomandabil,
cdci rezultate bune si incinerafiuni frumoase se obtin numai cu
sectiuni fine de 3—5—7 p.

O altd metodd de culegere a sectiunilor direct de pe cutit,
este aceea amintitd mai inainte~a Jui Schultz Brauns — care intre=
buinfeazd un dispozitiv ce rdceste cutitul microtomului, pe care,
secfiunile vor rdmane ca fine lamele de ghiafd, de unde vor fi
luate cu o pensd de asemeni riciti. Acest procedeu mai are
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avantajul cd sectiunile dupd ce au fost intinse pe lame, adera
intim de ele dupd desghetfare si evaporarea apei, avantaj impor~
tant, dacd avem in vedere cd nu ne este permis sd lipim sectiu~
nile cu albumind~glicerind sau alte substante, si preparatiunile,
mai ales acele bogate in elemente conjunctive, se rdsucesc in
timpul incinerérii. '

Piesele sectionate la microtomul de congelare, care au fost
recoltate in apd, se intind pe lame si se pare cd rémdan mat
intim aderente, dacd se apasd secfiunea prin intermediul unei
hartii de filtru. Uneori tendinta retractild a elementelor conjunctive
in timpul incinerdrii este asa de mare, incat invinge forta de
adeziune dintre preparat si lamd. In aceste cazuri autorii recomand&
sd se mdreascd forfa de adeziune prin lipirea marginilor sec{iunii
cu o solutie diluatd de silicat de potasiu; desi nu este o metods
prea fericitd, in lipsa altei posibilitsti se recurge la ea, tinand
seamd la interpretarea rezultatelor de sdrurile addogate, care auw
contribuit la formarea cenusei.

Observandu-se cd retractiunea caloricd a {esuturilor are loc
mai ales intre 500 si 1000 C., Policard si P. Ravault recomanda
ca retracfiunea si se facd inainte de incluziune, prin fierberea
pieselor in alcool de 90 timp de 10 minute. In acest caz vom
avea o retracfiune in masd;  secfiunile in timpul incinerdrii nu
se vor mai retracta de loc sau 'extrem de pulin, asa cd valoarea
comparativd intre un preparat incinerat si altul colorat este mai
putin relativd.

Piesele obtinute prin secfionarea la parafina fiind increfite
e necesar sd fie intinse. In acest scop o lungime doritd din
panglicd se aseazd pe o lamd perfect curatd, pe care am pus
cateva picdturi de apd sau mai bine de alcool, pentru a evita
acfiunea disolvantd a apei. Sectiunea se intinde asezdnd lama pe
o placd incdlzitd sau trecand faja inferioard a lamei deasupra
unei flacari. .

Dupa ce seciiunile au fost intinse, este absolut necesar s&
punem lamele minimum 24 ore la termostat, la 38°, pentru a
se evapora apa. Dacd am incinera imediat, riscdm ca apa de pe
lamd, degajandu~se sub formd de vapori, sd ne disloce cenusa
st deci interpretdrile topografice sd fie eronate.

Pentru a determina mai ugor localizarea substanfelor mine~
rale in sectiunile incinerate este recomandabil si le compardm
cu piese colorate. Cand culegem sectiunile la ghia{d sau céand



lipim din panglicd sectiuni pentru incinerare, vom lipi si sec-
tiunile imediat - consecutive . pentru colorare. Natural, pentru
acestea din urmd ne este permlsé metoda uzuald de lipire cu
albumind Mayer.

Lamele, pe care sunt fixate preparatele destinate incinc-
rarii, trebuie sd fie cat mai putin fuzibile, altfel se sparg sau se
imoaie in timpul arderii §i cenusa se va incrusta. Pentru a evita
acest inconvenient, autorii recomandd de a intrebuinfa lame de
quart, Corex D (care se intrebuinfeazd peatru microscopui
cu raze ultraviolete), sau lame Pirex, acestea rdman intotdea~
una nealterate, dar au marele desavantaj cd sunt prea scumpe.
Lama de micd plesneste deseori, iar cea de sticld albd este usor
fuzibild. Cu bune rezultate poate fi folositd si lama ordinard de
sticld verde, care este destul de rezistentd la cdldurad; totusi in
acest caz surprizele nu suat excluse, asa cd este bine dacd ale-
gem sticle din mai multe surse si le determindm rezistenta prin
ardere.

