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 CAPITOLUL II – LP 2
 CELULA ŞI MECANISMELE DISFUNCŢIILOR CELULARE (LP 2)
 Cuprins
 1. Limitarea capacităţii de adaptare a organismului animal bolnav la solicitările factorilor de mediu:
 Anemia indusă prin splenectomie la șobolan Wistar. 2. Apoptoza sau Moartea Celulară Programată Genetic
 - Mecanismul intrinsic - video
 - Mecanismul extrinsic – video
 - Caracteristici funcționale comparative Apoptoză/Necroză - video
 Test de verificare a cunoștințelor – 10 întrebări grilă cu 5 variante.
 Noțiuni generale cu privire la conceptul de boală
 Ca entitate nosologică, boala este o noţiune abstractă. Suferă de aceeaşi boală animalele care au în comun aceeaşi cauză, care produce aceiaşi dereglare funcţională, respectiv acelaşi proces patologic. Medicina tradiţională operează cu noţiunea de boală şi a creat în mod artificial tablourile simptomatologice tipice, care nu corespund însă pe deplin realităţii clinice, întrucât fiecare animal bolnav îşi face boala într-un fel particular, propriu, în funcţie de factori endogeni și/sau exogeni patogeni, respectiv de particularitățile reactivității specifice/nespecifice, moștenite sau câștigate/dobândite, care sunt propriii fiecărui individ .
 Astfel, noţiunea teoretică de boală este utilizată ca sinonim al stării de boală.
 Capacitatea de adaptare şi de compensare morfo-funcţională de care dispune organismul este limitată. Ea poate fi epuizată (în condiții de suprasolicitare) sau depăşită, ca urmare a expunerii animalului la acțiunea unor agenţi patogeni proveniți din mediul exterior, astfel încât armonia funcțională dintre organism şi mediu, dar și dintre sistemele organismului nu mai poate fi conserată, instalându-se boala.
 Starea de boală poate fi deci considerată ca o reacţie generală de răspuns al organismului animal la acţiunea factorilor patogeni, reprezentând o tulburare a echilibrului dintre organism şi mediul înconjurător, care se produce atât datorită acţiunii excitanţilor puternici, cât şi reducerii capacităţii de apărare a organismului.
 Debutul bolii este greu de sesizat şi cu atât mai dificil de explicat în mod corespunzător, fiind influențat în mare măsură de mijloace de investigaţie suficient de fine şi de eficace, utilizate pentru a localiza perturbarea la nivelul
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 structurii chimice. Pentru a depăși aceste neajunsuri, în practica clinică se utilizează frecvent efectuarea unor reacţii/teste revelatoare pentru depistarea infecţiilor sau infestaţiilor parazitare care nu se manifestă prin semne clinice (ex: testele de profil metabolic, tuberculinare, maleinare etc).
 De asemenea, prin determinarea periodică a unor componente ale profilului metabolic la animale susceptibile sau expuse la factori de risc, sunt evidenţiate în stadiul preclinic tulburări de metabolism, prevenindu-se astfel declașarea bolii .
 Datorită complexităţii fenomenelor biologice cu caracter dinamic, boala se desfăşoară în stadii, fiecare dintre acestea constituind punctul de plecare pentru alte fenomene şi procese noi, care pot asigura, în cele din urmă, normalizarea morfo-funcţională (vindecarea) sau dimpotrivă, nu mai pot menţine schimburile energetice necesare desfăşurării unui metabolism compatibil cu viaţa, rezultând moartea.
 Ω
 1. Limitarea capacităţii de adaptare a organismului animal bolnav la solicitările factorilor de mediu : Anemia indusă prin splenectomie.
 Scopul lucrării. Demonstrarea pe animalul viu a modului în care dereglările
 funcționale specifice stărilor de boală (perturbarea homeostaziei și a reactivității), reduc capacitatea de adaptare, de compensare și de efort a organismului bolnav.
 Materialele necesare: - Animale de experiență: 1 șobolan splenectomizat și 1 șobolan sănătos; - Baterie pentru determinarea numărului total de hematii, constând în:
 - hemocitometru Burker-Turk pentru numărarea hematiilor; - pipete Potain pentru diluția sângelui (1:200 sau 1:100); - soluție Hayem, utilizată pentru numărarea eritrocitelor. - microscop optic cu obiectiv de 10 si 40.
 Tehnica de lucru. Realizarea lucrării implică parcurgerea următoarelor etape:
