fi
k

INTRODUCERE IN FIZIOLOGIA EXPERIMENTALA ¢

Tema 1. Obiectul fiziologiei. Sarcinile practicumului de
fiziologie. Metodele de studiere gi inregistrare a |
functiilor fiziologice ‘

- Prima lucrare de laborator va fi organizatd sub forma de con-
vorbire si demonstrare a aparatajului, precum si a unor procedee
experimentale folosite in fiziologie.

Planul lectiei:

1. Regulile si ordinea de lucru la lucrarile de laborator, regu-

lile de securitate.

2. Metodele de cercetari fiziologice.

3. Aparatele de excitare si inregistrare a fenomenelor fiziolo-

gice.

4. Pregatirea preparatului neuromuscular.

La sfarsitul lucrarii de laborator studentii compIeteaZd procesul-
verbal dintr-un caiet special, pe coperta caruia se indica numele si
prenumele studentului, numarul grupei, facultatea. Se va scrie citet,
iar la realizarea desenelor si schemelor se vor folosi creioane colo-
rate. Procesul-verbal va fi controlat de lector. in timpul examenului,
studentul va prezenta caietul cu procesele verbale examinatorului.

Forma procesului-verbal:

Procesul-verbal nr. ... Data...
Tema...
Sarcinile temei:



Tehnica lucririi

Aici studentul expune pe scurt manipuldrile experimentale §i
fenomenele observate, noteaza rezultatele obtinute, completandu-
le cu scheme, desene, tabele si grafice, chimograme si alte materi-
ale ce rezultd din inregistrarea functiilor fiziologice.

Concluzii

Notd. Partea introductivi a procesului-verbal, pana la Tehnica lucrdrii, va

fi completati Tnainte de lectie, folosind manualul de fati si planul tematic al lu-
cririlor de laborator al catedrei.

Prepararea preparatului neuromuscular

Consecutivitatea prepardrii:

1. Imobilizdm broasca prin distrugerea maduvei spindrii pe
cale sdngeroasa sau asangeroasa.

2. Luam broasca de membrele posterioare, o intoarcem cu ab-
domenul in jos, sectiondm coloana vertebrald cu 1,5 cm mai sus de
osul sacral. Printr-o incizie de-a lungul sacrului inlaturdm partea
anterioard a trunchiului cu toate viscerele.

3. Tinénd coloana vertebrald cu mdina stdngd, cu mana drea-
pta scoatem pielea de pe labutele posterioare folosind un servetel
de tifon (preparatul membrelor posterioare de broasca).

4, Tmpﬁr;im preparatul in doud parti printr-o incizie de-a
lungul coloanei vertebrale si a simfizei.

5. Plasam membrul posterior pe planseta, gisim locul de iesi-
re al radiculelor ce formeaza nervul sciatic. Preparam acest nerv
péana la articulatia coxo-femurald. Cu acest scop intoarcem labuta
cu partea dorsald in sus, cu bagheta de sticla despicim mugchiul
coapsei, gdsim nervul sciatic si 1l eliberdm atent pe toatd lungimea
de la iesirea din coloana vertebrala pana la articulatia genunchiu-
lui. Inliturdm muschii si oasele mai sus de articulatia genunchiului
(preparatul neuromuscular al unui membru posterior de broasca).

6. Prin incizia tendonului lui Ahile la nivelul osului calcarin
indepartim de gamba muschiul gastrocnemian si inldturam gamba
mai jos de articulatia genunchiului. Preparatul neuromuscular ob-
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tinut constd din mugchiul gastrocnemian, articulatia genunchiulu
si nervul sciatic. Pentru pregatirea preparatului muscular este ne
cesar de a inlatura nervul sciatic.

Noti. In timpul pregitirii preparatului neuromuscular trebuie respectate
urmétoarele reguli: osul se va taia cu foarfecele mari, iar tesuturile moi — cu ce-
le mici; este interzisd atingerea nervului cu obiecte metalice; la prepararea ner-
vului sciafic se va folosi bagheta (carligul) de sticld, nervul e de dorit sa nu fie
intins §i nici traumat; preparatul va fi permanent umectat cu solutie Ringer.

La sférsitul lucrarii de laborator studentul, sub controlul lecto-
rului, completeaza primul proces-verbal dupa schema propusid mai
sus.

]
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Etapele pregitirii preparatului neuromuscular




Partea I. Fiziologie generala

Capitolul I
FIZIOLOGIA TESUTURILOR EXCITABILE

Tema 1. Structura membranelor biologice. Potentialul de
repaus. Potentialul de actiune

intrebiri de control

1. Structura si functiile membranelor biologice. Transportul
membranar. Transportul pasiv. Transportul activ (primar si secun-
dar). Sistemele de macrotransport.

2. Potentialul membranar de repaus. Originea potentialului
membranar de repaus. Metodele de studiu a potentialului de re-
paus. Caracteristicile echilibrului Donnan. Ecuatia Nernst.

3. Potentialul de actiune si originea ionica a acestuia. Fazele
potentialului de actiune, caracteristica lor. Nivelul critic de depola-
rizare, ,,overshoot™, potentiale vestigiale. Modificarile permeabili-
tdtit membranei. Potentialul monofazic si bifazic. Metode de stu-
diere si inregistrare a potentialului de actiune.