Incinerarea constituie operatia cea mai delicatd din intreaga
tehnlcé ea frebue condusi cu o deosebitd atentie, cdci numai
asa se pot evita rezultatele dubioase. ‘Incinerarea se face cu o mai
mare siguran{d si usurin{d in cuptoare electrice speciale numite
microincineratoare, dotate cu un pirometru si un reostat, care
permit sd se reguleze temperatura in orice moment.

Noi, neavand un asemenea cuptor, am utilizat un hemi-
cilindru fabricat din porfelanul asa zis ,chamotte“, rezistand in
cazul nostru la o temperaturd de 1000° C. Una din extremitati
este inchisd prin fabricatie, cealaltd se poate inchide cu un ca-
pac din acelas material, realizindu-se astfel un mic cuptor, care
se poate incdlzi cu unul sau doud becuri Bunsen. Rezultatele
sunt satisficatoare. In nici un caz nu este permis si se facd
incinerarea asezdnd lama direct pe o ‘placé de fier sau cupru asa
cum se recomandd uneori si dupd cum am incercat si noi, cci
oxizii acestor metale, rezultaji in timpul incinerarii, se fixeazs
intim pe fafa de contact a lamei si fac imposibils examinarea la
microscop a preparatiunilor.

Pentru obfinerea celor mai optime rezultate, trebue ca in~
cinerarea si fie condusd extrem de lent si arderea si se facd la
mjinimum necesar. O incdlzire bruscd, pe langd faptul cd ne
poate deplasa cenuga prin degajarea prea rapidd a gazelor re~
zultate din descompunerea materiilor organice, mai are incon~
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venientul c4 silicatii deveniti lichizi pot inconjura zonele inc# in sta~
diul de carbonizare si sd impiedece sau sd intarzie foarte mult inci~
nerarea acestor regiuni. Trebue sd facem deosebire intre carbo-
nizare i incinerare. O materie este carbonizatd, cand sub in-
fluenta cdldurii nu mai degajd vapori condensabili, adicd vapori
cari pot fi adusi in stare solida sau lichida prin récire; aceasta
carbonizare nu are importantd pentru istologie si istochimie, spre
deosebire de incinerare, unde compusii organici au fost com~
plet distrusi prin caldurd si eliminati sub forma de gaze sau va-~
pori (acid carbonic, apd, etc.), rdmanand numai elementele mi~
nerale.

O temperaturd de 600"—700° C., adicd pand la rosu in-
<his, e suficientd pentru ca substaniele organice sa fie distruse.

Timpul de incinerare nu poate fi stabilit, cdci este o di~
ferentd foarte mare in ce priveste timpul de distrugere a diferi~
telor substante organice. Chiar in aceeasi preparatiune se ob-
servd in decursul incinerdrii faptul interesant cd, in timp ce unele
regiuni sunt aproape incinerate, altele — mai ales acele bogate
in nuclei — rdman incd negre, asa cd la un moment dat prepa~
rajiunea ne face impresia cd a fost tratatd cu un colorant nu~
clear, ca de exemplu ematoxilina’fericd a lui Heidenhain. In ge~
neral, 20 de minute sunt suficiente pentru o bund incinerare.

Noi am constatat cd piesele incluse la parafind, dacd se in~-

cinereazd intr'un timp mai lung si anume ridicand temperatura
foarte lent, rdman intotdeauna atasate de lame si nu se produce
fenomenul nepldcut al rasucirii fesuturilor, desi am incinerat un
organ bogat in elemente conjunctive (pielea).
) Alti autori recomandd metode noi. Astfel 7schopp incine~
reazd sectiunile intr’un curent de oxigen, iar Schultz-Brauns in-
tr'un curent de azot. Ultimul procedeu, reducand formarea de
produse gudronoase, prezintd avantajul cd permite scoborarea
temperaturei de incinerare la circa 500° C., micgordndu-se ast-
fel si posibilitatea de volatilizare a clorurilor,

Incinerarea este terminatd cand la examenu! cu ochiul li~
ber cenusa formatd pe lamd are un aspect alb sau cenusiu.
Dup4 rdcire, secfiunile pot fi controlate prin examinare la micro-
scop. [n acest caz, in lumina transmisd, preparatiunile bine inci~
nerate nu trebue sd mai arate nici o particuld neagrd; prezenfa
-acestora denotd cd incinerarea a fost incompletd, unele ele-
mente rdmanand mca in stad1ul de carbonizare. De asemeni,
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intr’o incinerare bine condusa, tabloul cenusei sau spodograma
trebue s& reproducd textura organului sau a fesutului incinerat.
Daci spodograma este difuzd, incat nu mai putem recunoagte
forma inifiald a sectiunilor, inseamnd cd, sau am incinerat prea
rapid, sau ci secfiunile nu au fost complet uscate inainte de
incinerare.

