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Con l'avvento di nuove tecnologie, la ricerca biologica in generale e lo studio della Fi-
siologia in particolare hanno compiuto negli ultimi 20 anni enormi progressi. Tutto cio,
tuttavia, non riesce da solo a giustificare i successi che la ricerca scientifica continua a
raggiungere. Per conseguire certi traguardi occorre infatti una politica scientifica globale
con obbiettivi specifici, sforzi comuni e supporti economici di portata eccezionale. Ne
sono testimoni due esempi di programmi internazionali di ricerca scientifica: il “Progetto
Genoma Umano” (The Human Genome Project), coordinato dal National Institutes of He-
alth (NIH), avviato nel 1990 e conclusosi nel 2003, ha visto uno stanziamento iniziale di
piu di 250 milioni di dollari mentre il decennio dedicato alla ricerca sul funzionamento del
cervello, tra il 1990 e il 2000, ha concentrato enormi risorse economiche.

Numerosi fattori hanno contribuito allo sviluppo di una particolare attenzione alla ri-
cerca scientifica: l'occasione di ingenti guadagni, I'idea di sconfiggere le malattie, il deside-
rio di studiare la biologia dell'uomo per soddisfare l'esigenza millenaria della ricerca
dellimmortalita. Tuttavia, la ragione prevalente del successo della ricerca biologica credia-
mo, e ci auguriamo, che vada cercata nella tendenza umana alla scoperta dell'ignoto, nella
sete di sapere, nell'idea di esplorare insita negli esseri umani al di 13 di derive sciagurate e
idee pericolosamente irrealizzabili. Sono la combinazione e la convergenza di eventi diver-
si che determinano il successo planetario di una particolare tendenza di sviluppo. Negli
anni che seguirono la fine della seconda guerra mondiale tutto spingeva ad una politica di
supremazia da parte delle due superpotenze Stati Uniti e Unione Sovietica. La sfida riguar-
dava il controllo del territorio, delle acque e dei cieli ma la vera “frontiera” era rappresen-
tata dalle conquiste spaziali, con un enorme sforzo economico da parte dei due principali
attori. Le imprese spaziali si rincorrevano con punte eccezionali, quali il primo uomo nello
spazio nel 1961 e la conquista della Luna nel 1969. Tuttavia, una combinazione di eventi a
cavallo del 1980, quali il crollo dell'Impero Sovietico, la crisi petrolifera ed economica e la
constatazione che la conquista dello spazio non dava i riscontri sperati in termini econo-
mici, indussero a un ridimensionamento di questo progetto strategico. Anche I'idea di una
commercializzazione di massa dei viaggi interplanetari e di uno sfruttamento di risorse
extraterrestri si ¢ andata via via spegnendo sotto i colpi implacabili dei costi proibitivi e
delle tecnologie richieste, oggi ancora probabilmente inadeguate. Venendo quindi a man-
care la frontiera dell'estremamente grande, cid che avrebbe potuto appagare la sete di co-
noscenza, la curiositd umana e 'innato egocentrismo dell'uomo, si ¢é rivelata essere quasi
naturalmente la ricerca nell'infinitamente piccolo. Le indagini sull'origine degli esseri vi-
venti, il tentativo di svelare i segreti delle “macchine” biologiche e, soprattutto, I'idea della
possibilita di generare e di controllare un processo vitale, hanno operato unattrazione e un
fascino intellettuale al quale pochi ricercatori hanno saputo resistere.

Noi crediamo che per uno studente che si avvicini al mondo della biologia e della ricer-
ca scientifica sia importante conoscere, oltre alla teoria e alla pratica sperimentale, anche
la storia dell'evoluzione del pensiero biologico e le conseguenti innovazioni tecnologiche
che ne hanno determinato un cosi grande successo. Vi sono moltissime pubblicazioni che
affrontano l'argomento e pensiamo che alcune di esse dovrebbero essere una lettura obbli-
gata per la formazione dei futuri scienziati. Inoltre, per comprendere a fondo la Fisiologia



degli organi, delle cellule e dei compartimenti sub-cellulari ¢ importante avere ben chiari
dei principi fondamentali che riguardano la biochimica, la biofisica e la biologia molecola-
re. Basandosi su questi principi si possono comprendere bene la totalita dei processi fisio-
logici che ad oggi conosciamo e anche le ipotesi elaborate per cercare di spiegare il funzio-
namento di meccanismi che invece ci sono ancora oscuri. La ricerca biologica ¢ un campo
d’indagine relativamente giovane in confronto alla fisica, alla chimica e alla medicina per
diverse ragioni: la pitt importante di tutte crediamo risieda nel fatto che anche negli espe-
rimenti pill elementari ci sia bisogno di una tecnologia adeguata. Al di 1a di alcune geniali
intuizioni che vedono nel monaco Gregor Mendel l'esempio piu clamoroso, la ricerca
dell'origine e del funzionamento degli organismi viventi ¢ andata di pari passo con le vi-
cende alterne dello sviluppo tecnologico. Vi ¢ poi una ragione altrettanto importante di
carattere quasi filosofico: la ricerca biologica ¢ una commistione di chimica, fisica e mate-
matica, e per questo motivo la nascita di scuole di biologia ha dovuto aspettare una matu-
razione del concetto di ricercatore in campo biologico. Il processo & stato lento fino agli
anni sessanta del XX secolo quando ha subito unaccelerazione la cui spinta dura tuttoggi.
Si sono cambiati i corsi di istruzione biologica a tutti i livelli. Nelle scuole dell’obbligo le
osservazioni scientifiche hanno lasciato il posto a corsi di biologia sperimentale o biologia
degli esseri viventi. Nei corsi universitari i curricula biologici si sono arricchiti di nuovi
percorsi sempre pitl approfonditi e hanno assunto sempre di pit una rilevanza socio-cul-
turale.