4. Raspunsul local. Particularitatile potentialului local (gra-
dual) si ale potentialului de actiune.

5. Modificarile excitabilititii in cursul potentialului de acti-
une. Perioada refractara.

6. Parametrii excitabilitétii (pragul de intensitate si de timp).
Acomodarea (dependenta pragului de bruschetea stimulului). Le-
pile excitdrii. Relatia intensitate-durata (reobaza, cronaxie). Im-
portanta clinicd a cronaximetriei.

7. Actiunea polard a curentului galvanic. Catelectroton, ane-
lectroton, depresia catodica.

9



Fiziologie virtuala aplicativa I
The Plasma Membrane (CyberEd). /
Programul furnizeaza informatie despre structura membranel
biologice si tipurile de transport membranar si permite efectuareat
unui test referitor la cunostintele capatate.

Lucrarea nr. 1. Primul experiment Galvani

Scopul lucririi. Reproducerea experimentului clasic al lui
Galvani pentru a lua cunostinta de istoria descoperirii ,,electricita-
tii animale”.

Materiale si ustensile necesare: carlig de cupru sudat la o
placd de zinc, broasca, trusa de vivisectie.

Tehnica lucrarii:

1. Pregatim preparatul membrelor posterioare de broasca.

2. Fixdm preparatul membrelor posterioare de broasca pe cér-
ligul de cupru.

3. La leganarea preparatului, in momentul atingerii membre-
lor posterioare cu placa de zinc, muschii se contractd (fig. I.1).

4. In procesul-verbal se executi desenul experimentului si se
trag concluzii.

Lucrarea nr. 2. Al doilea experiment Galvani (contractia
fara metal) _

Scopul lucririi. Demonstrarea faptului c¢i fintre portiunile
lezate si nelezate ale muschiului exista o diferenta de potentiale,
care posedd o actiune excitatoare.

Materiale si ustensile necesare: broascd, trusa de vivisectie, |
planseta.

Tehnica lucrarii:

1. Pregétim preparatul neuromuscular cu labuta.

2. Efectuam incizia muschiului gastrocnemain aproape de ge-
nunchi.

3. Plasam nervul sciatic pe mugchi astfel incét el sa contac-
teze concomitent cu portiunea lezata si cea nelezatd a muschiului.
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In momentul atingerii vom observa contractia muschiului (fig. 1.2
A.B).

4. In procesul-verbal se executa desenul experimentului si se
trag concluzii.

Cupru .

Fig. 1.2. Schema experientei a
Fig. 1. Schema primei ex- doua Galvani (A si B — doui vari-

periente Galvani. ante de aplicare a nervului) si a

experimentului Matteuci (C).

Lucrarea nr. 3. Observiri asupra excitirii muschiului cu
curenti de actiune (experimentul Matteuci)

Scopul lucrdrii. Demonstrarea aparitiei la excitarea mu-
schiului potentialelor de actiune capabile sd se raspandeasca si sd
excite preparatul neuromuscular.

Materiale si ustensile necesare: broasca, trusa de vivisectie,
plangetd, dispozitiv pentru excitare, un stimulator.



Tehnica lucrarii:

1. Asezam doud preparate ale membrelor posterioare d¢
broasca pe plangetd astfel Incat nervul unui preparat si se plaseze
pe muschiul preparatului al doilea, iar nervul preparatului al doilea
il aplicam pe electrozii uniti cu dispozitivul pentru excitare.

2. Executam excitari frecvente gi observam contractiile mus-
chilor ambelor preparate (fig. 1.2 C).

3. In procesul-verbal se executi desenul experimentului si se
trag concluzii.

Lucrarea Ne 4. Determinarea intensitatii pragale a exci-
tantului la excitarea directa si indirecta a muschiului cu stimu-
lenti unici

Scopul lucririi. Determinarea pragului de excitare al unui
muschi si al unui nerv in vederea demonstrarii excitabilitatii dife-
rite a tesutului nervos si celui muscular.

Materiale si ustensile necesare: broasca, trusa de disectie,
plangetd, stimulator electric.

Tehnica lucrarii:

1. Pregétim un preparat neuromuscular.

2. Unim electrozii de excitare la stimulator (clemele de cureni
continuu), instalam tumblerul-indicator al intensitatii stimulului ir
pozitia ,,zero”.

3. Asezam pe electrozii de excitare nervul sciatic. Determi-
nam intensitatea pragala a excitantului. Prin rotirea butonului ,,In-
tensitate” determindm pozitia lui la aparitia unei contractii mini-
male a mugchiului. Astfel gasim intensitatea pragald a excitantului
— intensitatea minimala a curentului electric capabild sd provoace
excitatia.

4. Plasam electrozii de excitare direct pe muschi si determi-
nam pragul excitarii muschiului ca si in cazul nervului.

5. In procesul-verbal se noteazi datele obtinute si se trag con-
cluzii.
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Lucrarea nr. 5. Determinarea reobazei si cronaxiei la mu-
schii flexori ai degetelor mainii (lucrarea se face sub formd de
demonstrare)

Scopul lucririi. Determinarea reobazei i cronaxiei flexorilor
degetelor mainii. :

Materiale si ustensile necesare: cronaximetru, doi electrozi
pentru excitare, tampoane de tifon, eter, solutie Ringer, persoana
examinata.