Montarea si examenul sectiunilor incinerate

Cenuga de pe lamé putand fi usor deranjatd la cea muaf
micd atingere, este necesar sd fie protejatd prin acoperire cu o
lamela si este bine ca acoperirea sd se facd imediat dupd inci~
nerare, cici cenusa este de obiceiu foarte higroscopicd si absor~
bind apd, imaginea microscopicd a spodogramei devine difuza.
Lamela nu poate fi ins& aplicatd direct, ci trebue mentinutd la
oarecare indl{ime, cici prin greutatea ei poate disloca cenusa.
Pentru a fixa lamela, Simon Henry (Gage recomands s& se intre~
buin{eze ceard rogie, care in contact cu lama se solidificd brusc
si nu riscdm ca sd pdtrundd pe sub lameld pand la spodograma.
Alti autori procedeazd in felul urmdtor: incadreazd cenusa cu
balsam de Canada foarte gros si cand e aproape uscat, incal-
zesc pufin lama, §i aseazd repede lamela pe care o preseaz#
usor,

Noi am lipit cu parafing, evitdnd patrunderea acesteia pana
la preparatiune prin faptul cd am ficut cate o bandd de para~
find pe fiecare laturd a lamelei; am agezat apoi lamela deasupra
preparafiunii §i cu o spatuld ce contine parafind aproape de
punctul de solidificare am parafinat marginile lamelei. Banda de
parafind ne-a servit de suport peniru lameld si in acelasi timp
s’a opus pdtrunderii parafinei topite pand la spodogram4, atunct
cand am imobilizat lamela. -

In toate aceste cazuri montarea s’a fdcut in aer. Sunt ins&
cercetdtori cari folosesc medii de montare ca oleu de aniling,
fenol, oleu de parafind, efc., dar aceste medii lichide disloca
foarte ugor cenusa sau intunecd detaliile fine.

Examenul sectiunilor incinerate. Avéand in vedere natura
materialului examinarea spodogramei trebuie si se facd pe fond
negru; in lumina transmisd detaliile nu pot fi observate, cici
depozitele minerale sunt mai totdeauna transparente.



Noi am utilizat condensatorul paraboloid a lui Sidentopf,
punind lama in contact cu suprafaa superioard a condensato-
rului prin imersie cu apd destilat4.

Localizarea istologicd a sdrurilor minerale in spodogrami
este mult usuratd, dupd cum am amintit, prin comparatie cu
preparatiuni colorate. Este preferabil s avem doud microscoape
alaturi, unul cu fond negru pentru preparatul incinerat si altul
cu camp luminos pentru cel colorat; privind alternativ in cele
doud microscoape vom repera cu exactitate regiunile identice.

Piesele incinerate sunt mai satisfdcdtor studiate cu mdriri
mijlocii, fiindcd intrebuintand aperturi mai mici vom avea cam~
puri mai largi si orientarea ne va fi mult usuratd. O aperturd
numericd de 0,65 (obi. 40 Zeiss) indeplineste acest deziderat avand
in acelasi timp si o suficientd putere rezolvantd.

Microfotografia facutd pe fond negru, constitue deasemeni
0 metodd foarte bund de examinare a spodogramei.

Simion Henry Gage atrage atentiunea cd se obfin detalii
interesante studiind sec;mmle incinerate §l cu microscopul cu
raze ultraviolete si in lumina polarizatd.

Constitutia chimicid a cenusei

Cenusele se deosebesc — dupd cum provin dela un organ
sau altul — atat in ce priveste aspectul lor, cat si din punct de
vedere chimic.

