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Tessuto muscolare

di Xavier Aubert, Jean Marie Gillis e Georges Maréchal
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1. Introduzione.

-1 esseri viventi presentano forme molto diverse di movi-
—e=nto: anche negli esseri unicellulari esistono correnti pro-
soplasmatiche, spostamenti di cromosomi durante la mi-
movimenti ameboidi, movimenti ritmici di ciglia o di
li. Negli esseri pluricellulari compaiono alcune cel-

zllungate, specializzate nel movimento: le fibre mu-
scolari.

Di tutti questi meccanismi motori, il meglio conosciuto
uello rappresentato dalle fibre muscolari striate dei mu-
i scheletrici dei Vertebrati; tali fibre non costituiscono
ltronde un’eccezione, in quanto si trovanoin tutti gli ani-

mali a partire dai Celenterati; negli Artropodi e nei Cordati

muscoli somatici e quello cardiaco sono quasi sempre
sriati. D’altra parte, quando la motilita & stata studiata in
maggior dettaglio, si & scoperto che in quasi tutti i casi essa

W =

1 risultato dell’interazione di due tipi di proteine fibrose
teristiche. reattive in presenza di alcuni composti fo-
lati. con legami fosforici ad alto contenuto di energia,

1ni ioni di metalli alcalino-terrosi. La grande varieta
: movimento non dipende dunque tanto dal
propriamente detto, quanto piuttosto da
ssori che assicurano il controllo e la mo-

muscoli dello scheletro la forza si esplica per mezzo di leve
ossee; nel cuore e nei visceri crea una pressione idrostatica;
il flagello degli spermatozoi agisce invece come un’elica.
Per quanto riguarda il controllo, esso varia da un’influenza
umorale diffusa fino alla stretta dipendenza dal sistema
nervoso centrale che & caratteristico dei muscoli del nostro
scheletro.

2. Biologia molecolare della contrazione.

a) Anatomia microscopica della fibra muscolare.

Nei Vertebrati le fibre dei muscoli scheletrici e di quello car-
diaco presentano all’esame microscopico una struttura tra-
sversale dalla quale esse derivano il nome di fibre striate,
mentre le fibre dei visceri hanno un aspetto liscio. La mag-
gior parte di quest’analisi sara dedicata alla fibra striata,
che ¢ quella meglio conosciuta. :

Le fibre muscolari sono avvolte da una tipica membrana
cellulare rinforzata da una trama di fibre connettivali; il
tutto viene chiamato ‘sarcolemma’. La fibra muscolare €
plurinucleata; i nuclei occupano una posizione periferica,
che pud modificarsi in alcune circostanze patologiche (de-
generazione). Le altre strutture intracellulari importanti
sono i mitocondri o sarcosomi, le miofibrille e il reticolo
sarcoplasmatico.

I mitocondri, di forma allungata, si trovano tra le mio-
fibrille in quantita dipendenti dal tipo di attivita del musco-
lo: sono numerosi nei muscoli che svolgono attivita con-
trattile per lunghi periodi (ad es. il diaframma) e quando i
meccanismi di recupero dipendono principalmente dalle
ossidazioni.

La maggior parte del volume delle fibre & occupata dal-
I’apparato contrattile formato dalle miofibrille, allineate
lungo il grande asse della fibra. Le miofibrille hanno una
lunghezza identica a quella della fibra e un diametro da 2
a3 pm.
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Figura 1. — In alto, fotografia di una miofibrilla di psoas di coniglio,

isolata per triturazione meccanica. Sono chiaramente visibili le bande

A, 1, lalinea Z e la zona H (microscopio a contrasto di fase). In basso,

rappresentazione schematica della striatura con i suoi elementi prin-
cipali.

Struttura delle miofibrille. — Nel muscolo striato le mio-
fibrille presentano una struttura periodica molto regolare,
che appare come un’alternanza di bande trasversali, ri-
spetto all’asse delle miofibrille, il cui aspetto dipende dalla
tecnica di osservazione usata. Nelle sezioni istologiche fissa-
te e colorate, si distingue un’alternanza di bande scure, lun-
ghe all’incirca 1,5 wm, separate da bande chiare, la cui lun-
ghezza dipende dal grado di stiramento del muscolo. La
fig. 1 illustra questi dati e mostra alcuni dettagli supplemen-
tari: una zona meno densa al centro della banda scura, det-
ta zona di Hensen (H), € una linea sottile assai marcata che
divide in due parti eguali la banda chiara (linea Z). La parte
della miofibrilla compresa tra due linee Z & ’unita morfo-
logica della fibrilla ed & stata chiamata ‘sarcomero’. Vedre-
mo pill avanti che il sarcomero & anche I"*unita funzionale’
della fibrilla.

Quando le miofibrille sono esaminate in luce polarizzata,
con nicol incrociati, 1’alternanza delle bande € ancora pre-
sente, ma in questo caso, sul fondo nero del campo di os-
servazione, la banda densa diventa pil chiara, rivelando
cosi il suo carattere birifrangente o ‘anisotropo’, per cui
viene chiamata banda A (v. fig. 2). Viceversa, la banda che
alla normale osservazione al microscopio risultava chiara
¢ in questo caso praticamente invisibile, e viene percid chia-
mata banda ‘isotropa’ (I). Lo studio della birifrangenza del-
la banda A ha mostrato che una parte di questa birifran-
genza ¢ dovuta alla giustapposizione di aggregati macro-
molecolari filamentosi disposti parallelamente gli uni agli
altri e orientati lungo ’asse maggiore della miofibrilla (v.
Weber, 1934).

L’ultrastruttura della miofibrilla & stata definitivamente
chiarita solo con I'impiego del microscopio elettronico.
Questo approccio sperimentale permette di rilevare dettagli
di struttura dell’ordine di 2 nm. La miofibrilla appare com-
posta essenzialmente di filamenti il cui asse ¢ parallelo al
grande asse della fibra (v. fig. 3).

Ilavori di H. E. Huxley e J. Hanson (v., 1954) hanno di-
mostrato che la banda A ¢ formata da grossi filamenti (i
filamenti primari), del diametro di 15 nm, che la percorrono
da un punto all’altro (1,5 um). La banda I ¢ anch’essa co-
stituita da filamenti che, partendo da una parte e dall’altra
della linea Z, raggiungono la banda A e vi penetrano: si
tratta di filamenti molto pil sottili (5 nm circa), detti ‘fila-
menti secondari’, la cui lunghezza ¢ dell’ordine di 1 ym. I
filamenti secondari si attaccano alla linea Z, senza attra-

versarla da parte a parte, ma a questo livello si dividono in
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quattro sottofilamenti, ciascuno dei quali si unisce a quattro
filamenti secondari del sarcomero successivo. Questo intrec-
cio ¢ in parte responsabile della struttura della linea Z (v.
fig. 4). La parte della banda A dove i filamenti secondari non
sono penetrati corrisponde alla zona H, la cui natura & cosi
chiarita (v. fig. 3).

Esaminando le sezioni longitudinali sottili (15-20 nm),
si osserva che esistono dei ponti che collegano i due tipi di
filamenti nella regione della banda A dove essi si sovrap-
pongono. Questi ponti sono formati da proiezioni trasver-
sali che hanno origine dai filamenti primari. Esaminati nel
piano di una sezione, questi ponti si ripetono regolarmente
ogni 43,5 nm circa. Nella regione della zona H i ponti si
proiettano liberamente nello spazio tra un filamento e I’al-
tro. Infine, la regione centrale dei filamenti primari ¢ priva
di queste proiezioni per una distanza di circa 0,2 pm. Sem-
pre su sezioni ultrasottili si sono potuti contare, lungo un
filamento primario, 36 ponti (v. fig. 5).

Le relazioni spaziali esistenti tra i due tipi di filamenti
sono chiaramente evidenziate in .sezioni trasversali nelle
quali il muscolo appare come una struttura quasi cristalli-
na. I filamenti primari si trovano agli angoli di esagoni re-
golari a una distanza di 45 nm gli uni dagli altri (v. fig. 6).
Ciascuno di questi filamenti primari & circondato da sei fi-
lamenti secondari, a loro volta situati a eguale distanza dai
tre filamenti primari piu vicini (v. fig. 7). Se la sezione passa
attraverso la zona H, si osservano solo gli esagoni formati
dai filamenti primari. In queste sezioni trasversali sono vi-
sibili anche i ponti che uniscono i due tipi di filamenti e,
poiché esistono sei filamenti secondari per ogni filamento
primario, sono presenti 36X 6 = 216 proiezioni lungo un
filamento primario. A livello della banda I, i filamenti se-
condari non presentano alcun ordine particolare, eccetto
che in prossimita della stria, dove si organizzano secondo
lo schema della fig. 4. Al centro della zona H la maggiore
densita, nota come linea M, sembra dovuta all’esistenza di
legami trasversali tra i filamenti primari.

Modificazioni della struttura in funzione della condizione
fisiologica del muscolo: I'influenza dei mutamenti di lunghez-
za e della contrazione. — Esaminando al microscopio ottico
una fibra muscolare striata, isolata per dissezione, si nota
che lo stiramento del muscolo provoca un allungamento
della banda I. Per ciascun sarcomero ’aumento delle due
semibande I, che fiancheggiano la banda A, ¢ identico. Si
osserva pure un allargamento della zona H centrale, la cui
entitd ¢ pari alla somma degli aumenti delle due semibande
I. In caso di accorciamento, sia esso passivo o provocato
dalla contrazione, succede I'inverso. La banda I si riduce
progressivamente, come pure la zona H (v. fig. 8A). In ogni

1,0 um
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Figura 2. — Microfotografia a luce polarizzata di una fibra muscolare
isolata. Si vede nettamente il carattere birifrangente della banda A e
della linea Z.