Tehnica lucririi:

1. Fixdam electrodul indiferent de referintd pe suprafata ante-
rioard a antebratului. In prealabil degresim pielea cu eter, iar pe
locul aplicdrii electrodului punem un tampon de tifon, umectat cu
solutie Ringer.

2. Electrodul activ, imbibat cu solutie Ringer, il aplicim pe
unul din punctele motorii de pe suprafata antebratului sau a palmei
(fig. 1.3).

Fig. I.3. Punctele motorii ale muschilor mainii. Prin sigeata este
indicat punctul flexorului comun al degetelor.

3. in pozitia ,,stimul unic”, prin apdsarea butonului aplicim
un stimul electric, regland intensitatea lui dupa scard. Treptat, ma-
rind intensitatea stimulului, gisim intensitatea la care apare sen-
zatia excitarii (reobaza senzoriald); marind inca putin intensitatea
stimulului observam contractia musculari (reobaza motorie).

4. Prin comutarea tumblerului pe scara timpului §i apdsarea
butonului actiondm asupra pielii persoanei examinate cu stimuli a
caror intensitate automat se dubleaza, durata lor fiind exprimata in
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milisecunde. Rotind registrul care regleaza durata stimulilor, d¢
termindm cronaxia (in baza senzatiilor — cronaxia senzoriala), 1&1
in baza contractiei musculare — cronaxia motorie.

5. In procesul-verbal se noteaza principiile determinarii ree,
bazei i cronaxiei, se formuleaza definitiile acestor notiuni, se nag,
teaza datele obtinute si se exphca care proprletan ale ;esuturllq
excitabile se caracterizeaza prin reobazi si cronaxie.

- gr—

Programul SimPatch

SimPatch este o simulare interactivd a unui experiment eleg
trofiziologic in care este utilizatd tehnica “patch-clamp” pentru |
investiga canalele ionice cu porti voltaj dependente, localizate 1%
membrana neuronilor mamiferelor. 5

Fig. I.4. Laboratolul virtual SimPatch.

SimPatch contine diferite sectiuni de program
e Date generale — scurtd introducere la bazele experimentale

¢ Introducere — introducere in experimente
14




* e Curs Practic — aceasta sectiune contine laboratorul virtual
funde se pot efectua experimente pe celulele din retina.

Laboratorul virtual constd din 3 dispozitive: un amplificator
'patch-clamp, un generator de pulsatii i un osciloscop, care permi-
'Ee utilizatorului sd efectueze experimentul in volumul deplin.
*Exista i moduli suplimentari ce pot modifica cativa parametri im-
i)ortanl,:i: “Solutia”, ,,Microscopul” si “Stimulatorul de Pulsatii”
(fig 1.4).

Amplificatorul patch-clamp este “inima” laboratorului virtual.
‘Este conectat prin cablul rosu la un preamplificator in care este
‘montati o pipeta de sticld (electrod: nu se vede), ce contacteazi
neuronul de la care inregistreazd. Prin aceste conexiuni, amplifica-

orul supune neuronul la diferite potentiale de voltaj, precum poten-
jalul de membrand (PM) prezent permanent, si potentialul de acti-
¢ (PA), care sunt parametrii stimulului voltaj, generati de dispozi-
ivul generator de pulsatii. Acest cablu de asemenea poartd un
semnal al curentilor ionici Inregistrati, produsi de neuron.

Amplificatorul patch-clamp are o capacitate i o rezistentd in
serie a circuitului compensator pentru a anihila erorile. Pentru a
activa circuitul compensator rotiti butonul la ON. Pentru a vedea
curentii artificiali e nevoie de a aplica celulei pulsatii voltaj care
nu vor deschide canalele ionice, de exemplu, selectati tipul de pul-
?a;ie “Single” de la generatorul de pulsatii. Comutati butoanele
spre valori definite pentru a micsora cantitatea de curenti artifi-
ciali. Dupd o compensare completd poate fi calculati aria suprafe-
tei celulei presupunand ci Cm a lem” de membrana = 1 pF.

Panoul principal cu contor indicda 4 semnale. Selectarea se
efectueaza cu un buton rotativ. Cele 4 semnale sunt:

I — curentul pipetei. Citirea este automat raportatd la scard
pentru a corespunde cu Gain (surplus, castig). Operatia este auto-
reglabila: punctul decimal si indicatorii unitatilor se modifica
automat pentru a reprezenta chiar si curentii voltaj foarte mari.

IRMS — zgomotul curentului RMS. Panoul Gain nu afecteaza
aceste date.
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Vm — potentialul de membrana.

VTcK — producerea automatd compensatorie a circuitului nulk

Modificatorul “Mode” are urmatoarele functii:

V-Clamp — este controlat PM si este inregistrat curentul necet
sar pentru a mentine potentialul. Folositi V-clamp pentru a mésun
reactiile de raspuns ale celulei. |

Track (I=0) — reglator de curent lent, dar toti stimulii sunt lg‘
norati i curentul este reglat la zero.