Dupd aspect Pulicard distinge: 1, cenusd foarte alba
compusd din granule mari; 2, cenugd omogend, cenusie, din
granule foarte fine; 3, cenusd cu aspect albdstrui din cauza
difractiunii luminei pe depozitul de minerale extrem de fine si
4, cenugd cu aspect omogen, COrnos, fard structurd granularé

In realitate, diversitatea de aspecte este infinitd si este
probabil ci fiecare -aspect corespunde unei anumlte categoru
-de celule. -

Din punct de vedere chimic cenugele pot contine cloruri,
sulfafi, fosfafi, carbonati de sodiu, potasiu, calciu, magneziu i fer.

Dela inceput trebue insd precizat cd identificarea acestor
elemente poate fi facutd prin analize chimice calitative $au prin
metode de analizd spectrald si nu prin simpld incinerare.
Acest procedeu ne di cantitatea relativd a sdrurilor minerale
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fixe si nu compozitia chimicad a cenusei. Numax fierul si uneori
sulful pot fi direct identificate in spodogramé datorlté faptulut
cd oxidulde fier di o culoare rosie cenusei in punctul unde se
géseste, iar sulful o culoare galbend; celelalte elemente nu se
pot deosebi istologic unele de altele si aceasta este marea lacuna
a microincinerdrii. .

[n mod obisnuit, cenusa rezultatd dupd incinerare nu
reprezintd totalitatea elementelor minerale, care se gdseau in
esuturile sau organele in stare vie: unele elemente s’au pierdut
prin diferite manopere de pregdtire a seciiunilor, altele chiar in
timoul incinerdrii. Pierderea acestor componenti celulari poate fi
evitatd prin anumite procedee de analizd chimicd cantitativd,
dar in felul acesta nu mai este vorba de o metodd istologicd,
ci de una de chimie analitica.

In cazul nostru o parte din substantele minerale lipsesc.
Astfel clorurii alcalini si alcalino~terosi sunt sdruri foarte solubile
in apd disolvandu-se chiar pani la 36%,, la 15°C. (Na CI),
asa cd venind in contact cu apa, o cantitate mai micd sau mai
mare din cloruri va fi antrenatd. In timpul incinerdrii se poate
ca o parte din clorurii confinufi de fesuturi, sd fie descompusi
prin actiunea acidului fosforic sau a fosfatilor acizi si acidut
clorhidric rezultat din aceastd descompunere este pierdut. De
asemeni clorurii alcalini, fiind sdruri volatile la temperatura de
incinerare, nu vor lua parte in totalitate sau chiar de loc la
formarea cenusei, spre deosebire de clorurii alcalino-terosi cari
rdman, dacd nu se arde la rogu viu, cand devin si volatilh

Fosfatii cenugei provin in parte din descompunerea substan~
telor organice fosforate ca nucleoproteide, albumine fosforate,
reticuling, etc. Prin incinerare aceste substante furnizeazd acid
fosforic, care unindu-se cu bazele din cenusd da fosfafi ce
corespund de obiceiu acidului ortofosforic, sunt deci ortofosfafi
mono-bi sau trimetalici, alcalini si alcalino-terosi. Uneori cenusa
poate confine si fosfaji de fier, care provin ca si oxidul de fier,
din combinafiunile organice feruginoase.

Sulfatii cari se gdsesc in cenusa fesuturilor animale sunt
sulfaji neutri de sodiu, potasiu, calciu si magneziu. Toate aceste
sdruri sunt mai mult sau mai putin solubile in apd si insolubile
in alcool, nu sunt volatile, asa c4 pierderea lor in timpul incine~
rarii este minimd. Sulfafii provin in parte din descompunerea
substanfelor organice ca de exemplu cheratina, colagenul, etc



Carbonatii din cenusd sunt in cantitate micd si sunt repre~
zentafi intotdeauna prin sdrurile neutre ale acidului carbonic,
cdci in timpul incinerdrii bicarbonalii eventual prezenti se des—
compun in carbonati neutri, bioxid de carbon si apa. Carbonatii
neutri pot fi alcalini si alcalino-terosi; cei alcalini nu sunt des-
compusi prin incinerare spre deosebire de cei alcalino~terosi;
cari pot fi descompusi in oxizi de calciu si magneziu si bioxid
de carbon. Carbonafii provin in parte din arderea sarurilor
alcaline si alcalino-teroase ale acizilor organici ca oxalafi, tartrati,
lactali, etc,, in parte din descompunerea bicarbonatilor.