Aubert, Gillis e Maréchal

Tessuto muscolare

Figura 3. — Fotografia al microscopio elettronico di una sezione longitudinale di una fibra muscolare di rana, che mostra la struttura delle mio-

Sorille e del reticolo sarcoplasmatico. Sono indicati gli elementi della striatura (A, I, Z e H). Trattandosi di una struttura a corona, il reticolo

sarcoplasmatico che circonda le miofibrille ¢ tagliato secondo le due incidenze (1) e (2). In (1) il taglio passa tra due miofibrille secondo il rag-

=0 cella fibra. 11 canalicolo del sistema trasverso (freccia semplice) & allora sezionato lungo il suo percorso. Esso & affiancato dalle cisterne

‘asterischi) che risultano dall’anastomosi dei canali longitudinali (frecce doppie). In (2) il canalicolo trasverso & tagliato trasversalmente alla sua
direzione ed ¢ allora chiaramente visibile la struttura della triade. Microfotografia del Dr. S. Page.

c2so la lunghezza della banda A resta immutata (v. Huxley
& Niedergerke, 1954).

Esaminando al microscopio elettronico muscoli fissati a
fanshezze diverse, si & potuto dimostrare che le modifica-
Zomi della lunghezza sono dovute a una sovrapposizione
Pii 0 meno accentuata dei filamenti primari e secondari e
non alle modificazioni della loro lunghezza individuale (v.
Sz 8B: v. Page e Huxley, 1963). A seguito dell’accorcia-
mento, 1 filamenti secondari si insinuano fra quelli della
bandza A, fuoriuscendone, invece, in caso di stiramento.

A lunghezza molto breve, tuttavia, si vedono apparire
cue bande supplementari, dette bande di contrazione, delle
guali una (Cy) ¢ situata a ridosso della linea Z e I’altra
{Cy) 2l centro della banda A (v.fig. 8A). La prima & dovuta
2l fatto che, nel caso di un loro accorciamento molto ac-
centuato, i filamenti primari vengono spinti contro la linea
Z_ 12 seconda ¢ dovuta ai filamenti che, penetrati nella ban-
@2 A ne superano il centro e si sovrappongono.

I "osservazione al microscopio elettronico si effettua su
sezion: di muscoli previamente fissati, disidratati, inclusi e
colorati. che sono esaminati sotto vuoto. Tali condizioni
sperimentali possono fare apparire degli artefatti e quindi

non sono utili per seguire le modificazioni di struttura che
si producono in un muscolo vivente. Per completare tali
risultati ci si ¢ valsi anche dell’ausilio dell’analisi della dif-
frazione dei raggi X attraverso il muscolo. Questo metodo
permette di studiare in vivo le strutture periodiche aventi
periodo da pochi a un centinaio di A. Lo studio delle se-
zioni trasversali dei muscoli sopra descritte ha mostrato
che i filamenti hanno una disposizione spaziale estrema-
mente regolare, quasi cristallina, come era stato prima ipo-
tizzato e quindi confermato dall’analisi con i raggi X (v.
Huxley, 1953). Nello schema della fig. 7 sono stati indica-
ti i due piani di sezione che mostrano strutture periodiche.
Il piano X ¢ costituito dalla successione dei filamenti prima-
ri; nel piano Y la struttura, pill complessa, & formata dalla
ripetizione di un modulo che comprende un filamento pri-
mario seguito da due filamenti secondari.

E evidente che nella zona H & presente soltanto la perio-
dicita del piano X; al contrario, nella regione della banda A
dove si ritrovano i due tipi di filamenti, sono presenti le due
periodicita (piano X e piano Y). Si & potuto osservare che,
facendo variare la lunghezza di un muscolo vivo, il contri-
buto della periodicita del piano Y diminuiva in proporzione
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Figura 4. — Struttura della linea Z. Ogni filamento secondario si attac-
ca a quattro filamenti Z. (Da Knappeis e Carisen, 1962, per gentile
concessione della Rockefeller University Press, New York).

allo stiramento del muscolo (v. Elliott € altri, 1963). Cid di-
mostra che, in vivo, le variazioni di lunghezza del muscolo
sono dovute allo scorrimento dei due tipi di filamenti gli uni
rispetto agli altri. Questi studi hanno inoltre mostrato che
la distanza tra i filamenti primari (la dimensione degli esa-
goni) varia in maniera notevole in funzione della lunghezza
del muscolo: i filamenti si allontanano gli uni dagli altri a
lunghezze brevi, e si riaccostano a grandi lunghezze, in
modo che la superficie della sezione trasversale del sarco-
mero, moltiplicata per la sua lunghezza, resta costante. Il
meccanismo responsabile di questa proprieta & ancora igno-
to; forse l'infiltrarsi dei filamenti secondari nella rete dei fi-
lamenti primari al momento dell’accorciamento & respon-
sabile di un loro allontanamento per repulsione elettrosta-
tica.

L’analisi ai raggi X permette anche lo studio di un altro
tipo di periodicita, cio¢ quella formata nel senso della lun-
ghezza dei filamenti primari dalle proiezioni trasversali. In
un muscolo a riposo, il diagramma di diffrazione dei raggi
X permette agevolmente di riconoscere questa periodicita
dei ponti trasversali, cosa che indica non solo che essi esi-
stono in vivo, ma anche che hanno una disposizione regola-
re, condizione indispensabile per poterli esaminare con que-
sto metodo di analisi. Al contrario, durante la contrazione
del muscolo il diagramma di diffrazione non presenta piil
le riflessioni caratteristiche dei ponti. Questa scomparsa &
stata interpretata come il risultato di movimenti in avanti
e all’indietro dei ponti intorno ai loro punti d’inserimento
sul filamento primario. L’asincronismo di tali movimenti
sopprimerebbe momentaneamente la disposizione regolare
delle proiezioni (v. H. E. Huxley e altri, 1965).

La scoperta dell’ultrastruttura del sarcomero, cosi come
la descrizione dei cambiamenti di struttura che avvengono
al momento delle variazioni di lunghezza, sono i fondamen-
ti dell’ipotesi detta dei ‘filamenti slittanti’, formulata con-
temporaneamente da H. E. Huxley e J. Hanson (v., 1954)
e da A. F. Huxley e R. Niedergerke (v., 1954). In contrasto
con le precedenti teorie sulla contrazione, secondo le quali
i cambiamenti di lunghezza delle fibre avvenivano a causa
dell’avviluppamento o del dispiegamento di catene protei-
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che, la nuova teoria propone che le lunghezze individuali
dei filamenti proteici restino costanti e che sia invece il loro
grado di reciproca sovrapposizione a determinare le varia-
zioni di lunghezza macroscopicamente misurabili. Questa
teoria ¢ stata poi validamente confermata da numerose pro-
ve sperimentali di tipo sia morfologico sia fisiologico e pud
quindi essere considerata come la descrizione piu adeguata
dei fenomeni della contrazione a livello macromolecolare.

1l reticolo sarcoplasmatico. — Nella maggior parte dei
muscoli striati si osserva fra le miofibrille una complessa
rete di canalicoli intracellulari. Questi vennero dettagliata-
mente descritti da E. Veratti (v., 1902), che li mise in evi-
denza su sezioni di muscoli sottoposti a impregnazione me-
tallica; ma fu necessario I’avvento della microscopia elet-
tronica e 'utilizzazione di fissatori adeguati per conoscere
lorganizzazione ultrastrutturale di questi canali (v. Ben-
nett e Porter, 1953; v. figg. 3 e 9). L’elemento pili importante
di questo reticolo sarcoplasmatico ¢ costituito da un vilup-
po di canalicoli allungati nel senso delle miofibrille, che essi
circondano come bracciali. Questo reticolo presenta un’or-
ganizzazione periodica che ¢ ‘in fase’ con la striatura delle
miofibrille. Partendo da un anello sacculare centrato sulla
zona H, alcuni canalicoli si distendono longitudinalmente
verso le due estremita del sarcomero. A livello dellalinea Z,
in alcuni casi, o della giunzione tra le bande A eI, in altri
casi (muscoli di Mammiferi), questi canali tortuosi s’ana-
stomizzano in una dilatazione sacculare detta cisterna, che
sta di fronte a una cisterna identica appartenente al sarco-
mero vicino. Tra le due cisterne adiacenti si trova un terzo
elemento che forma con quelle una triade. Questo elemen-

Figura 5. — Fotografie al microscopio elettronico a forte ingrandimen-
to di una sezione ultrasottile longitudinale di fibre muscolari (che pas-
sa attraverso la rete dei filamenti secondo il piano Y della fig. 7). Si
vedono chiaramente le proiezioni che partono dai filamenti primari e
che si attaccano ai filamenti secondari. (Da A4. F. Huxley, 1957).
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F=w= & — Fotografia al microscopio elettronico di una sezione trasversale di fibre muscolari. Si distingue ’organizzazione esagonale dei fila-
me=s primari (freccia) e secondari, come indica lo schema della fig. 7. Tra le miofibrille si trovano dei granuli di glicogeno (granuli densi)
e degli elementi del reticolo sarcoplasmatico (asterisco) tagliato secondo incidenze variabili. (Da H. E. Huxley, 1968).

2o centrzle appartiene a un altro sistema di canali che si
imsinuano trasversalmente nella fibra a partire dalla mem-
brana cellulare esterna. Tali invaginazioni, che hanno ri-
c=vuto il nome di sistema trasversale (v. Andersson-Ceder-
gren. 1959), si riscontrano solo a livello delle linee Z o delle
zunzioni A-I, dalla parte della formazione delle cisterne.
I canali trasversali si insinuano tra due cisterne adiacenti,
senza comunicare con queste; al contrario, lo spazio da essi
gelimitato € in comunicazione con il mezzo esterno. Essi
formano un piccolo compartimento (circa 1/500 del volume
gellz fibra), che scambia i suoi ioni molto pitt rapidamente
gzl sarcoplasma, allorquando si cambia il mezzo che bagna
il muscolo (v. Hodgkin e Horowicz, 1960), e nel quale pos-
sono pencirare rapidamente sostanze di peso molecolare
glevato (v. Page, 1964).