Desenul din stdnga aratd panoul”Output Gain”. Sunt 9 setir®
Gain accesibile la o rotatie de 1, 2, 5 variind de la 1 la 500. Oricé
curent inregistrat va fi amplificat in corespundere cu setérile Gaitt
si transformare in voltaj. De ex., un curent de 200 pA va fi ampli-*
ficat la 1V daca Gain este aranjat la 5 mV/pA. '

Generatorul de pulsatii permite experimentatorului si selec-
teze pulsatia de curent gi si aplice acest stimul la canalele produt
ceri (ambele sunt totdeauna active). I

Pentru a edita una sau ambele inregistriri de voltaj la generaf
torul de pulsatii, trebuie de apasat pe butonul stimul-pulsatie loca®
lizat pe panoul de comandd de pe partea inferioard a ferestref
SimPatch. t

Canalul de iesire # 1 este conectat la amplificatorul patch-
clamp extern de intrare (cablu albastru) pentru stimularea electrici
a neuronului.

Canalul de iesire # 2 este conectat la canalul de intrare a osci-
loscopului (cablul verde), care permite experimentatorului sa afi-
seze inregistrarea de voltaj a timpului de pulsatie selectat.

Osciloscopul afiseaza curentul primit la unul sau ambele ca-‘
nale de intrare.

Canalul de intrare #1 este conectat la generatorul de pulsatu
iar canalul de intrare #2 la amplificatroul patch-clamp. Pentru g
activa un canal de intrare migcati bara de derulare la stinga (#1)
sau dreapta (#2). |

Sunt 3 modalitati de a schimba scara pe axele X sau Y al
ecranului: . |
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a) modificati valorile scérii direct — faceti click pe un numar
|potrivit cu mouse-ul $i schimbati valoarea manual;

b) utilizati functia de schimbare autonoma a scérii — apasati

ara de derulare din stdnga si migcati spre butonul din dreapta;

c) utilizati functia de madrire (majorare) — mutati cursorul

ouse-lui deasupra pictogramei osciloscopului (cursorul isi va mo-
adifica forma din sdgeata in cruce) si faceti un click.

Butonul “Save” da posibilitate utilizatorului sa salveze datele
1.écurente de pe ecranul osciloscopului pe discul dur. Activarea fun-
(ctiei “Save” nu este posibild in caz dacad osciloscopul nu poseda
uterea necesard sau pe ecran nu sunt afisate date. Dupa apasarea
butonului “Save” apare o casetd de dialog care ofera posibilitatea
¢ a specifica tipul fisierului in carc s-au aflat datele curente.

Un click pe butonul “Analyse” va deschide o noua fereastra
entru a oferi utilizatorului cateva instrumente (optiuni) pentru
relucrarea datelor. Exista posibilitatea de a analiza datele curente
.afisate pe ecranul osciloscopului (vezi de asemenea in Settings)
1sau datele precedente care pot fi incarcate in memorie de pe discul
fdur Aceasta da posibilitate utilizatorilor experimentati sa efec-
rtueze mai intdi experimente si apoi s analizeze datele precedente.

%l'ema 2. Proprietitile fibrelor nervoase.
I . w
a Sinapsa neuromusculara

] Intrcbiri de control:

1. Conductibilitatea. Clasificarea fibrelor nervoase in functie
“de viteza de conducere. Conducerea 1in fibrele nervoase amielinice
si mielinice.

2. Legile propagirii excitatiei prin fibrele nervoase. Labilita-
Itea functionald a nervului.

3. Transmiterea sinapticd neuromusculard. Caracteristicile
functionale (unidiretionalitatea, retentia sinapticd, potentarea pos-
“fetanica, fatigabilitatea, inexcitabilitatea electricd a membranei
postsinaptice, labilitatea). 5 80874
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4. Etapele fundamentale ale transmiterii prin sinapsd. Potey
tialul placutei motoare. Substantele care influenteaza transmiters,
in sinapsa neuromusculara.

5. Fiziologia tesutului glandular. Fenomenele electrice LpF
tentialul secretor) ale tesutului glandular. Ciclul secretor. Reglareg
nervoasa si umorala a secretiei glandulare.

Lucrarea nr. 1. Legile propagarii excitatiei prin fibra nel
voasa

Scopul lucririi: observarea in timpul experimentului legil¢
de baza ale propagidrii excitatiei prin fibrele nervoase.

Materiale si ustensile necesare: broasca, trusd de vivisecti
plansetd, stimulator electric, doi electrozi pentru excitarea nervi
lui, stativ, solutie Ringer, solutie de amoniac sau cloroform, fitil
de vata.

Tehnica lucririi:

1. Pregitim preparatul membrelor posterioare de broasca. C
ajutorul piesei de fixat atdrnam preparatul de coloana vertebrala i
stativ.

2. Cu ajutorul pensetei aplicam céate o ligaturd sub fiecare ra
diculd spinala. Tindnd o radiculd nervoasa cu ajutorul ligaturil
plasam electrozii sub ea si 0 excitam cu curent de o intensital
pragald. Observam care grupe de mugchi se contractd. Experimen
tul se repeta, plasénd electrozii sub alte radicule (legea propagiri
izolate a excitatiei prin fibrele nervoase).

3. Preparatul membrelor posterioare de broasca il plasam pi
placile de pluta ale plansetei. Prepardm nervul sciatic pe suprafafi
dorsala a coapsei. Cu foarfecele tdiem femurul si mugchii coapsei‘
pastrand integritatea nervului. Aplicand excitdri frecvente cu aju
torul curentului suprapragal asupra nervului sciatic, observian
contractiile muschilor coapsei §i gambei mai sus si mai jos de seg,
tionare (legea propagdrii bilaterale a excitatiei prin fibra nervoa
sa).