Come tutte le discipline, lo studio della Fisiologia ha avuto una sua epoca d’oro. Gli
anni tra il 1940 e il 1970 hanno visto un fiorire di scuole che prendevano in considerazione
i meccanismi che stavano alla base del funzionamento degli eventi biologici. Nomi come
Hodgkin, Huxley, Fen, Margaria, e tanti altri, dovrebbero essere noti agli studenti di oggi
per 'immenso contributo di idee e di esperienze che ci hanno lasciato. Essi non hanno
avuto solo la capacita di creare scuole di pensiero: crediamo che la loro genialita sia stata
quella di immaginare il meccanismo fisico che stava nascosto in mezzo a strati di membra-
ne, ammassi di proteine, intrecci di filamenti e fluidi di ogni genere che noi chiamiamo
materia vivente. Loro conoscevano il probabile funzionamento dell’elemento biologico
prima di affrontare qualsiasi tipo di studio su di esso. Lo studiavano dall’esterno, acquisi-
vano dati anatomici, biofisici, biochimici, dati sulle relazioni del fenomeno con il mondo
circostante, ipotizzavano un probabile meccanismo e solo alla fine procedevano aprendo,
sezionando e dividendo l'oggetto delle loro ricerche per trovare supporto alle loro ipotesi.
Siinventavano nuovi strumenti di indagine e se li costruivano. Lidea guidava la tecnologia.
Tutto nasceva da una approfondita discussione logica sul piti probabile dei meccanismi
che stava alla base del funzionamento di un certo fenomeno fisiologico. La logica era la
loro piti potente arma di indagine. La discussione con i propri collaboratori e allievi, il
riscontro alle proprie convinzioni ipotetiche e la possibilita di modificarle, acquisire nuovi
elementi e arrivare a conclusioni teoriche come preludio al lavoro in laboratorio, non solo
hanno dato risultati eccellenti, ma hanno fatto crescere generazioni di allievi, prima, e di
ricercatori, poi, che hanno permesso il grande sviluppo della ricerca nel campo della bio-
logia fino ai giorni nostri. Parliamo volutamente di allievi e non di studenti. Lo studente, a
nostro avviso, ¢ pill associato al giovane liceale che, tranne poche eccezioni, acquisisce
informazioni, le metabolizza e trattiene cio che gli risulta piu utile. Lallievo ¢ un soggetto
attivo, che non incamera solo. Lallievo discute, propone, entra in contraddizione con il
maestro ed ¢ in grado di modificarne molto spesso il pensiero finale e le conclusioni teori-
che che portano a scegliere una strada sperimentale piuttosto che un’altra. Un professore
universitario amava ripetere spesso: “Per fare una buona ricerca bisogna avere dei buoni
maestri ma soprattutto dei buoni allievi”. Non esiste 'uno senza laltro. Parecchi anni fa il
vecchio Mr. Honda, il fondatore dalla multinazionale giapponese omonima, dichiaro pub-



blicamente: “Io non capisco proprio i miei giovani ingegneri. Non capisco le loro idee e il
loro modo di ragionare. Di questo fatto ne sono particolarmente felice: se io capissi le loro
innovazioni vorrebbe dire che non c’¢ stato progresso” Questo ¢ un insegnamento che
ognuno dovrebbe tenere molto caro perché crediamo che sia la base per fare una buona
ricerca e il modo piu intelligente di avere un ruolo di mentore. Oggi i nostri laboratori
sono pieni di strumenti sofisticati e di macchine che sono usate molto al di sotto delle loro
potenzialita. Sempre pili spesso ci troviamo a rincorrere la tecnologia per adeguarvi le
nostre idee. Crediamo che questo tempo di prevalenza tecnologica, che pur ha avuto
un’importantissima funzione, vada ridimensionato. Oggi cio che manca sono le nuove idee
e la ragione risiede nel fatto che non esistono piu le “Scuole”, quelle aggregazioni che ap-
punto erano adibite a proporre pensieri originali. Vi sono problematiche che richiedono e
richiederanno sforzi mentali innovativi che devono necessariamente essere prodotti da
menti competenti e preparate, ma assolutamente senza pregiudizi. Un esempio ¢ il mecca-
nismo alla base del pensiero umano: ¢ proprio una bella sfida quella di utilizzare il nostro
cervello per studiare i principi del comportamento di cui il cervello ne é il responsabile.
Alcuni pensano che non ci riusciremo mai perché sarebbe come capire se stessi. E qui si
capisce 'importaza del pensiero filosofico. Ma questa & unaltra storia.

Questo libro ¢ stato un “parto” difficile. Difficile perché di buoni libri di Fisiologia ne
esistono parecchi. Difficile perché I'idea, maturata in diversi anni di docenza, ¢é stata quella
di un tentativo di scrivere qualche cosa di diverso. Difficile perché questo libro punta mol-
to sulla logica del pensiero. Abbiamo osservato per anni inorriditi orde di studenti, che
affrontavano lo studio della Fisiologia, assorbire centinaia di concetti a volte anche molto
complessi, riversarli pilt 0 meno educatamente davanti a commissioni esaminatrici, per
poi epurarli dalla loro mente appena superato I'esame.