La superficie della membrana che separa il sarcoplasma
dal mezzo esterno € dunque molto pil grande della super-
ficie che avvolge la fibra. Si spiega cosi perché la capacita
elettrica della membrana del muscolo striato sia notevol-
mente pit elevata (5-10 pF/cm?) di quella del nervo (1-
2 wF/cm?): infatti la superficie dei canalicoli, che non ¢ tra-
scurabile, costituisce una capacita in parallelo alla capacita
della membrana propriamente. detta.

Il reticolo sarcoplasmatico pud essere isolato dagli altri
costituenti della cellula per centrifugazione differenziale do-
po triturazione del muscolo: esso in tal modo si frantuma
in vescicole. Vedremo che il reticolo svolge una funzione im-
portante nel controllo della concentrazione sarcoplasma-
tica in ioni calcio e anche nel controllo della contrazione e
del rilasciamento (v. cap. 3).
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Figura 7. — Struttura schematica di sarcomero. In alto, rappresenta-
zione longitudinale: I’asse delle miofibrille & orizzontale; i filamenti
primari sono rappresentati da tratti spessi, i filamenti secondari da li-
nee sottili. In basso, rappresentazione trasversale a livello della banda
A, al di fuori e attraverso la zona H: i filamenti primari sono i punti
grandi, i filamenti secondari sono i punti piccoli. (Da Huxley e Hanson,
1960, per gentile concessione della Academic Press, Inc., New York).
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Figura 8. — Modificazioni delle bande (A) e dei filamenti proteici (B)
del sarcomero nel corso di cambiamenti di lunghezza del muscolo
striato. (Da H. E. Huxley, 1956).

sistema T

mitocondrio
sarcomero
triade
filamenti
miofibrilla

Figura 9. — 1l reticolo sarcoplasmatico e il sistema dei canalicoli tra-

sversi della fibra muscolare striata (in questo schema la banda T &

particolarmente breve). (Da Franzini-Armstrong e Porter, 1965, per
gentile concessione di Scientific American, Inc., San Francisco).
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TABELLA I. — COMPOSIZIONE CHIMICA DEL MUSCOLO SCHELETRICO
DI CONIGLIO (COSTITUITO PER IL 2-3% DA CAPILLARI, PER IL 9-12%
DA SPAZI EXTRACELLULARI E PER L’86-88% DA FIBRE MUSCOLARI).

Costituenti P"'”fr‘}i‘s‘g‘etgfglepeso
Acqua 75-80
Lipidi 2
Glicogeno 1
Sali minerali 1
Corpi azotati non proteici 1
Proteine 15-20

b) Le proteine che costituiscono I’apparato contrattile.

In 100 grammi di muscolo sono contenuti circa 75-80 g
d’acqua e 20-25 g di sostanze solide, che un incenerimento
prolungato a 600 °C riduce a circa 1 g di sostanze minerali.
La parte solida comprende quindi prevalentemente sostan-
ze organiche: si tratta di sostanze importanti da un punto
di vista energetico, soprattutto proteine che costituiscono
quasi il 209 della massa muscolare (v. tab. I).

Le proteine del sarcoplasma. — Una soluzione con forza
ionica molto debole (inferiore a 0,015) & sufficiente per e-
strarre quasi un quarto delle proteine totali, senza che si
abbia un cambiamento apprezzabile nella struttura morfo-
logica dei diversi tipi di fibra. Si tratta di proteine globulari
che probabilmente esistono in soluzione concentrata nel
succo cellulare chiamato sarcoplasma. Esse includono, oltre
a un pigmento respiratorio (la mioglobina), una miscela di
numerosi fermenti, tra i quali tutte le componenti del siste-
ma glicolitico e diverse fosfochinasi. La loro funzione &
quindi essenzialmente metabolica.

Il sarcoplasma dei muscoli dei Vertebrati inferiori contie-
ne inoltre una grande quantita di proteine a basso peso mo-
lecolare (11.000), denominate da Hamoir (v., 1968) par-
valbumine, che presentano una spiccata affinita per il calcio.
E probabile che queste proteine, fissando una parte del
calcio liberato dalla stimolazione, contribuiscano, col reti-
colo sarcoplasmatico, al rilasciamento del muscolo (v. Gil-
lis e Gerday, 1977).

Le proteine dei granuli. — La centrifugazione differenziale
d’un omogenato di muscolo permette di separare diversi
tipi di granuli. I principali sono i nuclei, i sarcosomi (equi-
valenti ai mitocondri di altre cellule) e i microsomi, che sono
frammenti inframicroscopici di strutture cellulari complesse.
Ancora una volta, la funzione di questi granuli ¢ prevalen-
temente metabolica.

Le proteine delle miofibrille. — L’estrazione con soluzioni
saline di notevole forza ionica (0,5) provoca nel tessuto mu-
scolare una disorganizzazione delle fibre, con scomparsa
della struttura striata. Le soluzioni che cosi si ottengono
sono molto viscose: esse contengono proteine di peso mo-
lecolare elevato, di natura fibrillare, le quali hanno la ten-

TABELLA II. — PROTEINE ESTRAIBILI DAL TESSUTO MUSCOLARE CON
SOLUZIONI SALINE DI FORZA IONICA ELEVATA (0,5).

i Quantita (g)
Proteina per 100 g di muscolo fresco
Miosina 3,5-6,0
Actina 2,0
Tropomiosina 0,5-0,7
Troponina 0,2-:0,3

(Da Ebashi ed Endo, 1968).
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Zenza ad associarsi fortemente le une alle altre. L’analisi di
gussti complessi proteici, eseguita con le tecniche classiche
Z=llz precipitazione a forza ionica variabile e della croma-
tografia su supporti diversi, ha messo in evidenza che esi-
stono 4 proteine principali (v. tab. II)

I due composti che sono presenti in maggiore quantita
sono la miosina e l’actina, che si possono combinare per
formare 'actomiosina; vedremo pill avanti che queste pro-
izine interagiscono in molti modi con I’ATP (adenosin-
fato). Esse appaiono strettamente legate al meccani-
della contrazione. Le altre due proteine, la tropomio-
¢ la troponina, sono importanti per il controllo della
ponfrazione.

L'organizzazione interna di queste diverse proteine & tut-
»zltro che semplice. Nella maggior parte dei casi la protei-
== = composta di subunita polipeptidiche in associazione sta-
2iz. Un notevole progresso nello studio delle proteine con-
=il ha potuto essere realizzato con I'introduzione di tec-
¢ elettroforetiche su gel di poliacrilammide in presenza

enti, quali urea ad altissima concentrazione e dodecil-
=10 di sodio (SDS), che dissociano le catene polipeptidi-
c=e le une dalle altre.

A Miosina. La miosina fu isolata da W. Kiihne (v., 1859),
s0bene sotto forma molto impura probabilmente assieme
‘2ctina. Solo nel 1943-1944 la miosina e I’actina sono state
ficate separatamente da F. B. Straub (v., 1943) ¢ A.
n:-Gyorgyi (v., 1944). Oggi la miosina pud essere pre-
212 in forma altamente purificata e il grado di purifica-
= pud essere rigorosamente controllato con 1’elettro-
si su gel-SDS.

Lz miosina ¢ una protema ﬁbrlllare di peso molecolare

i

:ll"l "'

(]

t

e: le catene ‘pesanti’ (peso molecolare intorno a
e le catene ‘leggere’, con un peso molecolare vicino
. Le catene pesanti sono costituite principalmente
gliche a; questo fatto conferlsce loro una conﬁgurazmne

Eneo della 1unghezza di circa 140 nm. Poi esse divergono

MIOSINA TOTALE

MML 480.000 MMP
i 140.000 - -
' SEG \iE\TO RETTILINEO : 340 e
365.000 -
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azione della pépéiﬁa’

zzione della tri sina' _

" k‘ClaIGIulC’ ; (2 5300
, ’Ieggae 16.000

. 225.000

cati i diversi punti di attacco degli enzimi proteo-
= ai pesi molecolari dei vari frammenti della mo-
osina pesante; MML, meromiosina leggera (no-
oz da A. G. Szent-Gyorgyi, v., 1953); S; e S,, sot-
woft=——enti | ¢ 2 ottenuti per proteolisi da MMP (Da Hildebrand,
1972).

per formare delle configurazioni globulari (le ‘teste’ della
miosina), che contengono 'estremita N (v. fig. 10). Le ca-
tene leggere, che sono in rapporto con le teste della miosina,
sono state designate con il nome dell’agente chimico utiliz-
zato per estrarre la miosina: due catene ‘alcaline’ (estratte
a pH elevato, peso molecolare 16.000 e 25.000) e una catena
‘DTNB’ (estratta con il 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoato, peso
molecolare 18.000). Ciascuna testa della miosina contiene
una catena alcalina e una catena DTNB.

L’azione controllata degli enzimi proteolitici ha permesso
un altro tipo di dissociazione della miosina. La tripsina
scinde la molecola in due frammenti: uno, avente peso mo-
lecolare 340.000 e contenente le due teste e una parte del
segmento rettilineo comune, € la meromiosina pesante; 1’al-
tro ¢ la meromiosina leggera, che contiene il resto del seg-
mento rettilineo e ’estremita C delle catene pesanti (v. Szent-
Gyorgyi, 1953).

Con un’azione proteolitica pitt marcata ¢ possibile scin-
dere la meromiosina pesante nel punto dove le catene pe-
santi danno origine alle teste della miosina; le teste cosi se-
parate vengono chiamate sottoframmenti 1 (S,), mentre il
resto della meromiosina pesante costituisce il sottofram-
mento 2 (S,). Le diverse componenti e i diversi prodotti del-
P’idrolisi della miosina sono rappresentati nella fig. 10. Si
noti che la meromiosina pesante e i frammenti S; ed S, sono
solubili alla forza ionica fisiologica (~0,1), contrariamente
alla molecola della miosina intatta.