Siliciul se combind cu calciu dand compusi silico-caleari.
Elementele chimice ca sodiu, potasiu, calciu, magneziu si fier
le~am amintit mai sus deodatd cu anionii corespunz&tori.

[ncercdrile fdcute pentru a determina calitativ, prin micro-
clilmie, aceste sdruri minerale in spodogramd nu au dat rezultate
concludente, cdci, dacd este posibil s& se identifice diferitele
elemente prin reactiuni microcristalografice sau alte reactiuni,
in toate aceste cazuri mentinerea substantelor precis in locul
unde se gdseau pe spodogramd este \aproape imposibild.

Localizarea topograficd a materiilor minerale
in spodogrami )

Cand am definit principiul microincinerdrii, spuneam cd
avantajul acestei metode constd in faptul cd materiile minerale
fixe rdman in locul unde se gdseau pe sectiune. Localizarea ce~
nusei corespunde deci localizarii substanfelor minerale in tesu~
turi, iar bogdtia ei intr'un punct este un indiciu de abundenta
elementelor minerale in acel punct.

In realitate, localizarea istologicd a cenusei nu-este asa de
simpld, cdci in timpul incinerdrii au intervenit factori cari au
contribuit la deplasarea mai mult sau mai pufin accentuatd a
cenusei. Unul din acesti factori perturbatori §i poate-cel mai im~
portant este retracfiunea caloricd pe care am studiat-o aratand
si metodele recomandate pand acum, prin care se poate remedia
in parte. Din cauza acestei retractiuni, micele grdmezi de cenusd
nu vor fi situate precis in locul unde se gdseau elementele mi-
nerale in seciune, iar abundenfa cenugei intr’o regiune a spo-
dogramei nu totdeauna este rezultatul acumuldrii materiilor
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minerale in tesuturile §i celulele respective, ci poate fi datorita
unui fenomen de retractiune caloricd, care nu trebuie pierdut
din vedere la interpretarea rezultatelor.

Un alt factor de conturbare este prezenfa materiilor grase
in tesuturi sau organe. In timpul incinerdrii aceste substan{e se
lichefiazd si difuzand, vor produce deplasdri ale cenugei, asa cd
topografia spodogramei deasemeni nu va fi corectd.

Noi ficand includerea la parafind am fost scutiti de ace-
astd eroare prin faptul cd am trecut piesele pand la includere
printr’o serie de solvanii ai grdsimilor. Cand se sectioneazd insd
la microtomul de congelare, fie organe fixate, fie fragmente de
tesuturi proaspete nefixate, este necesar — mai ales dacd orga~
nele sunt bogate in materii grase. — sd se disolve in prealabil
aceste substanfe. Indepdrtarea lor se face dacd se {in piesele ina-~
inte de secfionare in acetond sau eter anhidru timp de 3—-5 ore
sau intr'un amestec de alcool-cloroform pdrfi egale timp de 10—
15 minute.

In concluzie, cand se interpreteazd localizarea topografica
a materiilor minerale in spodogramd nu trebuie s pierdem din
vedere acesti doi factori perturbatori.

Notiuni asupra structurii pielei

Pielea este un organ de naturd ectodermicd si mezenchi~
matoasd in care distingem la examenul microscopic 3 straturi
fundamentale : unul superficial, epidcrma ; altul mijlociu, derma;,

si in fine cel mai profund ipoderina.

A. Epiderma este formatd dintr'un epiteliu de tip stratificat
pavimentos; prin disociatie mecanicd sau chimicd ea se desface
in doud straturi: corpul mucos al lui Malpighi si stratul cornos.
Mergand din profunzime spre suprafatd distingem in epiderma
6 straturi dintre care, primele 3 aparfin corpului mucos, iar ce~
lelalte ‘stratului cornos.

t. Stratul bazal sau germinativ este constituit dintr’um
rand de celule cilindrice dispuse pe o vitroasd care delimiteazs
epiderma de derma subjacentd. Aceste celule in continui acti~
vitate mitoticd prezintd un nucleu mai apropiat, de obiceju, de

zona apicald §i o citoplasmd bogatd in granulafiuni de melaning,



pigment provenit din dezintegrarea materiilor proteice, de cu~
loare brund sau neagrd, fin granulat, con{inand sulf in proportie
variabild ; acest pigment se gaseste si in cromatocitele epiteliale
descrise de Laugherhans in zona profundd a epidermei.

