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Fisiologia. — Sull’importanza dell’ossigeno nelle funzioni
del midollo spinale isolato. Nota del dott. SILVESTRO BAGLIONI,
presentata dal Socio L. Lucranr.

1. Muateriale e metodo di ricerca. — Il midollo spinale isolato della
rana temporaria fu il materiale di ricerca delle presenti esperienze. Esso
rappresenta 1'unita piu semplice anatomica e fisiologica, che si possa otte-
nere sperimentalmente del complesso sistema nervoso centrale. Come indice
naturale e normale della sua vita e delle sue funzioni furono prevalente-
mente utilizzati i movimenti riflessi, che si ottengono facilmente da un si-
mile preparato, toccando o stimolando in un modo qualsiasi la pelle del
piede. Sottrattolo ad ogni rapporto normale, che esso ha col corpo restante,
il sistema circolatorio e respiratorio in prima linea, che nme complicano im-

Frg. 1. — ms. midollo spinale messo allo scoperto nella sua parte dorsale e in comuni-
caziona diretta merce il mnervo ischiatico colla gamba (m %, muscoli denudati, p,
pelle conservata sino al punto ). 47 della grandezza naturale.

mensamente lo studio, fu facile stabilire alcune condizioni esterne sperimen-
tali, soddisfatte le quali potesse rimanere in vita per un tempo assai lungo.
Con ¢id si son messi in vista non pochi fatti sperimentali sulle condizioni
vitali, a cui & legata strettamente la funzionalitd normale del sistema ner-
v0so centrale.

La fig. 1 ¢ la riproduzione fotografica impiccolita di un midollo spinale
isolato di rana usato in queste esperienze; da essa figura e dalla sua illu-
strazione emerge chiaramente 1'operazione mediante la quale si ottiene 1'iso-

Renbrcontr. 1904, Vol. XIII, 1° Sem. 94
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lamento del midollo rispettando i suoi diretti e normali rapporti, sia cogli
organi terminali di senso (pelle del piede), come di moto (muscoli della gamba),
necessari per la estrinsecazione della sua attivita.

Oltre i movimenti viflessi si utilizzarono talora, in circostanze speciali,
come indice dell'attivitd funzionale dei centri nervosi 1 movimenti ottenuti
merce la stimolazione diretta del midollo spinale e precisamente sia stimo-
lando lievemente la parte suprema del midollo reciso (la superficie del taglio)
come stimolando la sostanza nervosa della pars lwmbalis. Se nel primo caso
ayvengono delle contrazioni dei muscoli della camba, e se nel secondo queste
contrazioni sono fibrillari o tetaniformi durature (che durano cioé molto
pi @ lungo della stimolazione) i & certi, che 1 centri nervosi motori del
midollo spinale vivono ancora (!).

Prima di utilizzare il preparato per 1'esperienza, lo si poneva per 10-15 mi-

nuti in un piccolo recipiente, che conteneva una soluzione fisiologica di NaCl
(0,7-0,9 °/,) o il pitt spesso la soluzione fisiologica di Ringer (quella da me

usata aveva la seguente composizione: in 1 litro di acqua distillata, 0,1 gr.
NaH(C03, 0,1 gr. CaCl% 0,075 gr. KCl, 6-7 gr. NaCl: 4 = — 0,470) dove

<) (=)

lo si scuoteva o si smuoveva leggermente con un pennellino per lavarlo e

specialmente per liberarlo dai sali caleici, di cui sono talora ricche le sue
meningi.
Tutte le esperienze, di cui qui é parola, furono eseguite nell inverno e

nel principio della primavera, alla temperatura perd dell’ambiente oscillante

tra - 16 e - 20°C. Le rane utilizzate vivevano prima dell'esperienza nel

ranario ad una temperatura invernale di circa -}~ 5° C.
2. s

Se Sl pone un preparato cosi isolato in una camera umida alla presenza

orrenze e lor v o] ) [ T 75 Inan
pervenge e Loro risullali., — a) In un medium ©asoso.