La miosina possiede tre proprieta biologiche importanti:
1) le sue molecole possono unirsi fra loro per formare delle
strutture ordinate, le quali danno origine ai filamenti pri-
mari del sarcomero; 2) essa ¢ dotata di attivita ATP-asica,
vale a dire della capacita di idrolizzare il gruppo fosforico
terminale dell’acido adenosintrifosforico; 3) pud combi-
narsi con ’actina per formare un complesso proteico, I’ac-
tomiosina; in questo caso I’attivita ATP-asica della miosina
risulta notevolmente potenziata. Queste due ultime proprie-
ta sono localizzate a livello delle estremita globulari della
molecola, come ¢ stato dimostrato dallo studio separato del-
le frazioni proteolitiche della miosina.

La miosina ¢ localizzata a livello dei filamenti primari
della banda A, che scompaiono quando si prepara un e-
stratto di muscolo con una soluzione che discioglie la mio-
sina, ma non I’actina (v. Hanson e Huxley, 1957). Inoltre,
gli anticorpi fluorescenti antimiosina si fissano a livello del-
la banda anisotropa. Secondo i calcoli di H. E. Huxley
(v., 1963) i filamenti primari conterrebbero tutta la miosi-
na del muscolo.

I filamenti primari sono naturalmente molto piti grandi e
pit lunghi delle molecole di miosina; ciascuno di essi &€ quin-
di costituito dall’aggregazione di numerose molecole di
miosina. E da notare che partendo da una soluzione di mio-
sina ¢ possibile ricostituire dei filamenti che da molti punti
di vista assomigliano ai filamenti primari. Se si abbassa pro-
gressivamente la forza ionica della soluzione, appaiono fi-
lamenti aventi un diametro di circa 15 nm e una lunghezza
variabile che puo arrivare a 1,5 pm, che possiedono brevi
processi trasversali disposti regolarmente come i “ponti’ dei
filamenti primari e presentano anche una zona centrale
spoglia.

Secondo Huxley (v., 1963), il corpo del filamento prima-
rio sarebbe formato dalle parti rettilinee (meromiosina leg-
gera) delle molecole di miosina, mentre le meromiosine pe-
santi sporgerebbero dalla superficie del filamento e costitui-
rebbero i ponti visibili al microscopio elettronico. L’accre-
scimento del filamento avverrebbe a partire dalla regione
centrale verso le due estremita, per aggiunta simmetrica di
nuove molecole di miosina (v. fig. 11). Le due meta del fi-
lamento sarebbero dunque 'immagine 1’'una dell’altra. Que-
sto modello spiega ’assenza di ponti nella regione centrale.
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Figura 11. — Probabile disposizione delle molecole di miosina nella for-

mazione di un filamento. Le parti allungate della miosina (meromio-

sina leggera) sono accollate in fasci, mentre le parti globose (meromio-

sina pesante) sporgono. Il filamento cresce in maniera simmetrica a

partire dal centro della banda A per aggiunta di nuove molecole. Si

vede come, in questo modello, il centro del filamento debba essere pri-
vo di proiezioni. (Da H. E. Huxley, 1963).

Bisogna notare che la lunghezza dei filamenti ricostituiti &
variabile da 0,8 a 2,0 pm, contrariamente a quella dei fila-
menti primari del muscolo. I fattori che controllano la strut-
tura precisa dei filamenti di miosina non sono dunque an-
cora noti.

La miosina fu considerata per lungo tempo una proteina
strutturale. Engelhardt e Ljubimova (v., 1939) dimostraro-
no che essa & dotata di attivita ATP-asica. Questa scoperta
modificO fondamentalmente I’orientamento delle ricerche
sulla contrazione muscolare, perché stabili il legame che uni-
sce struttura e composizione proteica all’energetica musco-
lare. L’attivitdh ATP-asica della miosina richiede la presenza
di calcio a una concentrazione che si avvicina alla millimo-
le per litro. Il magnesio ha un effetto inibitore. Recenti studi
di cinetica enzimatica hanno permesso di descrivere le di-
verse tappe di questa attivita; tali studi si basano sulle tec-
niche di combinazione ultrarapida (in qualche millisecon-
do) tra I’enzima e il substrato e sullo studio dei complessi
formati, grazie a misurazioni fisiche istantanee, nella mag-
gior parte dei casi di tipo ottico (fluorescenza, assorbimen-
to, diffusione della luce). Come illustrato nello schema se-
guente

AM + ATP AM.ATP
5 {\A/] 6
1 2
M + ATP M.ATP

la combinazione di miosina (M) e di ATP da luogo alla for-
mazione della coppia enzima-substrato (M.ATP), il cui
equilibrio ¢ fortemente spostato in favore del complesso
(reazione ). In seguito avviene la fase idrolitica propria-
mente detta (reazione 2), che porta a un complesso nel qua-
le i prodotti della reazione, ADP e fosfato inorganico (P;),
rimangono associati all’enzima (complesso M.ADP.P)). In-
fine i prodotti delle reazioni si dissociano (reazione 3); que-
sta reazione, che ¢ molto lenta (la sua costante di velocita
¢ 0,05 sec™1), limita la velocita globale della reazione di idro-
lisi, e pertanto in una soluzione e in presenza di ATP la
miosina si trova principalmente sotto forma M-ADP-P;,
perché le reazioni (1) e (2) sono molto rapide.

Nei Mammiferi la miosina esiste sotto differenti forme
isozimiche che differiscono per le loro attivita ATP-asiche.
La miosina dei muscoli lisci possiede una attivita ATP-
asica molto debole, modulabile dalla fosforilazione della
proteina operata da una chinasi specifica. La miosina del
miocardio & dotata di un’attivita ATP-asica media, simile
a quella della miosina contenuta nelle fibre striate lente.
La miosina delle fibre muscolari rapide, infine, possiede
un’elevatissima attivita ATP-asica.

B. Actina. L’actina, isolata da F. B. Straub (v., 1943),
puo esistere sotto due forme diverse, secondo il grado di as-
sociazione: una monomera e una polimera.
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AM.ADP.P,

La monomera (actina G) ¢ una proteina formata da una
sola catena polipeptidica di forma globulare (diametro
5,5 nm), di peso molecolare circa 45.000. Questa forma &
stabile solo in una soluzione a debole forza ionica. Non ap-
pena si aumenta la salinita del mezzo, aggiungendo per
esempio KCl fino a una concentrazione finale 0,1 M, la so-
luzione di actina diviene molto viscosa e presenta birifran-
genza di flusso: questi fenomeni indicano una trasforma-
zione dell’actina globulare in actina filamentosa (F), costi-
tuita dall’associazione lineare di un gran numero di mo-
nomeri.

L’actina filamentosa isolata dal muscolo contiene una
molecola di ATP e un atomo di metallo alcalino-terroso
(Ca 0 Mg) per ogni monomero G. Queste due sostanze sono
intimamente legate alla struttura dell’actina F e non posso-
no esserne distaccate; il loro ruolo & sconosciuto. In vitro
¢ tuttavia possibile ottenere la polimerizzazione dell’actina
in assenza di nucleotidi.

Nelle condizioni presenti all’interno della fibrocellula
muscolare, I’actina dovrebbe trovarsi sotto forma polime-
rizzata. Questo conferma le osservazioni di Hanson e Hux-
ley (v., 1957), che permettono anche di localizzare I’actina.
Miofibrille dalle quali ¢ stata estratta la miosina, e che sono
composte solo da una successione di bande I, perdono una
gran parte del materiale deposto nei filamenti secondari non
appena sono trattate con KI 0,6 M, una soluzione che, come
¢ noto, depolimerizza ed estrae I’actina. D’altra parte, si
possono isolare meccanicamente i filamenti secondari. Al
microscopio elettronico questi appaiono formati da due
catene di globuli che si avvolgono I'una all’altra (v. fig. 12);
il diametro di questi globuli ¢ di 5,5 nm, cioé esattamente
il diametro di un globulo di actina (v. Hanson ¢ Lowy,
1963).

Un giro di spirale di questa doppia catena si compie in
circa 36,0 nm. Infine, come nel caso della miosina visto in

rapido

AM + ADP + P,

(-7)

M.ADP.P,

M + ADP + P,
lento
precedenza, ¢ possibile ricostruire filamenti secondari pro-
vocando la trasformazione G—F di una soluzione di actina
G. I filamenti cosi ottenuti presentano la doppia elica for-
mata da unitd globulari, ma anche in questo caso la lun-
ghezza dei filamenti ricostruiti € molto variabile, mentre
quella dei filamenti secondari naturali ¢ fissa. Tutte queste
prove dimostrano che I’actina ¢ localizzata nei filamenti se-
condari che, tuttavia, devono contenere anche altre sostan-
ze oltre I’actina: infatti, i filamenti secondari contengono

_actina
! ;

/ o
/’ troponina
"

v
tropomiosina

Figura 12. — Modello molecolare del filamento secondario. Il corpo

del filamento & costituito da due catene di actina globulare polimeriz-

zata avvolte a elica I’'una attorno all’altra. Lungo queste catene si tro-

vano le molecole di tropomiosina e, ogni 40 nm circa, le molecole di
troponina. (Da Ebashi e altri, 1969).



Aubert, Gillis e Maréchal

Tessuto muscolare

S zom= 13, — Modalitd di interazione tra la meromiosina pesante
WAEP) = I'actina filamentosa. Notare 1’angolazione tra 1’asse della
MMP e I’asse del filamento di actina.