Questo libro & un tentativo per ridurre questo scempio. Crediamo che per un corso di
Fisiologia di base non sia tanto importante la vastita del programma o il numero di sistemi
che sono elencati. Riteniamo che, con solide basi di matematica applicata, biofisica, citolo-
gia, biochimica, uno studente abbia tutto cio che gli occorre per “comprendere” il concetto
dei processi dinamici del mondo cellulare e sub-cellulare. Chi aftronta la Fisiologia deve
avere chiari concetti di biologia strutturale e di energia. Il DOVE, il COME e il PERCHE
sono essenziali. Ma la discriminante della Fisiologia nei confronti di altre discipline biolo-
giche e il suo elemento unificatore & sicuramente il QUANDO. Il concetto di “tempo” che
ben pochi studenti hanno, diventa essenziale per lo studio della dinamica dei processi
biologici, che necessita quasi sempre di una descrizione fisico-matematica dei fenomeni.
Se gli elementi che concorrono al fenomeno biologico sono chiari, risultera non solo facile
ma di grosso aiuto la descrizione matematica. Una fisica e una matematica utilizzabili dagli
studenti di Scienze Biologiche potrebbero rappresentare un altro grande obbiettivo che ci
si potrebbe proporre: non come scienze pure, ma come linguaggio.

Non si puo concludere un’introduzione di un libro oggi senza accennare al rapporto
con internet. La rete offre un supporto infinito alla conoscenza e quindi unopportunita che
va colta. Purtroppo in questi ultimi anni esiste una degenerazione informatica in cui gli
utenti scambiano un “magazzino” dove tutti possono riporre qualsiasi cosa, per un “forni-
tore di veritd”. Negli ultimi anni stiamo assistendo ad un preoccupante livellamento delle
conoscenze dove sembra che tutti siano diventati esperti in qualsiasi campo. Osservare il
mare da una moto d’acqua che sfreccia sulla superficie non ¢ esattamente la stessa cosa che
scendere con un batiscafo nella Fossa delle Marianne anche se si tratta alla fine dello stesso
mare. Tutti sanno utilizzare una moto d’acqua ma per scendere nella Fossa delle Marianne
ci vogliono coraggio, conoscenze, competenze, esperienza e anche una buona dose di co-
raggio. La rete, con un'enorme mole di dati totalmente incontrollati di libero accesso a
tutti, ha si informazioni preziosissime ma contiene una “valanga di stupidaggini” a volte



innocue ma molto pil spesso dannose. Fonti pil autorevoli di noi (e quindi controllate)
affermano che le false informazioni presenti nel web sono di gran lunga maggiori delle
notizie controllate da personale esperto. Lenorme successo del “fai da te” offerto dal web
risiede nella estrema facilita di utilizzo, nell'immediatezza della risposta, nella mancanza
di un contraddittorio e, non meno importante, nella possibilita di trovare sempre una ri-
sposta che pili ci piace. Questo accenno di discussione sulla validita dell'istruzione via web,
sull’attualita dei libri stampati fino al ruolo dei professori nelle lezioni frontali ¢ affrontato
in modo esemplare dal libro “La conoscenza e i suoi nemici” di Tom Nichols (Ed. Luiss).
Riteniamo che oggi questa sia una lettura essenziale per docenti e studenti. Il tentativo &
quello di interrompere un declino dell'istruzione superiore che oggi pitt che mai ¢ in atto.
Limpresa ¢ ardua ma speriamo che il nostro sforzo sia capito per quello che ¢ e non per
quello che gli manca.

Un ringraziamento particolare va agli allievi del corso di General Physiology del Corso
di Laurea in Biologia, dell'Universita degli Studi di Milano dagli anni 2007 in poi, che sono
stati utilizzati come cavie a loro insaputa e su cui ¢ stata sperimentata la logica con cui
questo libro & stato concepito. Speriamo abbiano ricevuto durante le lezioni una contro-
partita sufficiente.

M. Mazzanti e E. Mancinelli

I docenti che utilizzano il testo a scopo didattico possono scaricare dal sito www.edises.it,
previa registrazione all’area docenti, le immagini del libro in formato PowerPoint.
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5.14 Le correnti del potenziale d‘azione

Gli organismi biologici nella loro evoluzione hanno sviluppato, in parallelo a un
aumento delle dimensioni e della complessita, una rete molto raffinata di comunicazio-
ne sia nell’ambito della stessa cellula che tra cellule diverse e, in quest'ultimo caso, non
solo tra cellule limitrofe ma anche e soprattutto tra distretti molto lontani tra loro. La
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costruzione di un sistema di scambio di informazioni ¢ stata una scelta obbligata per
potere operare un controllo puntuale sulle varie parti di cui 'organismo ¢ composto. Vi
sono informazioni sull’ambiente circostante e stimoli di vario genere che vengono ac-
quisiti e per i quali viene elaborata una risposta che si trasforma in un’azione dell’orga-
nismo verso l’esterno. Le modalita con cui avviene la comunicazione tra le varie parti,
o tra ’'interno e l'esterno, dell’organismo biologico si sono evolute con le sue dimensio-
ni e con la specializzazione dei suoi differenti distretti. In generale il trasferimento
dell’informazione all’interno delle cellule e tra le diverse cellule avviene essenzialmen-
te con modalita di tipo chimico, di tipo elettrico o con entrambe, opportunamente
combinate tra loro. Tuttavia le trasmissioni chimica ed elettrica non sono intercambia-
bili, avendo delle caratteristiche peculiari nelle diverse espressioni in cui la comunica-
zione avviene nell’ambito biologico. Se, ad esempio, ¢ essenziale la velocita di trasferi-
mento dell’informazione, € fuori dubbio che la modalita elettrica sia la piu adatta, ope-
rando con dei tempi che sono dell’ordine dei millesimi di secondo. Se viceversa sono
essenziali la precisione e la selettivita del messaggio ¢ chiaro che le potenzialita delle
modalita di tipo chimico sono illimitate. Queste considerazioni iniziali verranno ap-
profondite ogni qualvolta la trattazione lo richiedera.