 1) Splenectomia șobolanului, cu 7 zile înaintea prezentării acestuia în cadrul lucrărilor practice de laborator. Concomitent, se pregăteșe și un animal sănătos, care va fi utilizat ca martor pentru evaluarea comparativă a rezultatelor.
 2) Animalul bolnav și cel sănătos sunt evaluate clinic, din punctul de vedere al conformației și aspectului exterior (piele și mucoase), respectiv frecvența cardiacă și respiratorie, respectiv hematologic, prin determinarea valorii parametrilor celulari eritrocitare sanguini (Eritrocite, Hemoglobină, Hematocrit,).
 3) Se determina numărul total de eritrocite (E), după tehnica descrisă.
 Numărarea eritrocitelor se poate efectua din sânge capilar proaspăt sau din sânge venos recoltat pe un anticoagulant care să nu producă o diluţie semnificativă a sângelui (ex: EDTA, Heparină). Diluţia sângelui pentru numărarea eritrocitelor se realizează cu ajutorul unei pipete Potain la care ampula are un volum de 100 ori mai
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 mare decât porţiunea capilară. În porţiunea supraampulară se găseşte gradația 101, astfel încât un volum porţiunea capilară sa adaugă la 100 volume din ampula.
 Dacă în pipeta Potain se introduce sânge până la 0,5 şi se completează cu lichid de diluţie Hayem până la diviziunea 101, se obţine diluţia de 1/200.
 Numărarea eritrocitelor se face într-o cameră de numărat Burker-Turck (hemocitometru sau celulară hematimetrică). Pentru numărarea eritrocitelor se foloseşte pătratul mare (de ordinul I) din centrul reţelei, cu suprafaţa de 1 mm2 împărţit în 16 pătrate de 1/25 mm2 prin linii triple, fiecare din aceste pătrate la rândul lor fiind divizate în câte 16 pătrate mici de 1/400 mm2, prin linii simple.
 Fig.1 Camera de numărat Bürker-Türck
 Sângele se aspiră în pipeta Potain până exact la gradația 0,5. Această precizie trebuie respectată, întrucât orice eroare este multiplicată de 200 de ori prin diluţia ulterioară. Dacă sângele depăşeşte gradația 0,5, excesul se va îndepărta tamponând vârful pipetei cu o hârtie de filtru. Sângele aderent pe suprafaţa externă a pipetei se îndepărtează cu hârtie de filtru, apoi se aspiră lichidul Hayem până la gradația 101.
 Se fixează apoi pipeta cu capetele între police şi index, se agită uşor timp de aproximativ 3 minute, după care se îndepărtează 3-4 picături, apoi se pune o picătură de sânge diluat pe camera de numărare a elementelor figurate (aşezată în prealabil pe platina microscopului, la marginea lamelei ce acoperă hemocitometrul, astfel încât lichidul să pătrundă prin capilaritate rapid şi omogen pe întreaga suprafaţă a reţelei. Picătura de sânge diluat trebuie să fie suficient de mare pentru a acoperi toată platforma pe care se găseşte reţeaua, dar
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 nu prea mare încât să ajungă în şanţurile laterale sau să treacă peste lamelă. După sedimentare eritrocitelor (aproximativ 2-3 minute) se examinează camera Burcker-Turk la microscop , se localizează în câmpul microscopic pătratul de ordinul I (de 1/400 mm2) şi se face numărarea hematiilor.
 Dacă diluţia sângelui este 1/200, suma obţinută prin numărarea pe diagonală a 5 pătrate de ordinul II sau a 80 de pătrățele de ordinul III, se înmulţeşte cu 10.000, iar iar valoarea finală a eritrocitelor se exprimă în milioane/mm3 sau 1012/L.
 Testul de efort - După examenul clinic (conformație, aspectul exterior (piele, mucoase), frecvența cardiacă și respiratorie), animalele sunt supuse la efort fizic, constând într-o probă de înot într-un bazin cu apa la 25-30 ºC, timp de 2 minute.
 Se determină capacitatea generală de efort (gradul de instalare a oboselii) și epuizarea capacității de adaptare, după numărul de scufundări. După efectuarea testului de efort/înot se determină din nou frecvența respiratorie și cardiacă. Rezultatele obținute
 Examen clinic : Animalul martor fiind clinic sănătos, nu prezintă nici un semn de specific de boală, iar parametri funcționali cardiaci și respiratori se încadrează în limite normale, caracteristice speciei.
 La animalul bolnav (anemic), se constată aspectul general neîngrijit, starea de întreținere deteriorată, horipilație, tegumente murdare și reci, mucoase palide, apatie și lentoare psiho-motorie, somnolență, hiporeflectivitate.