dell'aria, impedendo aceuratamente, che non si dissecchi in alcuna sua parte,

e si prova quindi di tanto in tanto col metodo anzidetto 1eccitabiliti riflessa,
si nota come dopo circa un'ora dall'operazione si rende sempre pin difficile
il determinare un riflesso con stimoli meccanici deboli: si deve ricorrere ai
piu forti per ottenere talora una minima traceia di movimento riflesso. Dopo
uiL'ora ¢ mezzo o due ore al piu ogni attivitd riflessa ¢ completamente scom-
parsa anche ai pin forti stimoli. Che questa scomparsa dei riflessi dipenda
dal fatto, che i centri somo diventati ineccitabili. lo si prova constatando
che tanto i nervi motori che i museoli reaciscono squisitamente a ogni sti-
molo: mentre stimolando direttamente i centri medesimi mon si ha alcuna
traceia di loro reazione.

() Cfr. E. A. Birge, Ueber die Reizbarkeit des motorischen Ganglienzellen des
Rl kenmarie il e
fouckenmarkes. Arch. f. Anat. und Pl ysiol, 1882, pag. 481; e 8. Baglioni, Physiolo-
qgische Di 7

renzirung verschiedener Moo ; : s 12050 1 .
ing medener Mechanismen des Rie enmarkes, nello stesso Arch.

l\‘ll.i‘l_ Bd. vali)lv) pag. 193.
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Da che dipende la perdita di eccitabilith e la morte del midollo spi-
nale in queste circostanze? Il seguente esperimento da chiaramente la 1i-
sposta a questa domanda.

S'introduce un tale midollo mella piccola camera di vetro della fig. 2,
assicurandolo ad un filo, che vien legato alla parte superiore dellla colonna

Fig. 2. — '/, della grandezza naturale.

vertebrale e si fissa col tappo di gomma /, che chiude superiormente la pic-
cola camera. Si fa passare quindi il nervo ischiatico e la gamba attraverso
il foro laterale (4) per posarla sopra un'adatta lastra di vetro, onde poter-
sene agevolmente servire per stimolarne all'uopo la pelle e constatare cosi
la vitalith del midollo rinechiuso. Il foro laterale vien chiuso quindi a tenuta
di gas con hatufoli di ovatta imbevuta di una soluzione fisiologica, badando
di non ledere menomamente il nervo.

Aprendo quindi il rubinetto ¢, si lascia passare una corrente di ossigeno,
il quale, dopo aver attraversato una hottiglia di lavaggio (non disegnata nella
figura) contenente acqua distillata, viene ad attraversare il vaso sferico d,
che contiene anch’esso sino a metd acqua distillata, e quindi carico di vapor

acqueo attraverso la piccola camera @ (dove é il midollo) e fuoriesce per l'aper-
tura ¢ andando a gorgogliare in un'altra bottiglia di lavaggio prima di uscire
all'aria aperta.
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Se si prova ora di tanto in tanto I'attivith riflessa di questo midollo
spinale, (uw‘rmll(;r lievemente o stimolando in altro modo ‘llli‘l»\'iim_ la pelle dei
niedi. che, come si & detto, restano al di fuori della camera, si nota tosto
che si possono ottenere dei movimenti riflessi per un tempo incomparabil-
mente ;—,m lunco di quando si lasciava il midollo alla comune atmosfera.
Dopo / nti ore di un tale $0ggiorno in un’ atmosfera di ossigeno (usando
\aturalmente ocni cautela per temer lontana qualsiasi causa esterna dannosa,
specialmente il‘ disseccamento del nervo) si possono avere ancora det chiari
“,,/,./j/,,/,,;x iflessi. Dopo un tale periodo di tempo ordinariamente scompa-

isce per sempre ogni reazione riflessa centrale.

strae perd dopo questo tempo il midollo dalla camera e lo si
stimola direttamente, ci si pud convincere della vita ancora presente delle
cellule nervose. La scomparsa quindi dei riflessi, in questo caso non indica
la morte del midollo spinale. A che cosa si deve allora la scomparsa dei
riflessi?

Che la branca afferente (motoria) dell'arco rifiessa e i muscoli oltre ai
centri funzionano ancora, e dimostrato dalla stimolazione diretta del midollo,

per cui si hanno contrazioni fibrillari durature della gambe. Rimane dunque

la branca afferente (sensitiva). Di questa il primo dubbio che sorge, & che

le terminazioni sensitive cutanee, lontane dal circolo sanguigno, e quindi prive

d’ossigeno, cessino di vivere. Gli esperimenti diretti a que scopo diedero

ragione a quest'ipotesi.