Nel sistema di comunicazione tra cellule generalmente il segnale primario, alla base
del trasferimento delle informazioni sia in entrata che in uscita dall’'organismo biologico
e caratterizzato principalmente dal generarsi in pochi millesimi di secondo, ¢ I’evento
definito potenziale d’azione, un fenomeno di tipo elettrochimico con coinvolgimento di
cariche portate da ioni, che essenzialmente interessa le membrane cellulari.

Il potenziale d’azione ¢ un fenomeno passivo, in quanto la sua generazione non richiede
la produzione contemporanea di energia, ma sfrutta 'energia potenziale che serve per
mantenere la differenza di potenziale a cavallo delle membrane delle cellule eccitabili (para-
grafo 3.5), che usualmente ha valori compresi tra i —60 e i =90 mV (capitolo 3), potenziale
prossimo al potenziale di equilibrio dello ione potassio (scheda 3.2). La differenza di po-
tenziale € mantenuta per la presenza nella membrana plasmatica di vincoli al movimento di
cariche, che vengono momentaneamente rimossi in presenza di uno stimolo adeguato e
consentono al sistema biologico di portarsi spontaneamente e rapidamente verso condizio-
ni stabili di equilibrio. Leffetto generalmente consiste in una depolarizzazione della mem-
brana della durata di 0,5-1,0 millisecondi dal potenziale di riposo fino a un valore positivo
attorno a +30 mV, prossimo al potenziale d’equilibrio dello ione sodio (scheda 3.2); la de-
polarizzazione, a sua volta, attiva con un ritardo opportuno i meccanismi che alla fine
dell’onda di eccitazione riporteranno il potenziale di membrana al valore iniziale. Il risulta-
to di questo processo ¢ la generazione di un segnale di tipo transitorio, ampio circa 100 mV
e di durata che varia, a seconda del tipo di cellula considerato, da pochi millisecondi ad al-
cune decine di millisecondi.

E opportuno sottolineare quattro caratteristiche peculiari del potenziale d’azione: la
transitorieta lo rende un sistema di comunicazione che non produce cambiamenti per-
manenti nella fisiologia della cellula che lo genera, in quanto i flussi ionici sono di breve
durata, come detto da pochi ad alcune decine di millisecondi; il consumo di energia &
praticamente prossimo a zero, in quanto sfrutta solo in piccolissima parte l'energia po-
tenziale accumulata sotto forma di potenziale elettrochimico, al punto che un nervo
sciatico dissezionato e posto in una vaschetta sperimentale priva di nutrienti ¢ in grado
di produrre potenziali d’azione per numerose ore senza apparenti segni di affaticamento;
I'ampiezza del segnale, come detto di circa 100 mV, ¢ talmente grande, rispetto alle di-
mensioni cellulari, da essere perfettamente riconoscibile dai sistemi biologici; infine puo
definirsi un segnale di tipo digitale, che pertanto puo assumere solo due valori, in quan-
to ¢ un evento del tipo tutto o nulla che necessita di un’energia di attivazione, ma che
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Figura 5.1 Registrazio-
ne di un potenziale d'azio-
ne in assone gigante di
calamaro. Modificato da
Hodgkin e Huxley, 1945.
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una volta innescato si sviluppa completamente, ogni volta che si verifica, sempre uguale
a se stesso, sia dal punto di vista dell’ampiezza che dell’andamento temporale, e senza
possibilita di essere modificato. La proprieta di segnale digitale fa si che il potenziale
d’azione sia immediatamente e necessariamente riconosciuto dalla cellula bersaglio del
messaggio.

Quanto appena descritto rappresenta una generica onda di eccitazione delle cellule
nervose (figura 5.1): si vedra che la sua durata puo variare, a seconda del tipo di cellula
nervosa, da uno a poche decine di millisecondi mentre I'ampiezza ¢ rigorosamente com-
presa tra il potenziale di equilibrio del potassio e quello del sodio e quindi immutabile per
ogni tipo cellulare.

11 singolo potenziale d’azione, proprio per la sua natura digitale che consiste, come
detto, nel poter assumere esclusivamente il valore 0, prossimo al potenziale d’equilibrio
del potassio, o il valore 1, prossimo al potenziale d’equilibrio del sodio, non riveste di per
sé un significato funzionale: non ¢ raro infatti che le cellule nervose abbiano un’attivita
spontanea irregolare in cui vengono prodotti casualmente singoli potenziali d’azione che
non costituiscono di fatto un messaggio per altre cellule. Un segnale di tipo digitale, inol-
tre, non puo essere modulato in ampiezza, ma il segnale per la comunicazione tra le di-
verse cellule puo solo essere modulato in frequenza con la generazione di treni di poten-
ziali d’azione o firing neuronali (paragrafo 6.4), formati da un numero anche molto ele-
vato di singoli eventi che vengono generati a intervalli di tempo regolari e in modo che le
diverse frequenze possano codificare per le diverse funzioni.