 Frecvența respiratorie și cardiacă este semnificativ crescută (tahipnee și tahicardie) la animalul bolnav, iar revenirea la normal se realizează mai lent.
 Examen hematologic : La animalul sănătos numărul total de eritrocite se încadrează în limitele de oscilație considerate normale pentru această specie. În cazul animalului anemic, valoarea eritrocitelor circulante scade dramatic, dependent stadiul evolutiv în care se află anemia produsă prin splenectomizarea șobolanului.
 Proba de efort fizic : Capacitatea de efort a animalului bolnav (anemic) comparativ cu animalul sănătos este semnificativ diminuată, aspect exprimat prin apariția precoce a oboselii, incapacitatea sau capacitatea redusă de efort fizic (refuză să înoate), iar numărul de scufundări este semnificativ crescut. Consemnarea rezultatelor se va efectua într-un tabel după modelul de mai jos:
 Număr de Eritrocite
 (mil/mm3)
 Valori normale Valori după efort Număr de scufundări Frecvența
 cardiacă
 Frecvența respiratorie
 Frecvența cardiacă
 Frecvența respiratorie
 Martor
 Anemic
 Valori de referință
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 Interpretarea rezultatelor
 Modificările care afectează parametri clinici (cardiaci, respiratori) la animalul splenectomizat (bolnav) sunt rezultatul anemiei de care este afectat șobolanul, ca urmare a distrugerii intravasculare a eritrocitelor de către Haemobartonella muris. Anemia antrenează o încarcare defectuoasă a sângelui cu oxigen, rezultând astfel hipoxemia, care va determina, la rândul ei, o diminuare a capacității funcționale la nivelul principalelor țesuturi, sisteme și aparate ale organismului animal bolnav.
 Anemia (boala) determină o diminuare a capacității de efort, fapt care explică numărul crescut de scufundări la șobolanul anemic, tahipneea și tahicardia.
 Revenirea mai lentă la normal este consecința diminuării, la animalul bolnav, a capacității de adaptare la suprasolicitări, respectiv urmarea unei mobilizări defectuoase a mecanismelor de compensare.
 Anemia consecutivă splenectomiei la șobolan se datorează imunosupresiei severe. Splina are un rol imunitar important la animalul adult. Îndepărtarea splinei duce la o imunosupresie severă ce permite dezvoltarea unor microorganisme condiționat patogene, cum este Hemobartonella muris/Micoplasma haemomuris, care au acțiune hemolitică. Rezultatele obținute demonstrează faptul că în cursul unei boli, capacitatea de adaptare, compensare și de efort a organismului la solicitările factorilor de mediu este limitată și mult diminuată.
 Tabel
 Valori normale ale unor parametri clinici și de laborator în seria animală
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 2. Apoptoza sau moartea celulară programată genetic Moartea celulară se poate realiza prin Apoptoză sau prin Necroză, modalităţi
 diferite atât în ce priveşte mecanismele implicate cât şi urmările pentru ţesutul afectat.
 Necroza se produce atunci când membranele celulare sunt puternic lezionate, iar ca urmare a acestui fapt enzimele lizozomale pătrund în citoplasmă şi digeră conţinutul cellular, rezultând disoluția și moartea celulară patologică
 Apoptoza reprezintă moartea celulară programată genetic, și reprezintă un mecanism fiziologic extrem de complex, finalizat prin sinuciderea/moartea celulară.
 Apoptoza fiziologică are rolul de a elimina celulele care nu mai sunt folositoare (ex : neutrofilele în inflamaţia acută şi limfocitele după realizarea funcţiei immune).
 Apoptoza poate fi iniţiată și realizată prin două mecanisme distincte:
 Calea extrinsecă este iniţiată prin contactul unor structuri moleculare ligand cu receptorii apoptotici membranari ai celulei care urmează să intre în apoptoză.
 Receptorii apoptotici sunt prezenți în mod normal pe suprafața tuturor celulelor animale și sunt cunoscuți sub denumirea de Fas (CD95).
 Ca urmare a legării Fas de ligandul său FasL, se cuplează și o proteină citoplasmatică FADD( Fas Associated Death Domain). După atașarea acestora, FASS cuplează mai multe pro-caspaze inactive, care se clivează reciproc devenind active, iar caspazele 8 activează lanțul întreg al caspazelor.