Se si lega infatti ad una rana vivente l'arteria ischiatica nel suo punto
di uscita dal bacino, i!ll]lutl't’lwl‘) con ¢io il circolo sanguigno di un arto poste-
riove, si ha che, stimolando la pelle del piede dello stesso arto, si possono

determinare riflessi solamente per un tempo che oscilla appunto tra le 18 e le

20 ore dopo l'operazione: dopo questo periodo scomparisce ogni riflesso dalla

pelle del piede in parola, mentre naturalmente tutto il resto del corpo & per-
fettamente normale.

Si pud quindi con certezza concludere, che da un preparato spinale, 4l
cur midollo [u posto in un atmosfera di ossigeno, si possono ottenere dei
moti riflessi per un periodo di venii ore, e che dopo questo lempo st ha
la scomparsa dei riflessi non per la morte delle cellule nervose, bensi per la

sopravenuta ineccitabilita delle terminazioni sensitive culanee per mancanzo
di o sigeno.

Si pone infatti — come vedremo in segnito — anche la pelle in una
atmosfera di ossigeno, allora si possono avere dei riflessi per un tempo ancora
molto piu lungo.

La seguente domanda &: quale pressione del oas ossigeno ¢ strettamente
fnecessaria per mantenere in vita un tale preparato? Per rispondere esatta-
mente a questo quesito non furono fatte sufficienti esperienze. In ogni modo si
trovo, che se si fa passare colle stesse mod

alith di esperimento attraverso la
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camera invece di ossigeno una corrente di aria (che come & noto contiene
civea 20 °/, di ossigeno), si nota dopo un'ora e mezzo o due ore circa la morte
del preparato, precisamente come accade tenendolo in una camera umida alla
presenza dell'aria. Se immediatamente dopo l'entrata di questa completa
paralisi, si lascia passare invece dell'aria una corvente di ossigeno, i centri
tornano allora a rivivere pienamente rimostrando completa la loro attivita
riflessa.

La pressione quindi dell ossigeno necessaria deve cadere senza dubbio
tra il 20 e 1l 100 °/,. g

Interessante sarebbe ancora stabilire gli effetti di piu alte pressioni di
ossigeno, come anche l'azione dell'ozono.

Ulteriormente io divessi i miei esperimenti a stabilire gli effetti del
soggiorno di un tale midollo in un'atmosfera priva di ossigeno.

A tal wopo io mi servii del medesimo metodo sperimentale, lasciando
passare attraverso la camera invece di ossigeno una corrente di azoto privo
di ogni traccia di ossigeno secondo il metodo di v. Baeyer (!). Si nota allora
come, forse dopo un breve periodo di eccitabilitd riflessa molto elevata, scom-
pariscono a poco a poco i movimenti riflessi, fnche dopo tre quarti d’ora circa
non & piu possibile determinare sperimentalmente riflessi di sorta, mentre
il nervo direttamente stimolato conserva pienamente la sua eccitabilita.

Il midollo ¢ quindi molto sensibile alla sot(razione completa dell’ossi-
geno. Data la legge della diffusione dei gas, certamente qui si ha che la
corrente di azoto sottrae attivamente 1'ossigeno depositato nelle cellule ner-
vose. Il fatto che la morte per sottrazione di ossigeno (asfissia) avvenga dopo
tre quarti d'ora circa e non prima, & in rapporto molto probabilmente con
1'ossigeno, che si pud chiamare di 7zserva, depositato nei centri nervosi ().

Se dopo entrata la paralisi completa dei centrl per asfissia (in presenza
cioé di azoto) si lascia passare di nuovo una corrente di ossigeno, si ha che
dopo fre quarti d'ora circa il midollo rivive pienamente, tornando a compa-
vive i riflessi come prima della sottrazione di ossigeno. Questa rivivificazione
dei centri mercé 1'ossiceno ha perd isuoi limiti: nel senso che se dopo entrata
I'asfissia si attende qualche tempo (un'ora ad es.) prima di lasciar passare
la corrente di ossigeno, allora non si ha piltil ritorno dei centri allo stato pri-
mitivo di attivita i‘il]cssa: le cellule nervose sono in questo caso morte per
sempre irreparabilmente.