4. Pe nervul sciatic aplicam un fitil de vata, imbibat cu cloro
form, sau o ligaturd. Excitdm nervul aplicand curent de intensitatt
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ragald mai sus si mai jos de locul alterdrii cu fixarea cazului in
lare va avea loc contractia mugchiului gastrochemian (legea inte-
gritdtii fiziologice a fibrei nervoase).

5. Schemele experimentelor se schiteaza in caiet (fig. 1.6), si
ie trag concluzii.

Fig. I 6. Demonstrarea ex-
perimentald a legititilor de
propagare a excitatiei prin
nervi si fibre nervoase:

A — propagarea izolati a excita-
tiei prin nerv;

B — propagarea bilaterald a exci-
tatiei;

C — necesitatea integritatii fizio-
logice a nervului.

Lucrarea nr. 2. Cercetarea actiunii toxinei curara asupra
‘ontractiei musculare

Scopul lucrarii este acelasi ca si in lucrarea precedenta.

Materiale si ustensile necesare: broasca, trusa de vivisectie,
witie Petri, stimulator electric, doi electrozi pentru excitare, solutie
le substanta curarizanti, solutie Ringer.

Tehnica lucrarii:

1. Pregatim preparatul neuromuscular.
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2. Plasam preparatul pe planseta si aplicam excitantul elect
pragal mai intdi pe nerv, apoi pe muschi. in ambele cazuri obset.
vam contractia muschiului.

3. Punem muschiul in cutia Petri cu solutie Ringer ce contin
substantd miorelaxanta.

4. Peste 1-2 minute aplicam din nou un stimul pe muschi
observdm contractia lui. La aplicarea stimulului pe nerv observa
ca mugchiul nu ce contracta. Dacad n-au aparut tulburdri in conexi
unea neuromusculard, peste 1-2 minute repetdm experimentul.

5. Schema experimentului se schiteaza in caiet, se explica fe:
nomenul observat se formuleaza concluziile necesare.

Laboratorul virtual SimNerv

SimNerv cste un program de simulare pe calculator a expe
rimentelor efectuate pe nervul motor periferic privind excitabilita:
tea i conductibilitatea lui. Acest program reprezintd o cale alter:
nativd, moderna si accesibila, in abordarea experimentelor efectu:
ate pe animalul de laborator. '

Nervul schiatic izolat de broasca, obtinut printr-o tehnica pre~t
zentatd in imagini video, este excitat cu stimuli electrici izolati, imé
potentialele de actiune generate sunt inregistrate cu ajutorul a do
electrozi de suprafata cuplati la un osciloscop catodic. Programul%
reproduce o conditie experimentald esentiala — heterogenitatea ras-
punsului preparatelor biologice in conditii experimentale. Pentry
interpretarea corectd a rezultatelor obtinute trebuie si se lind conﬁ
si de faptul ca experimentul se efectueazia pe nerv, iar acesta
reprezintd un ansamblu de fibre nervoase cu excitabilitate diferita. |

Laboratorul ,,SimNERV” cuprinde componentele prezentate
in fig. 1.7.

Cutia cu electrozi permite fixarea pe un suport a nervului
schiatic izolat. Este dotatda cu 2 electrozi de excitare (de culoare
albastra si galbend) si 2 electrozi de culegere (de culoare verde si
rosie). Cutia oferd posibilitatea de deplasare a electrozilor pe o
scald gradata cu lungimea de 10 cm. Suprafata de culoare alba, cu-
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i¢ prinsa intre S §i 6 cm, este destinatd unirii cu pamantul si are
intotdeauna potentialul 0 — orice electrod plasat pe aceasta
suprafatd devine indiferent.
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Fig. I.7. Laboratorul virtual SimNerv.

Stimulatorul genereazi stimuli electrici la parametri de durati
(Duration), amplitudine (Amplitude) si interval de stimulare
(Delay) ce pot fi stabilite prin deplasarea pe verticald a unui cur-
. sor. Fiecare din acesti parametri pot fi amplificati prin deplasarea
“Ipe orizontala a céte unui cursor Multiplier. Stimulatorul mai per-
. mite stabilirea modalitatii de aplicare a stimulului (MODE) — Sin-
f gle/Twin, stabileste polaritatea electrozilor de stimulare (POLA-
{ RITY) — Normal/Invert si poate asigura o anumitid perioadi de
' latenta intre momentul aplicirii excitatiei si inregistrarea imaginii

pe osciloscop (TRIG) — Normal/Delay. Tasta STIMULUS/On per-
‘mite , lansarea” excitatiei cu parametrii stabiliti in prealabil.
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Osciloscopul permite inregistrarea grafica a parametrilor du
rata/timp ce tin de aplicarea excitantului (CHANNEL 1) si de p
tentialul de actiune al nervului (CHANNEL 2). Pentru etalonar
inregistrarii, osciloscopul prezintd 3 ,,butoane” — doud pentru am
plitudine [mV/Div] si unul pentru duratd — TIMEBASE [ms/Div/;
Diviziunea este reprezentatd de patratul cu latura de 5 cm, cores
punzidtor caroiajului de pe ecran. Osciloscopul suprapune imaginil
obtinute prin experimente repetate atata timp cat este activata tas
Store si permite ,,golirea” ecranului cand este activatd tasta Clear
Screen.