Per completezza sul fenomeno della comunicazione tra cellule € necessario precisare
che il fenomeno dell’eccitabilita non riguarda solo le cellule nervose, ma anche le cellule
muscolari, gli oociti e alcune cellule ghiandolari, tutte in grado di sviluppare fenomeni di
eccitabilita. In questi casi la generazione del potenziale d’azione ¢ strettamente legata a
una specifica funzione, come nel caso del potenziale d’azione cardiaco. In questo specifico
esempio modificando le caratteristiche cinetiche del singolo potenziale d’azione ¢ possi-
bile modificare la funzionalita dell’organo adattandola alle esigenze dell’organismo.

Per studiare i principi dell’eccitabilita cellulare si prendera in considerazione un mo-
dello di cellula che, per le sue caratteristiche, sia il piti possibile simile a una cellula del
sistema nervoso di mammifero. Il neurone € il tipo preponderante tra le cellule implicate
nell’eccitabilita cellulare. Il suo funzionamento consente di generalizzare, ma contempo-
raneamente di approfondire, gli aspetti specifici di eccitabilita in diversi tessuti e cellule
specializzate. Ad esempio un fenomeno elettrico pud durare pochi millisecondi, come il
singolo evento eccitatorio in un neurone, o anche 30-40 minuti, come durante la feconda-
zione dell’oocita.
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5.1 Le cellule eccitabili

Il modello di cellula eccitabile che verra preso in considerazione dovra avere alcune
precise caratteristiche tra quelle descritte nei capitoli precedenti:

1. la forma della cellula é sferica per consentire in ogni istante di mantenere una di-
stribuzione omogenea tanto del potenziale di membrana quanto delle sue variazio-
ni. Cio non ¢ sempre vero dato che in un organismo ci sono cellule eccitabili con di-
verse forme che hanno sicuramente transitorie differenze di potenziale tra un punto e
Ialtro del citoplasma;

2. la composizione lipidica della membrana ¢ omogenea. Anche in questo caso vi sono
molte eccezioni: una membrana ricca in colesterolo, per esempio, influenza anche il
funzionamento dei canali ionici in quanto rende meno fluida la membrana stessa in
cui i canali sono inseriti;

3. gli ioni rispondono alle leggi della diffusione libera nel passaggio da un ambiente
all’altro attraverso le membrane plasmatiche con meccanismi di diffusione passi-
va. In realta in quasi tutti i tessuti la vicinanza delle cellule impedisce il rimescola-
mento negli spazi interstiziali, che possono quindi dare luogo ad accumulo di ioni.
Inoltre, all’interno della cellula gli organelli citoplasmatici, come i mitocondri e in
particolare il reticolo endoplasmico, sono spesso collocati a ridosso della membrana
plasmatica creando, con la membrana stessa, dei microambienti dove il movimento di
ioni e molecole potrebbe non seguire le leggi della diffusione libera che si verifica in-
vece in soluzioni sufficientemente diluite. Inoltre, le permeabilita ioniche passive non
presentano sempre lo stesso coefliciente di diffusione che si puo calcolare in una solu-
zione in quanto I'ambiente ristretto del poro e la struttura stessa della proteina, che
forma le pareti del canale, possono essere tortuose e disseminate di cariche elettriche
che interagiscono con il passaggio degli ioni stessi;

4. la cellula deve avere in membrana almeno due tipi di canali per il potassio, almeno
un tipo di canale per il sodio, un tipo di ATPasi Na*/K* dipendente, un sistema di
trasporto per il glucosio e avere energia potenziale sotto forma di potenziale di
membrana.

II modello preso in considerazione sara quindi quello di una cellula eccitabile, vale a
dire una cellula che riesca a generare e che sia in grado di condurre attraverso la membrana
correnti di potassio e di sodio funzionalmente efficaci, utilizzando canali opportunamente
selezionati nel corso dell’evoluzione con proprieta biofisiche peculiari. Lefficacia consiste
nella possibilita di produrre una risposta di gran lunga superiore, dal punto di vista energe-
tico, rispetto allo stimolo ricevuto, con la produzione di un’onda transitoria depolarizzante
della durata di pochi millisecondi che prende il nome di potenziale d’azione, evento basila-
re in tutti i fenomeni di eccitabilita cellulare.

5.2 |l potenziale d'azione

Con potenziale d’azione si definisce il fenomeno di modifica transitoria del potenziale
di membrana in senso depolarizzante, della durata che varia da alcune centinaia di mi-
crosecondi a qualche millisecondo a seconda del tipo di cellula e durante il quale la diffe-
renza di potenziale a cavallo della membrana subisce un’inversione di polarita momenta-
nea, arrivando a +40 mV/+50 mV, per poi recuperare le condizioni iniziali e tornare, nel
giro di alcuni millisecondi o alcune decine di millisecondi, ai valori di riposo (figura 5.1).
La somma delle correnti entranti e uscenti, che generano queste variazioni del potenziale
di membrana e che modificano il meno possibile le concentrazioni degli ioni che costitu-
iscono le correnti implicate nel processo, risulta uguale a zero. Inoltre I'energia necessaria
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per compiere questo lavoro ¢ data dall’energia potenziale accumulata come potenziale di
riposo. Il sistema delle ATPasi Na*/K* dipendenti, che fanno un lavoro lento e costante
per mantenere nelle cellule eccitabili un elevato livello di energia potenziale, non intervie-
ne direttamente nella generazione del potenziale d’azione.