2. Stratul filamentos are o grosime variabild cu diferitele
regiuni fiind format din 5—20 randuri de celule poliedrice, des-
pdrtite intre ele prin spatii clare in care circuld limfd, dar soli~
darizate prin tonofibrile ; citoplasma acestor celule prezinta foarte
multe granulatiuni mitocondriale.

3. Stralul granulos este constituit din 1—5 randuri de ce~
tule fuziforme, latite, cu un nucleu pe cale de degenerescent{d
si cu o citoplasmd bogatd in granulatiuni de cheratohialian&d
(Waldeyer), de dimensiuni de wvariabile, colorabile prin culori
acide sau bazice Tonofibrilele intercelulare sunt scurte, iar in
interiorul celulelor sunt limitate in zona perifericd a citoplasmei.

4. Stratul lucid apare ca o banda subtire, clard si refrin~
gentd ; este format din mai multe randuri de celule turtite, trans—
lucide, care si-au pierdut caracterele vitale. Celulele din zona
superficiald a acestui strat contin in citoplasma o substants omo~
gend, caracteristicd, numitd eleidina, colorabild in rosu prin car~
min, spre deosebire de celulele din zona profunda care nu con~
fin granulajiuni de cheratohialind si alcatuesc sératul intermediar
al lui Ranvier. .

5. Stratul cornos propriu zis este format din celule vezi~
culoase, cheratinizate, lipsite de nuclei, contindind o substantd
grasa ce reduce acidul osmic.

6. Stratul exfoliator sau foliacen este cel mai superficial
si e format din celule epiteliale cornificate ce se descuameazd
incontinuu.

B. Derma reprezintd stratul situat imediat sub epidermad.
Originea ei este m2zenchimatoasd si este constituitd dintr’un strat
superficial reficular saw papilar, care prezintd ridicdturi cilindro~
conice numite papile dermiice. Stratul reticular are structura unuf
tesut conjunctiv tandr cu fibre colagene subtiri, fibre elastice st
elemente celulare caracleristice fesutului conjunctiv areolar. Mar
gdsim la acest nivel corpusculi senzitivi si o va<cularizatiune
abundentd. Sub acest strat reticular avem derma propriu zis&
formatd din fé§ii conjunctive groase, strans unite, pe care sunt
dispuse fibrocite si din fibre i lame elastice care se continud cu
refeaua elastica din stratul papilar.
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C. Ipoderma continud derma in profunzime venind in ra~
port cu organele profunde de care este separatd prin ,fascia
superficialis“. In constitufia ipodermei gdsim un tesut conjunc-
tiv lax cu f&;ii colagene orientate paralel sau oblic cu supra-
fata pielei: retinacula cutis, si elemente grdsoase dispuse sub
forma de lobuli cari intrein raporturi intime cu vasele sanghine.
In stratul ipodermic isi au sediul partea profundd a glandelor
sudoripare, muschii arectori ai perilor si diversi corpusculi sen-
sitivi.

Glandele cutanate si parul. Glandele cutanate sunt de 2
tipuri: glane sebacee si glande sudoripare,; ambele sunt diferen-~
ciate din epidermd.

Glanda sebacee este de tip acinos, simplu sau compus.
Segmentul secretor este polistratificat, celulele din centru sunt
degenerate, mari, pline cu vezicule grdsoase; secrefiunea glan-
dei este de tip olocrin.

(Glandele sudoripare, diseminate inegal in piele, sunt glande
de tip tubulos. In porliunea secretorie gasim doud straturi de
celule; un strat extern coantractil format din celule mioepiteliale
si un strat intern secretor format din celule glandulare. Canalul
excretor este constituit la nivelul dermei dintr’un epiteliu bistra~
tificat; produsul secretat numit sudoare este un lichid incolor
bogat in sdruri minerale.

Purul este o productiune epidemicd cornoasd; prezintd o
porfiune liberd tulpina sau tigiul, si o portiune implantata in
grosimea pielei, rdddcina, terminatd printr’o umfldturda ovoida
numitd bulb. La partea profunda bulbul prezintd o excavatiune
in care patrunde tesut conjunctivo~vascular tandr din derm, alca-
tuind papila pdrului. In constitutia pdarului propriu zis gasim
elemente celulare cu o evolutie ascendentd ca si in epidermd;
aceste elemente se dispun, dinduntru in afard, in 3 straturi
concentrice: mdduva, scoarfa si epidermicula.