Se avvenuta tale rivivificazione dei centri si lascia subito dopo di nuovo
passare una corrente di azoto, si ha allora la paralisi in un tempo molto piu

() v. Baeyer, Das Sauerstoffbediirfniss des Nerven. Zeitschrift f. allgem. Physiol.
Bd. 2. 1903, pag. 169.

) 0. Bondy, Untersuchungen tber die Sauerstoffaufspeicherung in den Nervencen-
tren. Zeit. f. allgem. Pysiol. Bd. 3, pag. 180, 1903.
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breve che dapprineipio, cioé in un quarto d'ora. Questo fatto & senza dubbio
in rapporto coll'accennato ossigeno di riserva, che in quest(? casQ non ha
potuto depositarsi in sufficiente quantitd per il breve tempo in cui i centri
sono stati alla presenza dell ossigeno.

Se invece dell’ossigeno, dopo la paralisi avvenuta merce una corrente
di azoto, si lascia passare una corrente d'aria, ¢ centri non riacquistano la
vitalita. Anche in questo caso la pressione dell'ossigeno contenuto nell'aria
non @ sufficiente a rivivificare i centri asfissiati: un fatto, ch'era da attendersi
a priori dopo gli esperimenti negativi coll'aria piu sopra accennati.

) In un mediwm liquido. La considerazione, che in tutte le espe-
rienze sin qui descritte del midollo posto in un mediwm gasoso, ¢ioé in una
camera per cui si fa passare una corrente di ossigeno, questo gas non viene
in diretto contatto delle cellule nervose se non attraverso un strato liquido
piit o meno considerevole, rappresentato dai succhi linfatici pericellulari e
da quello straterello di soluzione fisiologica aderente al midollo, necessario
ad impedire il disseccamento del midollo stesso, faceva molto probabile per non
dire sicuro @ priori il fatto, che un tale midollo posto in una soluzione
fisiologica, attraverso cui si faceia gorgogliare continuamente ossigeno, avrebbe
vissuto almeno altrettanto a lungo. Quest'aspettativa teoretica venne completa-
mente confermata dall’esperimento.

Per queste esperienze furono adoperati diversi apparecchi piul o meno
corrispondenti allo scopo. Quello che diede i migliori risultati era rappresen-
tato da una comune bottiglia di lavaggio alquanto modificata. Il preparato
questa volta si pone nella soluzione per intero — cioé midollo e gambha —
per osservarne i riflessi & necessario perd aprire la bottiglia, con uno specillo
allora ¢ facile toccare la pelle (talora si possono osservare perd 1 riflessi,
anche senza l'apertura della bottiglia, cioé scuotendola alquanto). In compenso
si ha pero, che anche le terminazioni nervose sensitive cutanee vengono a
stare in un'atmosfera di ossigeno. Il che ha una grande importanza, perche in
questo caso viene ad essere eliminato 1'inconveniente piu sopra lamentato per
la camera a gas, che cioe dopo venti ore o poco pit si abbia la morte non
del midollo, bensi delle terminazioni sensitive per mancanza di ossigeno: cid
che impedisce di costatare ulteriori riflessi.

Infatti, ponendo nel modo testé accennato un preparato di rana nella
descritta bottiglia contenente circa 80-90 c¢.? di soluzione di Ringer (che si
ha cura di rinnovare ogni 6-8 ore), attraverso cui si fa gorgogliare una lenta
corrente di ossigeno e provandone di tanto in tanto I'attivita riflessa, si nota
come ordinariamente si possono costalare riflessi pel periodo di 36 ore
¢ anche pi (persino 48 ore).

Dopo questo periodo di tempo scompare ordinariamente ogni attivita
riflessa, sebbene 1'ossigeno continui ad attraversare la soluzione. Da che cosa
dipenda questa scomparsa di vitalitd dei centri non & facile stabilire. Due
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possibilith’si presentano al riguardo: l'una che si tratti di esawrimento dei
centri nervosi, consecutivo alla mancanza di materiali nutritivi (al di fuori del-
L'ossigeno e dei sali inorganici) mella soluzione fisiologica in cui giace, e
l'altra che si tratti d’influenza batterica. Quest'ultima possibilita & quella
che a me pare in base alle seguenti osservazioni sperimentali la piu probabile.