~zooresenta solo il 149 delle proteine totali.
. Tropomiosina e troponina. K. Bailey (v., 1948) ha iso-

formato da due proteine distinte, con pesi molecolari
izt (~70.000): I'una fibrosa, la tropomiosina purificata,
= zlirz globulare, la troponina. Tale complesso costituisce
0 he la scuola di Ebashi chiama tropomiosina ‘nati-
vz Qusste molecole sarebbero strettamente legate nel mu-
soolo zi flamenti di actina fibrosa (v. Ebashi ed Endo, 1968).
_ = wropomiosina & formata da due catene polipeptidiche
2o contenuto di eliche a; la sua molecola, molto al-
(~40 nm) e di piccolo diametro (~2 nm), si unisce
smomizneamente all’actina F.
roponina € un insieme di 3 sottounita dissociabili per
i=ll’elettroforesi su gel-SDS. Una prima sottounita

= wopomiosina (donde la sua denominazione abbreviata
N1 La seconda sottounita (p.m. 18.000) possiede una
“o—= =Tnita specifica per il calcio, per cui viene chiamata

TWC: l= TNC possiede 2 siti di fissazione specifici per il
s2.=0. con una costante di affinita di 3,2 x 108 M1 La
=== (p.m. 24.000) possiede la proprieta di inibire I'inte-

iz della troponina sono associate nell’ordine se-

sue=c=: iropomiosina-TNT-TNC-TNI. Le relazioni spa-
== = i Slamento di actina e il complesso tropomiosina-
=ooeooz sono illustrate nella fig. 12. La tropomiosina &
£lozee= nellz scanalatura delimitata dalla doppia elica di
s = = molecole si susseguono testa a testa lungo tutto

. La tecnica degli anticorpi ha permesso di lo-
troponina a livello dei filamenti secondari, dove
ribuita in maniera discontinua con una perio-
: circz 40 nm; essa € responsabile della finissima
= trasversale della banda I che si pud vedere al mi-

Meccanizmi chimico-fisici della contrazione.

4 somiosing. — Una delle proprieta piu notevoli della mio-
sz olirz zlla sua attivita ATP-asica, ¢ la capacita di com-
svmzssi con I'actina per formare un complesso chiamato ac-
to—sosinz 1 'z2ffinita tra le due proteine ¢ tale che la maggior
P =cchi preparati di ‘miosina’ contenevano in realta

combina con 25-30 molecole di miosina (v. Gergely e Koh-
ler, 1957), fatto che suggerisce che ogni molecola di miosina
si fissa a uno o due globuli di actina.

Abbiamo visto sopra che la tripsina scinde la miosina in
due frammenti di morfologia molto diversa: le meromiosi-
ne. Studiando ciascun frammento separatamente si pud
dimostrare che la combinazione actina-miosina si attua tra-
mite la meromiosina pesante. Huxley (v., 1963) ha studiato
al microscopio elettronico la struttura ottenuta combinan-
do meromiosina pesante e filamenti di actina ricostituita
(actina F) e ha potuto osservare che una molecola di mero-
miosina si unisce a un globulo di actina secondo un orien-
tamento geometrico particolare: il grande asse dell’ovoide
allungato, che ¢ la molecola di meromiosina, forma un an-
golo acuto con il filamento di actina, cosi che quest’ultimo
assume la forma di una testa di freccia o di arpione (v.
fig. 13).

Se si mette meromiosina pesante in presenza di una banda
I, isolata meccanicamente, le molecole di meromiosina unite
ai filamenti si orientano in direzioni opposte a seconda che
esse si trovino da un lato o dall’altro della linea Z (v. fig. 14).
Cio¢ indica che i filamenti secondari hanno una polarita e
sono simmetrici rispetto alla linea Z. Ricordiamo a questo
proposito la polarita delle due meta del filamento di miosi-
na di cui si & parlato in precedenza.

Questi studi di fine struttura forniscono importanti delu-
cidazioni sul meccanismo della contrazione: si € visto in-
fatti che le modificazioni della struttura del sarcomero, per
esempio nel caso dell’accorciamento, potevano spiegarsi
come una compenetrazione dei filamenti secondari nella
banda A in maniera simmetrica rispetto al centro del sar-
comero. Cio fa pensare a un comportamento speculare del-
le due meta del sarcomero: i filamenti secondari della meta
destra protesi verso la parte sinistra, quelli della meta sini-
stra protesi verso la destra (v. fig. 8). La scoperta della po-
larita dei filamenti avvalora questa ipotesi.

Interazioni dell’ ATP con I’actomiosina. — Si deve a Szent-
Gyoérgyi (v., 1951) la realizzazione di un esperimento che di-
mostra in maniera brillante che I'interazione del’ATP con
le proteine actina e miosina costituisce il meccanismo fon-
damentale della contrazione muscolare.

Se si mettono insieme actina e miosina in un mezzo a for-
za ionica debole (0,1), analoga a quella che prevale all’in-
terno della fibra muscolare, ’actomiosina precipita sotto
forma di gel. L’aggiunta di ATP a questo gel porta a una
‘superprecipitazione’ immediata: il gel si contrae ed espelle
’acqua che contiene. Inoltre la superprecipitazione si ac-
compagna a un’idrolisi accelerata di ATP. Szent-Gyorgyi
considera questo fenomeno come il substrato della contra-
zione fisiologica: un effetto meccanico macroscopico che
attinge energia direttamente dall’idrolisi del’ATP. Presen-
tata nel 1941, 'ipotesi era veramente audace, ma le ricerche

f :Z:f .

MMP

Figura 14. — Modalithd d’inserzione delle molecole di MMP sui fila-

menti secondari. Le molecole formano con il filamento un angolo il

cui vertice & orientato verso I’estremita del filamento. La disposizione
¢ simmetrica rispetto alla linea Z.
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3 3. — Modalitad di interazione tra la meromiosina pesante
WAEP) ¢ ’actina filamentosa. Notare I’angolazione tra 1’asse della
MMP e I’asse del filamento di actina.

== del 209% delle proteine del muscolo, mentre 1’actina
zappresenta solo il 149 delle proteine totali.

. Tropomiosina ¢ troponina. K. Bailey (v., 1948) ha iso-
22> cdzl muscolo striato una nuova proteina fibrosa, che
=senta circa il 5% delle proteine miofibrillari. Denomi-
:;~ rropomiosina B, in contrapposizione alla tropomiosi-
== A scoperta in seguito negli Anellidi, la nuova proteina
= —mastz per lungo tempo enigmatica. Tuttavia verso il
=3 S Ebashi ha dimostrato che questa protelna ¢ un com-

so formato da due proteine distinte, con pesi molecolari
vz (~70.000): I'una fibrosa, la tropomiosina purificata,
= "zlirz globulare, la troponina. Tale complesso costituisce
su=llz che la scuola di Ebashi chiama tropomiosina ‘nati-
vz Qusste molecole sarebbero strettamente legate nel mu-
soolo zi flamenti di actina fibrosa (v. Ebashi ed Endo, 1968).
;z “::':onnosma e formata da due catene pohpeptldlche

_z troponina € un insieme d1 3 sottounita dissociabili per
izil’elettroforesi su gel-SDS. Una prima sottounita
-=s0 molecolare 39.000) presenta una notevole affinita per
= opomiosina (donde la sua denominazione abbreviata
v . La seconda sottounitd (p.m. 18. 000) possiede una
‘o= =Fnita specifica per il calcio, per cui viene chiamata
: 12 TNC possiede 2 siti di fissazione specifici per il
s2.z0. con una costante di affinita di 3,2 X 108 M1 La
. 24.000) possiede la proprieta di inibire I’inte-

SETOD actina e miosina (TNI). La tropomiosina e le
e S della troponina sono associate nell’ordine se-
5 et omiosina-TNT-TNC-TNI. Le relazioni spa-

mento di actina e il complesso tropomlosma-

o illustrate nella fig. 12. La tropomiosina &
scanalatura delimitata dalla doppia elica di
10lecole si susseguono testa a testa lungo tutto
. La tecnica degli anticorpi ha permesso di lo-
troponina a livello dei filamenti secondari, dove

La
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Zumo: & cirea 40 nm; essa & responsabile della finissima
s~z ur= trasversale della banda I che si puo vedere al mi-
smescopio elettronico.

Meceanismi chimico-fisici della contrazione.

£ womsiosing. — Una delle proprleta plu notevoli della mio-
v zlla sua attivita ATP-asica, ¢ la capacita di com-

"actina per formare un complesso chiamato ac-
_L°afinita tra le due proteine ¢ tale che la maggior
chi Dreparati di ‘miosina’ contenevano in realta
= in proporzioni variabili di miosina pura e di ac-
T Fzcendo una miscela di due soluzioni pure di
TS I actina, la viscositd aumenta fortemente, mentre

combina con 25-30 molecole di miosina (v. Gergely e Koh-
ler, 1957), fatto che suggerisce che ogni molecola di miosina
si fissa a uno o due globuli di actina.

Abbiamo visto sopra che la tripsina scinde la miosina in
due frammenti di morfologia molto diversa: le meromiosi-
ne. Studiando ciascun frammento separatamente si puo
dimostrare che la combinazione actina-miosina si attua tra-
mite la meromiosina pesante. Huxley (v., 1963) ha studiato
al microscopio elettronico la struttura ottenuta combinan-
do meromiosina pesante e filamenti di actina ricostituita
(actina F) e ha potuto osservare che una molecola di mero-
miosina si unisce a un globulo di actina secondo un orien-
tamento geometrico particolare: il grande asse dell’ovoide
allungato, che ¢ la molecola di meromiosina, forma un an-
golo acuto con il filamento di actina, cosi che quest’ultimo
assume la forma di una testa di freccia o di arpione (v.
fig. 13).

Se si mette meromiosina pesante in presenza di una banda
I, isolata meccanicamente, le molecole di meromiosina unite
ai filamenti si orientano in direzioni opposte a seconda che
esse si trovino da un lato o dall’altro della linea Z (v. fig. 14).
Cio¢ indica che i filamenti secondari hanno una polarita e
sono simmetrici rispetto alla linea Z. Ricordiamo a questo
proposito la polarita delle due meta del filamento di miosi-
na di cui si € parlato in precedenza.

Questi studi di fine struttura forniscono importanti delu-
cidazioni sul meccanismo della contrazione: si ¢ visto in-
fatti che le modificazioni della struttura del sarcomero, per
esempio nel caso dell’accorciamento, potevano spiegarsi
come una compenetrazione dei filamenti secondari nella
banda A in maniera simmetrica rispetto al centro del sar-
comero. Cio fa pensare a un comportamento speculare del-
le due meta del sarcomero: i filamenti secondari della meta
destra protesi verso la parte sinistra, quelli della meta sini-
stra protesi verso la destra (v. fig. 8). La scoperta della po-
laritd dei filamenti avvalora questa ipotesi.