|

Pregitirea experimentului SimNerv

Pentru efectuarea experimentelor privind excitabilitatea si
conductibilitatea nervului motor periferic este necesar de a pregatit
“laboratorul” respectand urmatoarele etape:

» se deschide camera de experiment;

= se plaseaza nervul pe suportul camerei;

= gse activeazi POWER/On pentru stimulator si osciloscop;

= se stabileste modalitatea Single (MODE) de stimulare;

= se stabileste polaritatea Normal (POLARITY);

= se stabileste varianta Normal (TRIG) pentru timpul de
latent a excitatiei;

= se repozitioneaza canalul CHI in partea inferioara si CH2
in portiunea mijlocie a ecranului osciloscopului;

= se etaloncaza inregistrarea:

CHANNEL 1 (CH1) — 500 mV/Div;
CHANNEL 2 (CH2) — 2 mV/Diyv;
TIMEBASE —1 ms/Div

Partea 1. Stimulul prag
= se¢ plaseaza electrozii — verde la 1 cm, albastru la 3 cm,
galben la 5,5 cm si rosu la 9 cm;



* pentru durata stimuldrii se fixeaza cursorul vertical
DURATION la 2 ms si cursorul orizontal Multipliet/DURATION
la 1x;

= pentru amplitudinea stimularii se fixeaza cursorul orizontal
Vultiplier/AMPLITUDINE la 10x;

* se stimuleazd repetat nervul (activand tasta STIMULUS/On)
crescand progresiv amplitudinea (deplasarea cursorului AMPLITU-
DE) cu 10 mV/determinare, pana la inregistrarea unui potential de
actiune minim al nervului;

® se activeaza tasta Store a osciloscopului;

* se continua stimularea progresivd panda in momentul in
gare amplitudinea potentialului nu se mai modifica, reprezentand
potentialul de actiune maxim al nervului;

~ Partea a 2-a. Conducerea potentialului de actiune neu-
ronal

" se activeaza tasta Clear Screen si se inactiveaza tasta Store
a ecranului osciloscopului;

- = se aplicd stimuli cu durata de 2 ms §i amplitudinea de
200 mV obtinuti prin fixarea cursorilor verticali si orizontali in urma-
oarele pozitii;

DELAY — 2 ms, Multiplier — 1x;

DURATION - 2 ms, Multiplier — 1x;

AMPLITUDINE - 2 mV, Multiplier — 100x;
OBSERVATIE — diferenta de potential (V) reprezentatd pe
ecranul osciloscopului este diferenta intre potentialul de la nivelul
electrodului rogu (VR) si cel de la nivelul electrodului verde (VV).

2.1. Culegerea monopolard

- Se obtine utilizand electrodul explorator (rosu) si electrodul
indiferent (verde) plasati astfel:

I a) pentru obfinerea unui potential monofazic pozitiv — verde
la I cm, albastru la 3 cm, galben si rosu la 5.5 cm;

. b) pentru obtinerea unui potential monofazic negativ — rosu la
1 e¢m, albastru la 3 ¢m, galben si verde la 5,5 cm;
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2.2. Culegerea bipolari
Se obtine utilizdnd electrodul explorator (rosu ) si electro
- de referinta (verde) plasati astfel:

a) pentru obtinerea unui potential bifazic cu prima fazi po
tiva si a doua negativa — verde la 1 cm, albastru la 3 cm, galben
5,5 cm i rosu 1a 9 cm;

b) pentru obtinerea unui potential bifazic cu prima faza neg
tivd si a doua pozitiva — verde la 1 cm, galben la 5.5 cm, albas
la 7 cm si rosu la 9 cm.

Partea a 3-a. Legile conducerii prin fibra nervoasa

= ge activeaza tasta Clear Screen;

= se utilizeaza stimuli cu durata de 2 ms si intensitatea
200 mV (secventa 2);

= se plaseazi electrozii — verde la I cm, albastru ]la 3 cm, g
ben la 5,5 cm si rosu la 9 cm st se obtine un potenti
bifazic cu prima faza pozitiva si a doua negativa;

= pentru aplicarea ligaturilor se executa ,,click” pe moso
de atd si tindnd apasat butonul din stanga al mouse-ului
»fixeaza” firul de ata pe nerv, in locul de aplicare a lig
turii;

= sc cfectueaza prima ligatura in pozitia 7 cm (intre ele
trodul albastru si cel rosu — potentialul devine monofazi
pozitiv);

* se deplaseaza ligatura in pozitia 2 cm (intre electrodul al
bastru si cel verde) — potentialul devine monofazic negati

= se aplica doud ligaturi simultan in cele doua pozitii menti
onate. Nu se observa nici un potential.