1. Dopo un tale periodo di tempo si nota sempre un odore di putrefa-
zione nella soluzione, in cui giace il preparato, che per quanto si rinovelli
spesso la medesima non si pud evitare.

2. B praticamente impossibile sterilizzare completamente il preparato,
adoperando tutte le cautele asettiche, poich8, com’é noto, moltissimi batterl
restano innicchiati nei pori e nelle glandole della pelle, che & necessario
risparmiare per utilizzarla onde determinarne i riflessi.

3. Si ha la morte del preparato dopo un tale periodo di tempo, anche
se alla soluzione usata si aggiunse una lieve quantita di glucosio.

4. Se si avvelenano le cellule nervose sensitive con una leggiera dose
di stricnina, per cui si hanno continui e violenti /fefani, la scomparsa dei
movimenti riflessi non ayviene in un tempo sensibilmente pilt breve (30-34 ore)
del normale. Si pud concladere che le altre sostanze organiche — oltre I'os-
sigeno — necessarie al metabolismo vitale dei centri sono in grande quantita
depositate nelle cellule nervose, come materiale di riserva, e che un esauri-
mento per mancanza delle medesime non & da ottenere in un periodo abba-
stanza lungo di attivitd anche esagerata.

5. Se non si rinnovella di frequente la soluzione, la morte avviene piu
presto del consueto.

Riguardo all'ultimo fatto si pud perd anche pensare, che nella soluzione
adoperata si vadano accumulando prodotti catabolici del ricambio materiale
dei centri, che analogamente a quanto avviene per i prodotti della fatica
(autointossicazione) impediscano ulteriormente 1'attivita vitale dei centri. In-
fatti si notd ordinariamente, che un preparato, il quale per aver giaciuto
per lungo tempo nella medesima soluzione non dava di sé quasi pilt segno
di vita, pochi minuti dopo aver cambiato la soluzione si ripresentava nella
sua piena attivity riflessa.

Non solo, ma si notd anche costantemente, che il tempo impiegato per
aversi l'ineccitabilith era in diretta proporzione colla quantita di soluzione
usata: quanto pitt grande era la quantitd di soluzione (80-90 c.*) tanto piu
a lungo durava 1'eccitabilita (S-10 ove): mentre se si usava una piut piccola
quantitd (40-20 ¢.*) piu breve ne era l'attivita riflessa (4-6 ore). Donde la
necessitdy di vinnovare di tanto in tanto la soluzione in cui giaceva il
midollo.

Si notd anche come un'ulteriore aggiunta di liquido alla soluzione, in
cui giaceva pressoché ineccitabile il midollo per avervi troppo a lungo gia-
ciuto, ridava immediatamente 1'eccitabilitd riflessa normale.
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La prima idea, che sorge

materiale dei centri (forse anidride carbonica) :

a si potrebbe anche pensare ;

a prodottl ©o siel d'origine bhatterica.

Do risolvere la questione fu fatta hollire la soluzione entro cul era
lungo e aveva perduta la sua attivita riflessa il midollo spinale.

lata e filtrata e dopo avervi to la quantitd

Ouindi dopo ave

er un'altra esperienza. Vi
che questa volta
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n1doLLo spinale e S1 noto con orande m

posto un 1

m tempo incomparabilmente pit lungo che

il midollo spinale vi visse Pper
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tale
nuale

g della sostanza mnociva, che si va ccumulando nel

liquido ambiente del midollo isolato. Io mi riserbo di istituire ulteriori

tal uopo, che possano porfare un po piu di luce a questa

1
domdndad.

» aecennate emerce la necessitd di usare come

Comunque. dalle esperienz
mediwm pel midollo isolato liquidi precedentemente bolliti: il che fu fatto

senza eccezione nelle nlteriorl esperienze: mon solo, ma si sterilizzo sempre

con acqua distillata bollente i recipienti usati pel midollo spinale prima di

)OI l”,”k"‘./.\i.