Interazioni dell’ ATP con I’actomiosina. — Si deve a Szent-
Gyorgy1 (v, 1951) la realizzazione di un esperimento che di-
mostra in maniera brillante che I’interazione del’ATP con
le proteine actina e miosina costituisce il meccanismo fon-
damentale della contrazione muscolare.

Se si mettono insieme actina e miosina in un mezzo a for-
za ionica debole (0,1), analoga a quella che prevale all’in-
terno della fibra muscolare, I’actomiosina precipita sotto
forma di gel. L’aggiunta di ATP a questo gel porta a una
‘superprecipitazione’ immediata: il gel si contrae ed espelle
’acqua che contiene. Inoltre la superprecipitazione si ac-
compagna a un’idrolisi accelerata di ATP. Szent-Gyorgyi
considera questo fenomeno come il substrato della contra-
zione fisiologica: un effetto meccanico macroscopico che
attinge energia direttamente dall’idrolisi dell’ATP. Presen-
tata nel 1941, l’ipotesi era veramente audace, ma le ricerche

MMP

Flgura 14, - Modahta d’inserzione delle molecole di MMP sui fila-

menti secondari. Le molecole formano con il filamento un angolo il

cui vertice & orientato verso P’estremita del filamento. La disposizione
& simmetrica rispetto alla linea Z.
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Figura 15. — Relazione tra Dattivitd di defosforilazione dell’ATP (atti-
vita ATP-asica) e il tasso di calcio ionizzato del mezzo. (Da Portzehl
e altri, 1969).

successive hanno potuto dimostrare che questa interpreta-
zione era poggiata su solide basi.

Lo studio delle interazioni del’ATP con I’actomiosina
¢ ostacolato dal fatto che quest’ultima & insolubile a for-
za ionica debole. Cosi sono stati utilizzati complessi solubili
con la meromiosina pesante o, pil recentemente, con il
frammento S,. In presenza di actina le proprietd ATP-asiche
della miosina risultano profondamente modificate: 1) 1’at-
tivitd enzimatica massimale aumenta pitt di venti volte;
2) lo ione Mg?+, che era inibitore per la sola miosina, & ora
necessario all’attivitd ATP-asica e il vero substrato della rea-
zione ¢ il complesso Mg-ATP; 3) Dattivitd enzimatica di-
venta indipendente dallo ione Ca?*,

Questi tre caratteri sono propri dell’actomiosina ‘sinte-
tica’, cio¢ ricostituita da preparati altamente purificati di
actina e di miosina. La presenza del complesso (tropomio-
sina + troponina) esercita un’azione regolatrice sulle pro-
prietd ATP-asiche dell’actomiosina, come si vedra pill avanti.

Sul piano della cinetica enzimatica, I’attivita ATP-asica
dell’actomiosina (AM) percorre le tappe (4), (5), (2), (6),
(7) dello schema riportato in precedenza (v. Taylor, 1972).

Come per la miosina, la prima tappa consiste in una fis-
sazione del nucleotide sull’enzima. Questa fissazione ha co-
me effetto primario quello di ‘dissociare’ il complesso in ac-
tina e miosina-ATP. L’ATP viene poi idrolizzato secondo
lo schema gia presentato per la miosina. Dopo idrolisi, I’ac-
tina si riassocia alla miosina per formare il complesso AM.
ADP.P;. Questa volta il distacco dei prodotti della reazione
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(contrariamente a cio che avviene per ’M.ADP.P;) ¢ un fe-
nomeno rapido e 'actomiosina viene rigenerata per essere
subito dissociata di nuovo attraverso ’ATP, e cosi per tut-
to il tempo in cui la concentrazione di ATP resta signifi-
cativa.

Si vede dunque che il ciclo dell’ ATP-asi dell’actomiosina
comporta una fase in cui le proteine contrattili sono unite
(riga superiore dello schema) e un’altra in cui esse sono dis-
sociate (riga inferiore). L’effetto catalitico dell’actina sul-
PATP-asi ¢ dovuto alla rapidita della reazione (7) rispetto
alla reazione (3). Semplificando si pud dire che questo ci-
clo risulta dalla competizione tra actina e nucleotide per
la miosina, la cui affinita per TATP ¢ maggiore che per
Pactina (dissociazione del complesso, reazione 5), ma la
situazione ¢& invertita in presenza di ADP (riassociazione,
reazione 6).

1l ruolo delle proteine regolatrici tropomiosina e troponi-
na. — L’idrolisi del’ATP da parte del complesso purificato
actina-miosina sfugge a tutti i controlli. In compenso la pre-
senza di tropomiosina e di troponina rende I’attivita ATP-
asica dipendente dalla presenza di ioni Ca?+ (v. fig. 15).
Quando la concentrazione di quest’ultimo ¢ inferiore a
10-7 M, P’attivitd enzimatica viene profondamente inibita;
al di sopra di questa soglia, I’attivita aumenta con la con-
centrazione in Ca®" per raggiungere il suo valore massimale
intorno a 5 X 10~ M. E da notare che questa attivazione
della ATP-asi da parte del Ca%+ avviene a concentrazioni
micromolari. Si tratta pertanto di un effetto del tutto diver-
so da quello del Ca?* sull’ATP-asi miosinica pura, dove lo
ione deve raggiungere concentrazioni da 100 a 1.000 volte
piu elevate.

In assenza di Ca?t, la situazione ¢ dominata dall’unita
inibitrice della troponina (TNI); tale inibizione viene rimos-
sa quando il Ca?* si fissa sulla TNC, I'unita della troponina
che fissa il calcio.

Abbiamo visto sopra che le proteine regolatrici sono uni-
te all’actina nel filamento secondario, secondo un’architet-
tura macromolecolare ben precisa (v. fig. 12). Lo studio del-
Iultrastruttura di questo filamento e dei cambiamenti di or-
ganizzazione che avvengono come conseguenza della fissa-
zione di ioni Ca?* sulla TNC ha permesso di comprendere
il controllo dell’interazione actina-miosina esercitato con-
giuntamente dal calcio e dalle proteine regolatrici. Questi
lavori sono basati da una parte sull’analisi dello spettro di
diffrazione dei raggi X nel muscolo vivente, a riposo e in
contrazione (specialmente nella regione dello spettro che
deriva dai filamenti secondari: v. Huxley, 1953 e 1968; v.
Haselgrove, 1972), e dall’altra parte sull’esame al micro-
scopio elettronico di filamenti secondari isolati in un mezzo
a concentrazione variabile di Ca?t (v. Gillis e O’Brien,
1975).

Quando la concentrazione di ioni Ca?+ ¢& inferiore a
10-"M, oppure negli esperimenti in vivo, quando il muscolo
¢ a riposo, la tropomiosina si trova spostata rispetto al cen-
tro della scanalatura che separa le due catene dei globuli di
actina: essa occupa assieme alla troponina una posizione
eccentrica. In questa posizione, la tropomiosina ricopre
quella regione dell’actina che contiene il sito reattivo per la
miosina, determinando cosi un impedimento sterico all’in-
terazione actina-miosina. Questa situazione ¢ dovuta alla
TNI, che ha una forte affinita per I’actina e mantiene la tro-
pomiosina in questa posizione eccentrica. Inoltre, siccome
la molecola della tropomiosina ha una lunghezza di circa
40 nm, essa assicura ’inibizione di un segmento del fila-
mento secondario della stessa lunghezza che comprende
7 molecole di actina. Quando si ha la fissazione del Ca?+
sulla TNI, il legame TNC-TNI si rinforza, quello TNI-acti-
na diventa pil debole, e cido permette alla tropomiosina di
occupare la sua posizione spontanea, al centro della scana-
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!5, — Rappresentazione schematica del meccanismo di inibi-

Fesa 16
e dell’interazione actina-miosina da parte del complesso
el ¢ regolatrici. Lo schema rappresenta una ‘sezione’ trasver-

= Jed to di actina (A). TM, tropomiosina; T, C, I, sottouni-
m Iels nina (v. testo); MMP-S,, estremita globulare della mio-
i S in assenza di calcio ([Ca®] < 10-’M); in basso, in pre-

([Ca?*] > 10~°M). (Da Potter e Gergely, 1974, per gen-

ione della American Chemical Society, Washington).

flamento (v. fig. 16), scoprendo cosi il sito reat-
2w Zzll'zctina per la miosina.
Iz guesto modo 1 att1v1ta ATP-as1ca dell’actomlosma vie-

== vari in funzione dell’ecmtazwne del muscolo.

| sissemi comratlili semplificati. — L’analisi della compo-
soome proteica del muscolo ha condotto rapldamente alla
Twosttzmone in vitro dei sistemi contrattili di cui si possono

o_zre adeguatamente tutti i parametrl fisico-chimici.
mEmo gia parlato del pit semphce di essi: il gel di acto-
Tuoszz 2 cul superprecipitazione in presenza di ATP vie-
=s.cerata come la manifestazione pit elementare della

Somo sizi introdotti altri modelli di composizione sem-
Tz o= complessa che, rendendo possibili un gran numero

sioemmenti, hanno contribuito notevolmente alle nostre
o zoze attuali sulla contrazione.

Weter (v, 1950) e la sua scuola introdussero, negli anni
modello del filo orientato di actomiosina, ottenuto
“zll’actomiosina posta in soluzione in un mezzo
za ionica (0,6). Questa soluzione viene iniettata
n un mezzo a forza ionica debole (0,1), dove
a precipita sotto forma di un filamento. Nono-
2 fragilita, il filamento di actomiosina posto in
2 ATP sviluppa una forza orientata misurabile:
:zndosi, pud sollevare carichi di qualche milli-
_ﬁcna con la contrazione ¢ dunque molto
! caso della superprecipitazione. Recente-
o mod iello ¢ stato di nuovo utilizzato per dimo-
tomiosina ottenuta a partire da una miosina

la estremitd globulare (frammento S,),
contrarre normalmente. Il ruolo dei

due frammenti S, & probabilmente identico € non & né com-
petitivo né cooperativo (v. Cooke e Franks, 1978).