 Fig.5. Etape implicate în Mecanismul intrinsec și extrinsec al Apoptozei.
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 Calea intrinsecă este rezultatul creșterii permeabilității membranei mitocondriale și eliberării unor molecule pro-apoptotice în citoplasmă fără implicarea receptorilor apoptotici. Când celulele sunt deprivate de semnalele necesare supraviețuirii sau sunt supuse unor factori nocivi, proteina Bcl-2 sau Bcl-x dispar din membrana mitocondrială și apar cele pro-apoptotice :BaK, BaX, Bim. Când nivelul Bcl-2 scade, permeabilitatea membranei mitocodriale crește și este eliberat citocromul C în citoplasmă, care se leagă de o proteină Apaf-1, complex care activează caspaza 9. Acesta activează caspazele executante : caspaza 3 și 6.
 Apoptoza este moartea celulară programată genetic, proces prin care celulele organismului răspund la un anumit stimul și se autodistrug. Acest proces este necesar pentru supraviețuirea organismelor pluricelulare. ca fenomen biologic are o importanță foarte mare. O desfășurare defectuoasă a apoptozei are semnificație în patogeneza multor boli. Dacă e excesivă poate cauza pierderi celulare, de exemplu boala Parkinson, în timp ce o apoptoză insuficientă poate implica o proliferare necontrolată, respectiv poate duce la neoplazie. 3. Caracteristici funcționale comparative Apoptoză Necroză Apoptoza este caracterizată prin disoluția nucleului, fără afectarea membranei celulare. Celula se diminuează, nucleul se fragmentează, conținutul celular se trasformă în corpi apoptotici. Inflamația nu însoțește apoptoza. Necroza celulară se produce atunci când membranele celulare sunt puternic lezionate. Ca urmare enzimele lizozomale pătrund în citoplasmă și digeră conținutul celular. Se produce dilatarea celulei, picnoza nucleară, membrana citoplasmatică este distrusă iar conținutul celular este digerat enzimatic. Necroza este însoțită de inflamație.
 Fig.6. Caracteristicele morfologice și funcționale ale apoptozei versus necrozei.
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 Test de verificare a cunoștințelor
 1. Boala se definește ca: a) incapacitatea organismului animal de a răspunde la stimuli externi; b) afectarea ireversibilă a constantelor fiziologice; c) limitarea capacității de adaptare la solicitări ambientale; d) rezultatul coabitării organismului cu factori patogeni; e) opusul stării de sănătate.
 a b c d e 2. Care sunt criteriile clinice după care se evaluează un animal bolnav? a) modificări comportamentale; b) aspectul general (conformație, constituție, piele, păr, mucoase); c) constantele semiologice.(frecvența respiratorie, frecvența cardiacă); d) valoarea parametrilor biochimici și hematologici; e) capacitatea de efort.
 a b c d e
 3. Anemia consecutivă splenectomiei la șobolan : a) este produsă datorită unui deficit în sinteza eritrocitelor, splină fiind organ
 hematopoietic b) determină scăderea frecvenței cardiace și respiratorii în timpul probei de efort; c) este indusă datorită pierderii unui numărului mare de eritrocite stocate în splină; d) mărește intervalul de timp necesar recuperării animalului, după testul de efort; e) este produsă datorită importanței splinei în sistemul imun al șobolanului, îndepărtarea
 acesteia ducând la o imunosupresie severă ce permite dezvoltarea unor microorganisme condiționat patogene cu acțiune hemolitică.
 a b c d e
 4. Apoptoza reprezintă un fenomen .....................de moarte celulară a) fiziologic; b) patologic; c) programat; d) neașteptat; e) fiziopatologic.
 a b c d e
 5. Apoptoza este inițiată prin două mecanisme distincte, acestea fiind reprezentate de : a) calea extrinsecă mediată prin receptori membranari și calea intrinsecă sau calea
 mitocondrială b) calea extrinsecă mediată de citokine pro-inflamatorii care duc la activarea receptorilor
 morții și calea intrinsecă sau calea mitocondrială c) calea extrinsecă mediată de caspazele 8 si 9 care declanșează caspazele 3 și 6; d) calea intrinsecă mediată de receptori membranari; e) calea intrinsecă mediată de leucocite și calea extrinsecă mediată de receptori apoptotici.
 a b c d e