Il potenziale d’azione viene usualmente originato da una cellula eccitabile se uno sti-
molo di natura meccanica, chimica, elettrica, luminosa o termica ¢ uno stimolo adeguato,
vale a dire uno stimolo che riesce a dare un apporto di energia tale per cui il potenziale di
membrana supera un valore soglia. Lo stimolo adeguato non € necessario nei fenomeni
dove il potenziale d’azione viene prodotto spontaneamente con un andamento ritmico. Il
pacemaker cardiaco e la peristalsi intestinale, ad esempio, hanno meccanismi automatici
che, sfruttando specifiche conduttanze ioniche di membrana, riescono a generare poten-
ziali d’azione spontanei ma rigidamente regolati in frequenza (schede 6.2 ¢ 7.3).

In realta il potenziale di riposo in una generica cellula nervosa non ¢ stabile nel tempo
(figura 5.2), ma ¢ pil corretto definirlo dinamicamente stabile sia per I'azione di mec-
canismi intrinseci della cellula, come transitorie variazioni di permeabilita di membrana,
che per l'intervento di fattori esterni, come una transitoria variazione di temperatura, che
puo modificare le cinetiche delle proteine di membrana e degli ioni, o come una transito-
ria variazione delle concentrazioni ioniche, che puo modificare gli equilibri degli ioni e
tra gli ioni. La risposta della cellula consiste nell’attivazione automatica di permeabilita
che tendono a riportare il valore di potenziale verso quello di riposo per mezzo di corren-
ti positive o negative per compensare iperpolarizzazioni o depolarizzazioni spontanee.
Per convenzione propria dei sistemi biologici sono definite negative le correnti dovute a
cariche positive che entrano nella cellula o a cariche negative che escono dalla cellula at-
traverso i pori di membrana e che provocano una depolarizzazione, sono invece definite
positive le correnti generate da cariche positive che escono dalla cellula o generate da
cariche negative che entrano in cellula e iperpolarizzano la membrana. Sara pertanto da
considerarsi potenziale di riposo il potenziale di membrana medio misurato in un certo
intervallo di tempo durante il quale il numero di cariche che generano una corrente ne-
gativa dovra essere uguale al numero di cariche che generano una corrente positiva. Per-
tanto, se I & la corrente media di membrana, I, e I, sono rispettivamente la corrente en-
trante e la corrente uscente generate dai flussi ionici attivi e passivi presenti sulla mem-
brana plasmatica all’equilibrio, vale la relazione:

[ =L+1 =0 (5.1)
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Figura 5.3 La cellula di-
spone di strutture di mem-
brana, spesso costituite da
canali per il potassio vol-
taggio dipendenti, in gra-
do di compensare le oscil-
lazioni di potenziale. La li-
nea tratteggiata indica il
potenziale di equilibrio.

Il modello di cellula sferica eccitabile preso in considerazione € un sistema molto sem-
plice dal punto di vista dinamico, costituito da una componente attiva con consumo di
ATP che crea e ripristina nel tempo il gradiente elettrochimico sfruttato da componenti
passive costituite prevalentemente dalle conduttanze per il sodio e per il potassio. A po-
tenziali negativi come il potenziale di riposo, per il sodio si ha una permeabilita prossima
a zero e non si misura una significativa corrente mentre per il potassio si ha una permea-
bilita alta, ma anche la corrente di potassio & prossima a zero in quanto il potenziale di
membrana ¢ prossimo al potenziale di equilibrio per questo ione (scheda 3.2). Se pero il
potenziale, a causa di correnti spontanee di membrana, si allontana dal potenziale di
equilibrio dello ione potassio e diventa piu positivo (V,, di figura 5.3) si genera una cor-
rente uscente iperpolarizzante di potassio, mentre se il potenziale diventa piti negativo
(V,, difigura 5.3) la corrente di potassio ¢ entrante depolarizzante: in entrambi i casi la
corrente ¢ tanto maggiore quanto pitt grande ¢ lo spostamento del potenziale da quello di
equilibrio e riporta nel giro di pochi microsecondi il potenziale di membrana verso que-
sto valore (V_,eV_, difigura 5.3).

In presenza della sola corrente di potassio, che per le sue caratteristiche riesce a com-
pensare in modo sufficientemente veloce le variazioni del potenziale di membrana, la cel-
lula non ¢ in grado di generare un potenziale d’azione. Per quanto grande sia lo stimolo, la
corrente di potassio sara sempre prevalente. E quindi necessaria I'attivazione di una cor-
rente depolarizzante, che nel modello di cellula proposto sara necessariamente di sodio,
con caratteristiche tali per cui al potenziale di —-80 mV non ¢ apprezzabile, ma che si attiva
in modo massimale quando lo stimolo depolarizza la membrana fino a -55/-60 mV. A
questo potenziale se le correnti di membrana seguono la legge di Ohm (paragrafo 3.5.2), se
cioe variano linearmente con la variazione di potenziale, saranno formate, nell’istante del-
la variazione del potenziale di membrana, da una corrente depolarizzante entrante di so-
dio e da una corrente iperpolarizzante uscente di potassio (figura 5.4), con il risultato di
annullarsi a vicenda e quindi di non provocare ulteriori variazioni nel potenziale di mem-
brana. Anche se la corrente depolarizzante di sodio fosse maggiore di quella di potassio, si
avrebbe un adeguamento automatico di quest’ultima e I'instaurarsi di un nuovo equilibrio
del potenziale di membrana a un valore medio tra il potenziale di equilibrio per il sodio e
quello per il potassio.