Szent-Gyorgyi (v., 1951) introdusse nel 1949 un secondo
tipo di modello, la fibra detta “glicerinata’. Alcuni fasci mu-
scolari contenenti un’esigua quantitd di tessuto connettivo
sono trattati con una soluzione di glicerolo al 50%,. Questo
trattamento distrugge le membrane e i loro annessi (reticolo
sarcoplasmatico, mitocondri), elimina gli ioni e la maggior
parte dei metaboliti (ATP, glucosio, lattato), oltre a tutti gli
enzimi solubili (in particolare gli enzimi del sistema glico-
litico che si trovano nel sarcoplasma). Restano solo lo stro-
ma e le miofibrille, praticamente normali, mentre la striatu-
ra rimane praticamente inalterata. La composizione pro-
teica di questo preparato ¢ molto pilt complessa di quella
del gel di actomiosina, in particolare sono presenti le pro-
teine regolatrici tropomiosina e troponina. Questi fasci
possono allora essere divisi in fascicoli piu sottili, e anche
in fibre isolate, al fine di facilitare la diffusione degli agenti
applicati dall’esterno. Si possono infine lacerare meccanica-
mente queste fibre in maniera da isolare frammenti di mio-
fibrille, il cui comportamento pud essere esaminato al mi-
croscopio in presenza di agenti attivi.

La fibra glicerinata ha permesso di definire i tre stati fon-
damentali della fibra muscolare (v. fig. 17).

A. 1l rigor mortis. Pud sembrare paradossale cominciare
da questo stato, ma esso corrisponde a quello delle fibre
glicerinate appena preparate: le fibre sono rigide e uno sti-
ramento non produce cambiamenti nella lunghezza della
banda isotropa (v. fig. 8). Tutto sembra indicare che i ponti
fra i filamenti primari e secondari siano saldati nella posi-
zione che essi occupano al momento della preparazione.
Questa situazione € dovuta all’assenza di ATP.

B. La contrazione. In presenza di ATP e di Mg?+ (ambe-
due a concentrazioni dell’ordine di 1 mM) e di Ca?t in con-
centrazione micromolare, le fibre glicerinate si contraggono
sollevando pesi oppure sviluppano una tensione in condizio-
ne isometrica (v. cap. 4, § c). La tensione sviluppata a lun-
ghezza costante ¢ analoga a quella dei muscoli d’origine;
essa dipende dalla lunghezza e dalla temperatura esattamen-
te come nel caso del muscolo eccitato tetanicamente. Come
in quest’ultimo, nel modello sottoposto a improvvisa di-
stensione si ha una rapida diminuzione della tensione du-
rante 1’accorciamento e poi un rapido aumento sino al va-
lore caratteristico della nuova lunghezza (quick release re-
covery di Gasser e Hill; v. cap. 4). Questa contrazione si
accompagna a un’idrolisi continua di ATP; cid dimostra
che il mantenimento di una forza costante si basa su un ri-
fornimento continuo di energia.

"Ca2+
| rilasciamento contrazione
| AT - - [A-T- Ca
M-Mg-ATP ' M-Mg-ATP

Mg-ATP [ A-T-(Ca) Mg-ATP
, [

rigor mortis

Figura 17. — I tre stati della fibra muscolare. A, actina; M, miosina;
T, tropomiosina nativa (troponina -+ tropomiosina).
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C. Il rilasciamento. Questo stato & caratterizzato sul pia-
no meccanico dalla scomparsa della forza di contrazione e
dal fatto che il preparato diventa pitt morbido e non offre
resistenza allo stiramento che provoca un allungamento
delle bande isotrope. In queste condizioni i filamenti scor-
rono liberamente gli uni sugli altri. Questo stato pud essere
riprodotto con fibre glicerinate, se si abbassa la concentra-
zione di Ca?*+ del mezzo a valori inferiori a 10~7 M lascian-
do tuttavia inalterata la concentrazione di ATP e di Mg?+.
Tale abbassamento di Ca?* si ottiene tramite chelanti ad alta
affinita e specificitd per detto ione (per es. I'etileneglicol-bis
[2-amminoetiltetracetato] di sodio, EGTA) oppure con pre-
parati isolati di reticolo sarcoplasmatico. L’effetto rilascian-
te dell’abbassamento di Ca?* si spiega con la presenza di
proteine regolatrici il cui effetto inibitorio sull’interazione
actina-miosina si esplica solamente in assenza di Ca®*.

La necessita della presenza di Mg-ATP al fine di ottenere
il rilasciamento si spiega con l'effetto di dissociazione che
produce ’ATP sull’actomiosina (v. reazione 5 dello sche-
ma). Questo effetto non richiede I’idrolisi di ATP.

Le fibre glicerinate hanno permesso innumerevoli espe-
rimenti e costituiscono uno dei modelli semplificati pili usa-
ti della contrazione.

Il preparato che si avvicina maggiormente alla fibra in-
tatta si ottiene per dissezione della membrana esterna (fibra
detta ‘pelata’: v. Natori, 1954). Questo preparato offre il
vantaggio di un accesso diretto al mezzo intracellulare, che
puo essere modificato a volontd, pur conservando non solo
un apparato contrattile intatto, ma anche numerosi orga-
nuli intracellulari quali il reticolo sarcoplasmatico e i mi-
tocondri.

I fattori di rilasciamento. — L’aggiunta di un estratto ac-
quoso di polpa muscolare ad alcune fibre glicerinate in con-
trazione determina la contemporanea interruzione dell’idro-
lisi dell’ATP e della contrazione (v. Bendall, 1952; v. Marsh,
1952). L’aggiunta di ioni Ca2* al mezzo & sufficiente per ri-
pristinare la contrazione. La proprieta ‘rilassante’ ¢ legata
a una frazione sedimentabile, costituita da organuli che pre-
sentano al microscopio elettronico I'aspetto di piccole ve-
scicole dal contenuto mal differenziato (v. Ebashi, 1958).
Si tratta senza dubbio di residui del reticolo sarcoplasma-
tico, distrutto dalla triturazione del muscolo, i cui tubuli
lacerati si ricostituiscono sotto forma di vescicole: in questi
preparati di vescicole si possono infatti mettere in evidenza
delle tipiche triadi. Le vescicole possiedono I'importante
proprieta di ridurre il tasso di calcio ionizzato del mezzo a
un livello molto basso, inferiore a 10~ M, mediante 1’ac-
cumulo di Ca?+ con meccanismo attivo. Se si aggiunge al
mezzo ossalato diluito, questo si ritrova sotto forma di un
precipitato abbondante di ossalato di Ca all’interno delle
vescicole (v. Hasselbach e Makinose, 1963). Come nel caso
della contrazione, & l’idrolisi del’ATP a fornire I’energia
necessaria al trasporto attivo del Ca?*; ma essa & qui legata
a un’attivita ATP-asica diversa, propria delle vescicole, e
strettamente accoppiata al trasporto del calcio: in assenza
di ATP, ’accumulo di Ca?* cessa; reciprocamente, 1’idrolisi
di ATP per mezzo delle vescicole ¢ inibita in assenza di Ca?*
nel mezzo esterno. L’azione rilassante delle vescicole ¢ il
diretto risultato della loro azione sulla concentrazione in
ioni calcio nel mezzo. Questa proprieta scompare sotto I’ef-
fetto di una serie di agenti che inibiscono I’accumulo del
calcio: tioloprivi, che bloccano I’attivita ATP-asica; lipasi
batteriche o detergenti, che distruggono la membrana delle
vescicole; caffeina, che inibisce I’idrolisi e il trasporto attivo
di Ca?* (da cui deriva ’azione contratturante di questo far-
maco sul muscolo intatto).

L’origine della forza di contrazione. — Quando si confron-
tano i diagrammi di diffrazione ai raggi X di un muscolo a
riposo e di uno allo stato di rigor, si notano differenze come
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se del materiale fosse passato dai filamenti primari a quelli
secondari. Questa & stata una delle prime osservazioni di
H. E. Huxley (v., 1953), che dovette pero attendere 15 anni
(v. Huxley, 1968) prima di poterla interpretare esattamen-
te. L’ipotesi pilt semplice ¢ illustrata nella fig. 18: la me-
romiosina pesante si stacca dall’asse del filamento prima-
rio, grazie alla mobilita del frammento S, che funge da
cerniera, e il frammento S, si attacca a un globulo di actina
del filamento secondario. Per spiegare ’accorciamento — ¢
lo sviluppo di una tensione quando la lunghezza del musco-
lo & fissata — si pensa che in presenza di ATP il frammento
S, subisca una torsione dovuta al contatto con I’actina, eser-
citando una trazione sul frammento S, e attirando da quella
parte tutto il filamento primario. L’idrolisi del’ATP per-
metterebbe la rottura del legamento, che si riformerebbe
un po’ pill lontano (bisogna ricordare infatti che il periodo
dell’actina e quello della miosina non sono identici).

E da rilevare che, in questa ipotesi, il vero sistema motore
& costituito dal filamento di actina lungo il quale ‘scorre’
una testa di molecola di miosina. Il sistema impone ben
poche restrizioni alla disposizione del resto della molecola
di miosina (il frammento S, e la meromiosina leggera). Si
possono dunque immaginare, a seconda delle circostanze,
arrangiamenti diversi di queste molecole, che rendano con-
to, per esempio, della struttura dei muscoli lisci e che, al li-
mite, possano spiegare le correnti citoplasmatiche, che in
effetti si organizzano lungo microtubuli la cui natura chimi-
ca ricorda I’actina. Nel caso delle fibre muscolari striate, la
contrazione deriva dalla disposizione speculare delle due
metd di ciascun sarcomero (v. fig. 14), che permette di trarre
statisticamente profitto dagli innumerevoli cicli di associa-
zione ¢ di dissociazione delle due proteine.