Page 9
                        

Fiziopatologie Generală – 2. Celula și Mecanismele Disfuncțiilor Celulare
 43
 6. Diferențele dintre valorile constantelor fiziologice și numărul scufundărilor la șobolanul sănătos și cel bolnav este dată de : a) starea de boală asociată cu o hipoxie tisulară generalizată; b) efortul depus în timpul încercărilor de a se menține la suprafața apei; c) capacitatea scăzută de adaptare a șobolanului bolnav la temperatura apei de înot; d) durerea suferită de animalul bolnav consecutiv unei stări inflamatorii; e) starea de oboseală impusă de testul de efort;
 a b c d e
 7. Numărarea hematiilor se face cu ajutorul hemocitometrului prin numărarea acestora din : a) 5 pătrate de ordinul 2 de pe marginea dreaptă a camerei de numărat; b) 5 pătrate de ordinul 2 așezate în centrul obiectivului microscopului; c) 5 pătrate de ordinul 2 așezate în centrul camerei de numărat; d) 16 pătrate de ordinul 2 așezate în centrul camerei de numărat; e) 16 patrate de ordinul 2 de pe marginea dreaptă a camerei de numărat.
 a b c d e
 8. Examenul clinice de diferențiere dintre animalul sănătos și animalul bolnav efectuate în laborator vizează: a) numărul de hematii, anorexia, frecvența cardiacă și respiratorie; b) numărul defecărilor, frecvența cardiacă, temperatura corporală; c) culoarea mucoaselor, numărul defecărilor și numărul scufundărilor; d) frecvența cardiacă, respiratorie și numărul de scufundări; e) starea de întreținere, conformația.
 a b c d e
 9. Capacitatea de adaptare a unui organism la solicitarile factorilor de mediu: a) este dependentă de starea de sănatate a organismului; b) nu este influențată de starea de boală a organismului; c) este afectată de scăderea numărului de hematii din sânge; d) este afectată de scăderea cantității de hemoglobină din sânge; e) este scăzută la animalele sanătoase, comparativ cu animalele bolnave
 a b c d e
 10. Comparativ cu un animal (șobolan) sanătos, la un animal bolnav (șobolan splenectomizat):
 a) Frecvența respiratorie este mai scăzută în timpul probei de efort; b) frecvența cardiacă este mai ridicată în timpul probei de efort; c) rezistența la efort nu este afectată; d) frecvența respiratorie este mai ridicată datorită numărului scăzut de hematii; e) atât frecvența respiratorie, cât și frecvența cardiacă, cresc în timpul testului de efort,
 datorită încercării organismului de a compensa lipsa oxigenului de la nivel tisular.
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                                Baterii de baie - Kludi GmbH & Co. KG · Mantaua de elastomeri se comportă ca un sistem de etanșare în jurul componentelor care vin în contact cu apa. Orice picătură de apă
                            


                            

                                                    

                    

                                    
                        
                            
                                

                            
                        

                        
                            
                                Banca Transilvania S - de.marketscreener.com€¦Rezultatul pe actiune diluat 0.1010 0.0827 . Banca Transilvania S.A. Notele explicative la situatiile financiare individuale de la
                            


                            

                                                    

                    

                                    
                        
                            
                                

                            
                        

                        
                            
                                Produs: SPOR EXTERIOR FISA TEHNICA · - Pentru aplicare prin pulverizare, se dilueaza cu apa in proportie de 20 – 35% (primul strat mai diluat, al doilea mai putin diluat) - Timpul
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