Affinché la cellula possa generare un potenziale d’azione, come quello di figura 5.1, ¢
necessario che le correnti di membrana non seguano la legge di Ohm e che abbiano carat-
teristiche specifiche che dovranno tenere conto dei parametri voltaggio e tempo che cam-
biano a ogni istante.
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Nei paragrafi seguenti si prenderanno in considerazione prima la dipendenza dal vol-
taggio e successivamente la dipendenza dal tempo delle correnti di membrana. Verra
costruito, pertanto, un modello di cellula in grado di produrre un potenziale d’azione in
seguito a uno stimolo adeguato, tenendo conto di queste due caratteristiche essenziali del-
le correnti di membrana, per produrre il fenomeno dell’eccitabilita.

Alla fine il modello dimostrera che in una generica cellula eccitabile:

1. lo stimolo riesce a incrementare la corrente depolarizzante di sodio, tanto da fare allon-
tanare il potenziale di membrana dal potenziale di equilibrio del potassio e da farlo
avvicinare al potenziale di equilibrio del sodio;

2. la corrente di potassio non contrasta con la depolarizzazione operata dalla corrente di
sodio e il potenziale di membrana puo successivamente ritornare al valore di partenza
per mezzo di una corrente di potassio con caratteristiche necessariamente diverse da
quella che controlla il potenziale di riposo;

3. le correnti di membrana si attivano in presenza di una depolarizzazione della membra-
na (voltaggio dipendenza);

4. le stesse correnti possiedono una cinetica (tempo dipendenza) in modo da potere atti-
vare le correnti entranti depolarizzanti e uscenti iperpolarizzanti allo stesso istante ma
con effetti quantitativamente diversi.

Si vedra, nei paragrafi successivi, che il comportamento delle correnti di membrana
direttamente registrate da una cellula eccitabile potranno essere confrontate con successo
con quelle ipotizzate nel modello proposto.

5.3 Le correnti ioniche di membrana sono voltaggio
dipendenti

In un grafico corrente/voltaggio le correnti descritte dalla legge di Ohm (equazione 3.5)
per il potassio e per il sodio sono lineari (figura 5.5) e la pendenza delle rette ¢ la condut-
tanza o il reciproco della resistenza, costante a ogni valore di voltaggio. Nel caso della figu-
ra 5.5 la conduttanza per il potassio ¢ maggiore di quella per il sodio. Un sistema del ge-
nere, se viene lasciato libero, stabilizzera il potenziale di membrana a un valore intermedio
tra il potenziale di equilibrio del potassio (E,) e il potenziale di equilibrio del sodio (E,) a
circa -20 mV.
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Figura 5.5 Andamento
lineare delle correnti di
sodio (l,) e delle correnti
di potassio (l,), espresse m
in unitd arbitrarie (u.a.),
descritte dalle equazioni
5.2e5.3.

Per descrivere le correnti di sodio e potassio nel modello di cellula in esame non é va-
lida la legge di Ohm in quanto bisogna anche tenere conto del potenziale di equilibrio
degli ioni presi in considerazione. Quindi bisogna usare la legge di Ohm generalizzata,
derivata dalla legge di Ohm (equazione 3.6), applicata al sodio

INa = gNa : (Vm _ENa) (52)
e al potassio

Le=gc (V,—Ey) (5.3)

in cui V, ¢ il potenziale di membrana e I, Ey,, gy, € I Ei, 8¢ sono corrente, potenziale di
equilibrio e conduttanza rispettivamente per il sodio e per il potassio. Nel modello di cel-
lula in esame E, € uguale a +50 mV e E € uguale a -90 mV (scheda 3.2). Perché il po-
tenziale di membrana si stabilizzi a un potenziale prossimo al potenziale di equilibrio del
potassio occorre che la corrente di sodio non abbia la possibilita di essere attiva a questi
potenziali. Questo fenomeno, mostrato in figura 5.6 nel caso della corrente di sodio, in-
troduce una caratteristica che appartiene a tutte le correnti ioniche presenti nelle cellule
eccitabili: la voltaggio dipendenza. Per mantenere il potenziale di membrana a un valore
negativo, la corrente prevalente deve essere quella iperpolarizzante dello ione potassio. A

Figura 5.6 Andamen-
to lineare delle correnti
di sodio (I, e potassio
(1), espresse in unita ar-
bitrarie (u.a.), descritte
dalle equazioni 5.2 e 5.3.
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potenziali compresi tra il potenziale di equilibrio del potassio e =55 mV, la corrente di so-
dio ¢ praticamente assente, se non per una minima quantita. In questo modo il potenziale
di membrana si stabilizza a un valore poco pil positivo di E,.

Se al sistema descritto da figura 5.6 si applica uno stimolo depolarizzante, da -70 mV
a-55mV, il risultato sara di attivare istantaneamente la corrente di sodio. In queste con-
dizioni la corrente entrante di sodio trova una corrente di potassio iperpolarizzante gia
funzionante. Anche in questo caso il potenziale della membrana si stabilizzera a un va-
lore intermedio tra il potenziale di equilibrio del potassio e il potenziale di equilibrio del
sodio, a circa -20 mV.