Una domanda che si presenta spontanea in tutte queste ricerche sulla
importanza dell ossigeno nelle funzioni del midollo spinale isolato, e come
viene assoroillo la cellule nervos L0 no, che M,‘})]H;Jlt: S1a pl’USCI]tL‘

nel loro mediwm, non giunge mai a toccarle senza prima dover attraversare

uno strato di liquido (sia nella camera a gas, come molto pit nelle solu-

zioni) da cui secondo le ricerche di Hoppe-Seyler (') viene assorbito abba-
stanza lentamente.

A questo riguardo si pud pensare dapprima, che non le cellule nervose

direttamente siano capaci di assorbire 1.1';‘\5\“;":1J|,r ambiente, ma che ad esse

() Hoppe-Seyler, Weitere Versuche wher die Diffusion von Gasen in Wasser. Zeitsch.
f. phy . Chemie Bd. 19, pag. 411, 1894




— 747 —
venga trasmesso da quella piccola quantita disangue stagnante, che rimane
sempre dopo la preparazione, alla superficie del midollo e nei vasi del me-
desimo.

Per stabilire se questa piccola quantita di sangue avesse un'importanza
nel fenomeno di assorbimento dell'ossigeno da parte dei centri, fu fatto cir-
colare in una rana normale artificialmente per un certo tempo attraverso
tutto il sistema circolatorio (legando una cannula all'ostio aortico) la solu-
zione fisiologica di Ringer, cosi che fu scacciato tutto il sangue dal corpo
sostituendolo con essa soluzione fisiologica. Di questa rana resa cosl vera-
mente anemica fu preparato nel modo usuale il midollo spinale e posto
nell'apparecchio contenente una soluzione fisiologica, attraversata da una cor-
rente di ossiceno. Si ebbero dei riflessi per un periodo di Zrenta ore. Si
pud concludere quindi, che la piccola quantitd di sangue rimanente nel
preparato non ha alcuna importanza sul fenomeno di assorbimento dell’O*
da parte dei centri. Le cellule nervose sono capaci direttanrente d'assumere
I'ossigeno contenuto nel liquido pericellulare.

Per stabilire inoltre sino a qual punto questo assorbimento o meglio la
diffusione dell'ossigeno attraverso i tessuti pud aver luogo. fu posta nell'ap-
parecchio una colonna vertebrale non aperta dorsalmente, ossia in cui il mi-
dollo era completamente ricoperto dalle vertebre mel modo normale. Solo nel
punto piit alto, dove si eva disgiunta la colonna vertebrale dal capo, veniva
la sostanza midollare nervosa a contatto divetto col liquido ambiente. Si
ebbe per risultato, che talora scomparivano 1 riflessi dopo un‘ora e mezzo o
due ore, tal altra si prolungavano per tre o quattro ore.

Si deve ammettere quindi, che in un tale preparato una certa quantita
di ossigeno pud giungere in date circostanze sino ai centri, ma che in ogni
modo essa quantith & cosi piccola da non poterne permettere la vita per
lungo tempo. Donde la necessitd di aprire sempre la colouna vertebrale per
mettere allo scoperto dorsalmente il midollo spinale.

¢) Esperienze con meszi chimici ossidanti (acqua ossigenata). — Ri-
guardo 1'importanza dell'ossigeno per la funzionalitd dei centri nervosi vi-
maneva a decidere la questione, se essi centri avessero la capacitd di assor-
bire ed utilizzare questo elemento solamente quando & loro offerto in forma
di oas, che come si sa dalla chimica é abbastanza inattivo, oppure se essi
possono utilizzarlo quando & loro offerto con altri mezzi, ad es. mediante
sostanze chimiche ossidanti.

A tal uopo si fecero esperienze con l'acqua ossigenata (perossido d'idro-
ceno H20%) e si giunse alla conclusione, che le cellule nervose del midollo
spinale possono in realla utiliszare ossigeno sviluppantesi da H>0* e so-
pravvivere a lungo in wuna solusione fisiologica che lo contiene.

Si pose infatti un tale preparato intero in un recipiente contenente
10 c¢.” di soluzione di Ringer a cui si aggiunsero 4 c.* di una soluzione
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