Partea a 4-a. Perioada refractari si perioada excitabila
neuronala
* se indeparteaza ligaturile, se activeaza Clear Screen $i tastly
Store;
= se plaseaza electrozii — verde la 1 cm, albastru la 3 c¢m, gal
ben si rosu la 5,5 cm;
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L * se activeazd tasta Twin/Mode §i se creste progresiv inter-

~ valul de stimulare, deplasand cursorul Delay cu 1 msec/de-

terminare;

. ® se urmdreste momentul aparitiei $i amplitudinea raspunsu-
lui la cel de-al doilea stimul;

= stimularea se opreste cdnd cei doi excitanti determind ris-

~ punsuri cu aceeasi amplitudine.

'ema 3. Fiziologia tesutului muscular striat gi neted

Intrebiiri de control

1. Structura muschilor striati. Fibra musculara striatd. Carac-
risticele moleculare ale filamentelor contractile. Proteinele regla-
are (tropomiozina, troponina), sarcomerul, reticulul sarcoplas-
patic, sistemul T.

2. Fibrele musculare rapide (albe) si lente (rosii). Unitatea
potorie.

3. Proprietatile fizice ale muschilor scheletici (extensibilita-
2a, elasticitatea, forta musculara, relatiile lungime-tensiune si sar-

- 4. Proprietatile fiziologice ale muschilor scheletici (excitabi-
tatea, conductibilitatea, contractilitatea, labilitatea, tonicitatea).

- 5. Mecanismul contractiei musculare. Fenomenele electrochi-
lice (generarea si propagarea potentialului de actiune pe sarcole-
d spre sistemul T). Rolul ionilor de Ca++. Fenomenele mecano-
himice (mecanismul «mersului pas cu pas»). Mecanismul relaxa-
musculare.

- 6. Manifestarile ce insofesc contractia musculard. Fenome-
gle electrice (electromiografia). Fenomenele termice (termogene-

3 in repaus si in contractie).

7. Tipurile de contractie. Contractia unica, tetanosul incom-
t $1 complet.
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8. Contractia izometricd. Raportul lungime-tensiune (pi
load). Contractia izotonicd. Raportul sarcind — viteza (afterloa
Contractia auxotonica.

9. Travaliul muscular. Formele de lucru muscular (dinan
pozitiv i rezistiv, static). Oboseala musculara, mecanismele ob
selet. Hipertrofia si atrofia muschilor.

10. Particularitatile morfofunctionale ale tesutului muscul
neted. Tipurile de muschi netezi: monounitari $i multiunitari. M
canismul contractiei.

Fiziologie virtuala aplicativi
,.Sistemul muscular”

Cuprinde urmatoarele compartimente:
Reviu anatomic: tesut muscular striat.
Sinapsa neuromusculara.
Teoria filamentelor glisante.
Metabolismul muschiului.
Contractia unitatilor motorii.
Contractia muschiului integru.

B el o

Lucrarea nr. 1. Contractia unica si tetanici a muschiuly
scheletal X €

Scopul lucrarii. Inregistrarea contractiei unice si tetanice,
muschiului scheletal si studierea conditiilor In care apar diferil
tipuri de sumare a contractiilor musculare. i

Materiale si ustensile necesare: broasc, trusa de vivisecti
miograf, levierograf Engelman cu penita, ckimograf, hértie, cle
stimulator electric, solutie Ringer, cerneala. ¢

Tehnica luerarii : 3

1. Pregatim preparatul mugchiului gastrocnemian de broascy
Fixam muschiul in miograf si reglam inscrierea pe tamburul kimo
grafului.

2. Unim cu sarma de conexiuni stimulatorul electric cu cle
mele miografului.
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Fig. 1.8. Miografia :

A — instalatia pentru inregistrarea
contractiilor musculare: / — stimu-
lator electric; 2 — stativ; 3 — mio-
graf; 4 — muschiul gastrocnemian
de broascd; 5 — kimograf.

B — curba contractiei unice (secu-
sa): a — perioada latentd; b — faza
de contractare; ¢ — faza de relaxa-
re.

C — curbele contractiilor tetanice:
1 — secuse; 2 — tetanos incom-
plet; 3 — tetanos complet,

R Aplicand stimuli unici, inregistram o contractie unica a
hiului. Pentru a capéata o curba desfasurata, eliberam surubul
eaza tamburul kimografului si Tn momentul excitérii 1l rotim
cu ména.

Fixdm tamburul, punem in functie kimograful si, aplicind
ritmice, inscriem curbele tetanosului incomplet (zimtat) si
iplet (neted).

5. La procesul-verbal se anexeazi kimogramele obtinute si se
seriu fazele contractiei unice §i conditiile in care apar contractii
ice incomplete si complete. Kimogramele trebuie si cores-
celor indicate in fig. [.8.
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Laboratorul virtual SimMUSCLE

SimMUSCLE este un program de simulare pe calculator a ¢
perimentelor efectuate pe muschiul striat scheletal si are ca pril
cipal obiectiv studiul aspectelor de baza privind excitabilitatea
contractilitatea.

Experimentul SimMUSCLE este efectuat pe muschiul gastn
cnemian izolat de broascd, obtinut printr-o tehnicd prezentata |
imagini video §i are posibilitatea aplicarii de stimuli electrici cu
duratd constantd de 1 msec, dar cu amplitudine si interval de s
mulare variabile.