' Riddcina anturatd de tecile si organele anexe constituie in
totalitate foliculul pilo~sebaceu. Tecile sunt in numdar de trei:
doud de naturd epiteliald si dupd situafia lor fatd de filamentul
pilos deosebim o feacd epiteliala internd si o teacd epiteliala
externa si una de natura conjunctivd, feaca filroasa.

Muschiul arecfor, anexat impreund cu glanda sebacee
foliculului pilos, este format din fibre netede.
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Spodograma pielei normale

Materialul intrebuinfat I~am recoltat dela om, din regiunea
parasternald, pulpa degetelor si pielea pdroaséd a capului. Sectiunile
au fost pregdtite, incinerate si examinate dup& tehnica descrisd
la capitolul respectiv.

Urmdrind sectiunile cu ochiul liber in timpul incinerdrii si
mai ales intrerupand arderea in diferite timpuri si examinéand la
microscop, am coastatat cd incinerarea se face cu o usurintd si
rapiditate inegald, in raport cu diversele straturi; in timp ce
unele regiuni sunt incinerate, altele sunt in stadiu de carbonizare.
Foarte usor si rapid se incinereazd ipoderma, persistand la acest
nivel numai traveele conjunctive dintre lobulii adiposi si bulbul
pdrului, cari se incinereazd mai greu. Stratul filamentos si cornos
deasemeni nu dau nastere la formatiuni gudronoase abundente
care sd necesite un timp mai lung de incinerare. Mai greu se
incinereazd stratul bazal al lui Malpighi si fesutul conjunctiv
dermic si foarte greu stratul granulos din epidermd, care rdmane
multd vreme in stadiu/ de-carbonizare, apdrand ca o find linie
brund-neagra. !

Examenul microscopic al spodogramei ne aratd cd materiile
minerale sunt repartizate inegal in cele 3 straturi fundamentale
ale pielei, rezidiul mineral fiind mai abundent in epidermd decat
in dermd si ipodermd; ultimul strat lasd extrem de putind cenusd,
(vezi microfotografia).

In epidermd, la nivelul corpului mucos al lui Malpighi,
elementele minerale sunt reprezentate printr’o cenusd omogend,
cenusie, compusd din granule fine. In stratul filamentos se con~
statd in majoritatea spodogramelor un aspect vacuolar; celulele
poliedrice din acest strat sunt net individualizate prin faptul cd
zona perifericd a citoplasmei este mai bogatd in substan{e mine~
rale decat zona citoplasmicd perinucleard. Din aceastd cauzd st
depozitul nuclear este mai evident in spodogramd la acest nivel.

In stratul cornos substangele minerale se prezintd sub forms
de granule mari, mai strdlucitoare decat granulele din celelalte
straturi ale epidermei. Materiile anorganice sunt dispuse in siruri
liniare, ondulate, paralele, amintind dispozifia istologicd a stra~
tului cornos.

In dermd, elementele minerale se prezintd sub formd de
granule mari, inegale, cu un aspect alb-strilucitor. In stratul
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papilar al dermei se gédsesc si mici puncte rosii, uneori izolate,
alteori grupate mai multe laolalts, care sunt datorite probabil
oxidului de fer rezultat din descompunerea emoglobinei, cdci
stim cd in aceastd regiune existd o bogatd refea de vase sanghine,

La nivelul aparatului pilo-sebaceu se constatd cd tecile
parului dau o cantitate mai mare de cenusd decat filamentul
pilos si din cele trei straturi componente ale pdrului propriu zis,
se pare cd scoarfa este mai bogatd in elemente minerale.

Glandele sudoripare lasd deasemeni mai multd cenuga decat
glandele sebacee (vezi microfotografia), fapt ce ar explica canti-
tatea mare de saruri minerale eliminate in sudoare de aceste
glande,

Pentru a constata dacad este prezent calciul in piesele inci~
nerate am executat reactia micro~cristalograficd recomandats de
Policard. Metoda constd in depunerea, cu ajutorul unei micro~
pipete, a unei picaturi foarte mici de acid sulfuric 5%, in dreptul
unde facem examinarea. In cazul cand calciul este prezent se
formeazd foarte repede cristale de gips, usor de recunoscut,
.avand aspectul caracteristic de lance. Reacfiunea este specificd,
dar nu poate fi vorba in acest caz de o localizare precisd, cici
oricat de micd ar fi picatura, ea tot va disloca elementele mine~
rale. Ca metoda topografica istologicd si nu citologica, ea totusi
ne poate servi.