Figura 5.7 La corrente Ey
di potassio & attiva per Eq T2
qualunque valore di po- I (u.2)
tenziale di membrana, ma
al di sopra di un certo va- -
lore di potenziale & co- | | |
stante e piccola. -1 0(/ -50 0 50 100

Affinché si abbia la possibilita di una depolarizzazione della membrana fino a poten-
ziali positivi, occorre che anche la corrente di potassio, decisiva nel mantenimento del
potenziale negativo, sia voltaggio dipendente. In pratica, come mostrato dalla figura
5.7, questa particolare corrente ¢ attiva nell'intorno di E,, ma superato un certo poten-
ziale durante la depolarizzazione indotta dallo stimolo adeguato, si riduce a un flusso
minimo. Questa configurazione di correnti di membrana consente una depolarizzazione
fino a valori positivi, promossa dall’entrata di ioni sodio, che sposta il potenziale di
membrana verso il valore di E,. In questo caso avviene la stabilizzazione del potenziale
di membrana governato dal potenziale di equilibrio del sodio e quindi a potenziali posi-
tivi. Per riportare il potenziale di membrana alla condizione di riposo occorre che si atti-
vi un meccanismo per la ripolarizzazione della membrana. Essenzialmente occorre sfrut-
tare ancora una corrente di potassio che dovra essere necessariamente diversa da quella
descritta precedentemente, ma comunque anch’essa voltaggio dipendente. La sua funzione
deve essere di contrasto alla corrente di sodio e quindi la sua attivazione deve avvenire du-
rante la depolarizzazione quando il potenziale & maggiore di -55 mV. Il suo compito ¢
quello di ripolarizzare la cellula dopo che si € raggiunto, per effetto della corrente di sodio,
un potenziale positivo (figura 5.8). Nonostante I'intervento e la modulazione delle cor-
renti che abbiamo ipotizzato nel modello di cellula eccitabile, la sola caratteristica della
voltaggio dipendenza ¢ necessaria, ma non sufficiente per determinare il potenziale d’a-
zione della cellula nervosa. La seconda corrente di potassio, aggiunta al sistema in segui-
to allo stimolo adeguato, non riesce a concludere il ciclo di depolarizzazione/ripolariz-
zazione e a ristabilire il potenziale negativo dopo la transitoria modificazione del poten-
ziale di membrana. Infatti, per effetto della sola voltaggio dipendenza delle correnti, ri-
portata in figura 5.8, dopo una prima depolarizzazione, il potenziale di membrana si
stabilizzerebbe a un valore intermedio tra E, ed E,, in quanto a valori di potenziale piu
positivi di -55 mV si avra una depolarizzazione dovuta alla maggiore conduttanza dello
ione sodio. Tuttavia, la corrente di sodio diminuisce mano a mano che il potenziale di
membrana si avvicina a E, e a sua volta fa diminuire la forza trainante per gli ioni sodio.
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Figura 5.8 E necessaria
una corrente di potassio
voltaggio dipendente I,
che riporti il potenziale
verso valori negativi.

Parallelamente, la corrente di potassio aumenta mano a mano che il potenziale di mem-
brana si allontana da E,, e aumenta la forza trainante che spinge gli ioni potassio a usci-
re dalla cellula. Ancora una volta alla fine del processo il potenziale di membrana si
stabilizzera ad un valore intermedio tra E, e E, a circa -20 mV.

In conclusione, possiamo dire che la voltaggio dipendenza delle correnti di membrana
¢ una condizione necessaria ma non sufficiente a garantire la corretta generazione del po-
tenziale d’'azione nelle cellule eccitabili. Per un corretto svolgimento dellonda eccitatoria
del potenziale di membrana occorre che le stesse correnti, oltre che voltaggio dipendenti,
siano anche tempo dipendenti.

5.4 Le correnti ioniche di membrana sono tempo
dipendenti

Lo stimolo adeguato depolarizzante attiva le correnti capacitive (I, equazione S2.2)
che, accumulando cariche sulle armature del condensatore di membrana con un anda-
mento temporale dipendente dalle caratteristiche biofisiche della membrana stessa, opera-
no una prima depolarizzazione fino a -55 mV (tra 0,5 e 0,8 ms di figura 5.9). La depola-
rizzazione capacitiva aumenta le correnti sia di sodio che di potassio. Se I'incremento
risultasse sincrono, cioe le correnti fossero solo voltaggio dipendenti, il potenziale di mem-
brana si comporterebbe come descritto nel paragrafo 5.3. Cio che rende possibile una va-
riazione di potenziale verso valori positivi ¢ la differenza tra le cinetiche delle correnti di
membrana, definita come tempo dipendenza delle conduttanze ioniche. Nella descrizione
delle correnti di membrana utilizzando la legge di Ohm (equazioni 5.2 e 5.3) non si tiene
conto del tempo. Le correnti fluiscono entrambe immediatamente in seguito a uno stimo-
lo, ma solo con l'intervento di correnti sia voltaggio che tempo dipendenti si ha la possibi-
lita di avere un’onda di eccitazione efficace.

La corrente di sodio si attiva a un potenziale di —-55 mV con una cinetica veloce. La cor-
rente di potassio si attiva anchessa allo stesso potenziale, ma la sua cinetica &€ molto piu lenta
(figura 5.9). In questo modo il potenziale di membrana raggiunge molto velocemente valo-
ri positivi. La corrente del sodio aumenta con un meccanismo di feedback positivo, general-
mente chiamato ciclo di Hodgkin (figura 5.10), secondo il quale la stessa corrente di sodio,
depolarizzando la membrana, fa aumentare in modo esponenziale la permeabilita stessa.

Se la tempo dipendenza fosse solo una caratteristica dell’attivazione delle correnti di
membrana, dopo un primo picco del potenziale fino a valori positivi, il potenziale di mem-
brana si stabilizzerebbe a un valore intermedio tra E; e E . Per consentire alla corrente di
potassio di ristabilire il potenziale negativo della membrana, la corrente di sodio deve
esaurirsi. Dato che la depolarizzazione attiva la corrente di sodio, non pud contemporanea-
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