Laboratorul ,,SimMUSCLE” cuprinde componentele preze
tate in fig. 1.9:

Stimulatorul genereaza stimuli electrici cu o duratd constal
ta, iar amplitudinea (Amplitude) si intervalul dintre stimuli (D
lay) pot fi stabilite prin deplasarea orizontald a unui cursor. Exis
3 modalitati (Mode) de aplicare a stimulilor: Single pentru secus
Twin pentru sumatia temporald si Train pentru tetanos. In caz
modalitdtii Train numarul de excitatii aplicate se poate stabili ¢
ajutorul cursorului Counts. Activarea butonului On permite aplici
rea stimulului cu parametrii stabiliti in prealabil.

Traductorul permite obtinerea de contractii In conditii i
metrice §i respectiv in conditii izotone. Traductorul prezintad but
nul Calibration — de culoare rosie cand este necesara calibrarea |
de culoare verde cand calibrarea este efectuatd. Calibrarea presi
pune activarea butonului Zero Adjust. Traductorul prezintda dou
mufe pentru fiecare dintre cele doud tipuri de contractii. Cabli
trebuie fixat in mufa corespunzitoare tipului de contractie pe car
dorim sd o efectudm. La traductor sunt anexate: un stativ pentr
fixarea mugchiului, 2 electrozi de activare, 6 greutiti a 50g fiecar
si o cutie Petri cu doud preparate musculare plasate in soluti
Ringer.
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TIMEBASE
Ima/Divi
e 15

" Fig. 9. Laboratorul virtual SimMUSCLE.

Osciloscopul inregistreaza pe canalul CH1 parametrii ampli-
ne/timp ce tin de excitantul aplicat, iar pe canalul CH2 reda
¢ confractia musculara si permite analiza parametrilor for-
scurtare. Pentru etalonarea inregistrdrii osciloscopul prezintd
loane pentru amplitudine — mV/Div si pentru duratd — TIME-
SE — ms/Div. Diviziunea este reprezentatd de patratul de pe
nul osciloscopului cu latura de 5 mm. Osciloscopul poate sto-
imaginile obtinute prin stimuldri succesive dacid se activeaza
sutonul Store, §i poate goli ecranul prin activarea butonului Clear
reen.

Pregitirea experimentului

e se activeazd (Power-On) stimulatorul, traductorul si osci-
loscopul;

29



 se fixeaza mugchiul in suportul traductorului si se preintin-
de cu o greutate de 50 g pentru a induce un tonus de repaus.
Aceasta greutate reprezintd sarcina pe care muschiul trebuie s ¢
ridice atunci cand efectueazd un travaliu dinamic.

Partea 1. Secusa — contractia izotona si izometrica
Stabiliti parametrii de lucru ai secventet dupa cum urmeaza:
OSCILOSCOP: CHI1: 500 mV/div— 1 mm =100 mV =2 N
CH2: 50 mV/div
TIMEBASE: 20 msec/div — Imm = 4 msec
activati tasta Store
STIMULATOR: Amplitude: 500 mV
Delay: 200 msec
Mode: Single
TRADUCTOR:
(a). Contractie izotond: combinatia free-Length + Cablu in mufa +
Calibrare
(b). Contractie izometricd: combinatia lock-Force + Cablu mufa +
Calibrare _
observatie — toate ctapele urmatoare vor fi efectuate in conditii
izometrice, astfel ca aceastd combinatie nu va fi modificatid pana
la sfarsitul experimentului.

Partea a 2-a. Sumatia spatiala

OSCILOSCOP: CH1: 500 mV/div — 1 mm =100 mV =2 N
CH2: 50 mV/div

TIMEBASE: 20 msec/div

activati tasta Clear Screen §i apoi Store

STIMULATOR: Amplitude: 200 — 250 — 300 — 350 — 400 —

500 mV -
Delay: 200 msec
Mode: Single
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‘tea a 3-a. Sumatia temporali

[LOSCOP: CHI1: 500 mV/div—1mm=100mV =2N
CH2: 50 mV/div

ASE: 50 msec/div

tasta Clear Screen si apoi Store

LATOR: Amplitude: 500 mV

' Delay: 200 — 150 — 100 — 75 — 50 — 25 msec
Mode: Twin

- Partea a 4-a. Tetanos incomplet
CILOSCOP: CHI1: 500 mV/div
CH2: 100 mV/div
BASE: 100 msec/div

tasta Clear Screen si apoi Store
ATOR: Amplitude: 500 mV
Delay: 100 msec
Mode: Train

Counts: 8

artea a 5-a. Tetanos complet
OSCOP: CHI1: 500 mV/div

3 CH2: 100 mV/div

ASE: 100 msec/div

tasta Clear Screen si apoi Store

ATOR: Amplitude: 500 mV
Delay: 50 msec
Mode: Train

B, Counts: 16

- Partea a 6-a. Oboseala musculari
SCILOSCOP: CH1: 500 mV/div — 1 mm =100 mV =2 N
3 : CH2: 100 mV/div
BASE: 100 msec/div — 1 mm = 20 msec
ati tasta Clear Screen si apoi Store
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(a) prima secusa

STIMULATOR: Amplitude: 500 mV
Delay: 50 msec
Mode: Single
Counts: 116

(b) oboseala musculari

STIMULATOR: Amplitude: 500 mV
Delay: 50 msec
Mode: Train
Counts: 116

(c) a doua secusd

STIMULATOR: Amplitude: 500 mV
Delay: 50 msec
Mode: Single
Counts: 116
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