In spodograma pielei am constatat reacfia pozitivd pentru
calciu la nivelul dermei.

Spodograma in tumorile epiteliale maligne ale pielei

In 3 cazuri de epiteliom malign al fefei (cancer bazo~celular).
am studiat cum se comportd pielea tumorald fa{d de incinerare
si ce aspect prezintd spodograma. .

Materialul a fost recoltal cu ajutorul cu;ltulm electric dupd
_regulile obisnuite biopsiei, iar spodogramele au fost obtinute
urmdnd aceeasi tehnicd descrisa.

Se constat§ in aceste cazuri patologice cd timpul de inci~
nerare al secfiunilor trebue mult prelungit, din cauza maselor
epiteliale neoplazice care rezistd incinerdrii. Faptul isi are explicatia
in bogdfia mare de nuclei a {esutului canceros si am vazut cd
aceste pdrti constitutive celulare necesitd o ardere mai indelungata.



In regiunile neinvadate de procesul tumoral, spodograma
prezintd acelasi aspect ca siin cazul pielei normale, cu exceptia
dermei din jurul tesutului neoformat, care c¢ste mai bogatd in
elemente minerale.

La periferia maselor tumorale se observa cd in zona ce
corespunde tesutului in plind activitate proliferativa, sdrurile
minerale sunt foarte putine, spre deosebire de zona cenlrala
uade materiile minerale sunt mult mai abundente. Faptul acesta
se incadreazd in constatarea generals, cd celulele tinere, pe cale
de crestere sau celulele in activitate mitotica, lasd un rezidiu
min :ral maipufin abundent decat elementele aiulte sau degenerate.






Secfiune de 6 | grosime in pielea normald de om; regiunea sternald.

Microlotogralia spodogramei pe fond negru — 100X e, epidermaj; d, dermas
sb, glandd sebacee; sp, glomerul sudoripar; m, mugchiul arector al parului.






CONCLUZIUNI

{. Microincinerarea este o metodd istologicd care serveste
pentru a constata abundenta si localizarea s&rurilor minerale in
celule si tesuturi.

2. In seciiunile bine incinerate, tabloul cenusei sau spodo~
grama reproduce exact textura tesutului sau a organului.

3. Este recomandabil ca examenul microscopic al spodo~
gramei sd se facd pe fond intunecat; detalii importante ne arata
de asemenea si microfotografia executatd in aceleasi conditiuni.

4. Cenusa rezultatd nu reprezintd totalitatea sdrurilor minerale
care se gdseau in elementele anatomice vii: unele s’au pierdut
prin pregdtirea sectiunilor pentru incinerare, altele s’au pierdut
in timpul incinerarii.

5. Metoda microincinerdrii ne d& cantitatea relativd a
sdrurilor minerale dintr’'un fesut sau organ, nu insd §i natura -
chimicd a acestor sdruri. Numai oxidul de fier poate fi identificat
direct la examenul microscopic al spodogramei.

6. Incinerarea pielei normale se face cu o iuteald inegala
in diferitele straturi. In spodograma acestui organ constatdim
urmdtoarele :

a) la nivelul epidermei cenusa are un aspect omogen,
cenugiu, fin granular si este mai abundents decat in celelalte
straturi;

b) in dermd, cenusa este putin abundentd si e formatd din
granule mari albe-stralucitoare (reactiunea microcristalograficd
pentru Ca este pozitiva);

¢) foliculul pilos este mai bogat in elemente minerale decat
parul propriu zis; .

d) glandele sudoripare lasd un rezidiu mineral mai abundent
decat glandele sebacee. ~

7. In unele tumori epiteliale maligne ale pielei incinerarea
se face mai greusi necesitd un timp mai indelungat; sdrurile
minerale in aceste tumori par a fi mal abundente in centrul
tesutului decat la periferie.

Vézutd si bund de imprimat.

Decan: Presedintele tezei: .
{ss) Prof. D. Michail (ss) Prof. Joan Dragoiu
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