3. Il controllo della contrazione.

Un movimento & dovuto all’attivitd coordinata di un gran
numero di fibre muscolari localizzate in una serie di mu-
scoli: agonisti, antagonisti o sinergici. La configurazione
spazio-temporale di questa attivita ¢ regolata dal sistema
nervoso centrale, che dispone di due distinti meccanismi di
gradazione fisiologica delle contrazioni: esso puo reclutare
un numero variabile di unitd motrici, ciascuna delle quali
pud essere mobilizzata in grado crescente in funzione della
frequenza degli impulsi nervosi (v. cap. 4).

actina

miosina

T

actina

|

miosina

Figura 18. — Illustrazione schematica dell’ipotesi di Huxley (v., 1971),

secondo la quale lo scorrimento relativo dei filamenti di miosina e di

actina & spiegato col cambiamento dell’angolo di attacco delle ‘teste’

di miosina ai filamenti di actina: cid & reso possibile dalla doppia cer-
niera che costituisce il frammento S, della miosina.
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#me= 15, — Schema delle diverse tappe dell’accoppiamento elettro-
me—ssooo: 1, depolarizzazione della membrana e penetrazione in pro-
snale elettrico; 2, liberazione di Ca®*t a partire dalle ci-
ione di Ca?* verso la zona di movimento dei filamenti;
della contrazione con idrolisi di ATP, produzione di la-
lore (C). Le lettere Z, I e A in basso si riferiscono alle
—ucroscopiche della miofibrilla. CT, canalicolo trasverso.

Scoematicamente si possono distinguere nel meccanismo
=zione di ogni fibra quattro fasi: al suo arrivo alla
EREIOSE DEUTO omuscolare, 'impulso nervoso evoca un po-
=mosl= i zzione che si propaga a tutta la superficie della
= muscolare; I’eccitazione penetra indi profonda-
so il centro della fibra per mezzo del sistema dei
zolt frasversi; ioni calcio vengono allora liberati nel

s—z. dove attivano il sistema delle proteine con-
quando gli ioni calcio scompaiono dal sarco-
avviene il rilasciamento (v. fig. 19).

e
4 =

¢ L= serelarizzazione della membrana.
_ome = o=llule nervose, le fibre muscolari mantengono una
& Fer=mz= &f potenziale da 60 a 100 mV tra una parte e I’al-
T% 2= 2 loro membrana (potenziale di riposo). L’esperien-
= fmesirz che tutte le contrazioni fisiologiche sono pre-
ssfun= o= mnz depolarizzazione.

2 vz spermmentale, si pud abbassare il potenziale di
memiorioe o una fibra isolata aumentando la concentra-
Zume ===z & loni potassio. Appena il potenziale di mem-

wrunwe ~eeswoz= un certo livello critico, da —50 a —55 mV
=\=riromeccanica’), la fibra sviluppa una certa
Emeome o= zumenta rapidamente se si accresce ancora

Lk SINTIE

& mmu:wm‘:: one, raggiungendo un valore massimo in-
L= & —25 =V (v. Hodgkin e Horowicz, 1960). E sufficien-
& —wowes oczimente il potenziale di membrana per mezzo

6§ ume DOETT
il S

one anodica per far scomparire in questo
ura da potassio. Sembra dunque che la
cz dipenda dalla depolarizzazione come
1946); tuttavia anche se la depolarizzazione
rattura si mantiene per un breve periodo di
guzlche secondo a qualche minuto: questa
il meccanismo contrattile e la depolarizza-
:‘;.:t'ultima non attiva direttamente le pro-
_ ma che vi € un meccanismo interposto tra

Zsiologiche, la depolarizzazione della mem-
vocata da agenti chimici, come ormoni,

Eespuwsi &l sangue © a i liquidi interstiziali. Cosi, per
: are delle arteriole risponde diret-

tamente all’adrenalina, all’istamina e ad altri metaboliti e
le fibrocellule muscolari lisce dell’utero sono sensibili al-
Possitocina. Un simile meccanismo potrebbe apparire del
tutto eccezionale per i muscoli striati, che sono provvisti di
un’innervazione pill 0 meno abbondante; tuttavia la stimo-
lazione nervosa agisce sempre in essi tramite un mediatore
chimico, ’acetilcolina.

Le fibre muscolari scheletriche dei Vertebrati superiori
sono per lo piu innervate a livello di una, o in rari casi di
alcune giunzioni neuromuscolari ben localizzate, abitual-
mente nella loro parte centrale. In condizioni normali, la
membrana di queste placche motrici ¢ sensibile al media-
tore chimico, che € in questo caso I’acetilcolina; tutto il re-
sto della membrana & eccitabile elettricamente. A livello del-
la placca motrice, I’acetilcolina liberata dall’impulso nervo-
so provoca una depolarizzazione locale e graduata, il po-
tenziale di placca motrice. Questo potenziale locale eccita
la membrana muscolare che, con un meccanismo analogo
alla conduzione nervosa, propaga I’onda di depolarizzazio-
ne fino alle due estremita della fibra sotto forma di un po-
tenziale d’azione muscolare. Per questa ragione la risposta
¢ del tipo tutto-o-nulla (fibre fasiche). (V. ELETTROFISIOLO-
GIA € SINAPSI).

1l potenziale d’azione muscolare ¢ caratterizzato da no-
tevole ritardo nella ripolarizzazione completa della mem-
brana. Nell’uomo la velocita di propagazione ¢ di 4-5 me-
tri al secondo che, vista la relativa lentezza dei fenomeni
meccanici (v. fig. 20) e la posizione centrale delle placche
motrici, ¢ sufficiente ad assicurare un’attivazione imme-
diata di tutta la membrana della fibra. Il potenziale d’azione
si accompagna a un periodo refrattario compreso tra 2 e
5 millisecondi per i muscoli scheletrici degli arti. Esso im-
pone evidentemente un limite superiore (dell’ordine di 200-
500 per secondo) alla frequenza dell’attivazione elettrica del
muscolo. Questo massimo non & mai raggiunto in condi-
zioni fisiologiche.

11 valore della soglia elettromeccanica puo essere abbas-
sato sostituendo il cloruro del liquido extracellulare con
anioni bromuro, ioduro o nitrato. Durante il potenziale d’a-
zione, la membrana raggiunge allora piu rapidamente il va-
lore soglia e vi ritorna pili tardivamente: il periodo efficace
del potenziale di azione viene aumentato e cosi si spiega il
potenziamento della scossa meccanica provocata da questi
anioni di sostituzione (v. Sandow e altri, 1965). Un identico

Figura 20. — Potenziale d’azione di derivazione intracellulare (A) e

da tensione meccanica (B) nel corso di una scossa isometrica del mu-

scolo extensor Iongus digitorum IV della rana a 20 °C. La scala di tem-

po & comune ai due fenomeni. A smlstra, scala di potenziale, in mV;

a destra, scala di tensione meccanica, in g. (Da Buchthal e Sten-Knud—

sen, 1959, per gentile concessione della New York Academy of Sciences,
New York).
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Figura 21. — La soglia elettromeccanica & raggiunta a —50 mV (a);
il tempo durante il quale la membrana ¢ depolarizzata al di 1 di que-
sta soglia, durante il potenziale d’azione, rappresenta la sua durata ef-
ficace (b) dal punto di vista meccanico. Questa durata puo essere al-
lungata abbassando la soglia (c; effetto degli ioni Br-, NO3, I) o
ritardando la ripolarizzazione della membrana (d; prolungamento del
potenziale di azione con gli ioni Zn?* o UO3t), (Da Sandow e altri,
1965, per gentile concessione della Federation of American Societies for
Experimental Biology, Bethesda).

effetto pud essere ottenuto con certi ioni, come Zn?t e
UO2Z+, che senza abbassare la soglia elettromeccanica ri-
tardano la ripolarizzazione della membrana (v. fig. 21).

b) La penetrazione dell’eccitazione in profondita.

E suggestiva I'ipotesi che la depolarizzazione della mem-
brana agisca in profondita, lasciando passare o liberando
una sostanza in grado di diffondere sino alle proteine con-
trattili per attivarle. E stato specificamente proposto che
tale effetto sia dovuto allo ione calcio (v. Heilbrunn e
Wiercinsky, 1947). Tuttavia, salvo forse il caso dei muscoli
lisci, la diffusione & un fenomeno troppo lento per giustifi-
care la velocita con la quale I’eccitazione partita dalla mem-
brana invade in alcuni millisecondi la totalita di una fibra
muscolare, il cui diametro raggiunge talvolta 100 um nei
Vertebrati e anche 500 p.m nei Crostacei.

Gli esperimenti di A. F. Huxley e Taylor (v., 1958) forni-
scono una base sperimentale all’ipotesi secondo la quale
esisterebbe una conduzione radiale dell’eccitazione verso
il centro della fibra lungo una delle strutture che compon-
gono le triadi. Una micropipetta del diametro di 1 pm viene
applicata alla superficie di una fibra muscolare isolata di
rana; rendendo l'interno della pipetta elettricamente nega-
tivo rispetto alla soluzione in cui sta immersa la fibra, si pud
depolarizzare una piccolissima area della membrana mu-
scolare. Non ¢ stata osservata alcuna risposta al passaggio
della corrente quando la micropipetta & rivolta verso una
banda A; ma quando la micropipetta guarda verso una
banda I, la stimolazione determina una contrazione limitata
a questa banda. La risposta diuna banda I dipende dalla po-
sizione della pipetta: spostando la pipetta lungo il perime-
tro della fibra, si trovano posizioni, distanti 5 wm "una dal-
laltra, da cui si pud stimolare la fibra. La contrazione &
sempre limitata alla sola banda I sottostante e alle bande I
delle miofibrille vicine sistemate in linea, cosicché la con-
trazione si propaga profondamente verso il centro della fi-
bra senza propagarsi longitudinalmente.

La linea Z resta sempre al centro della banda I e anche
se la micropipetta non ¢ esattamente centrata sulla linea Z,
le due semibande I che vi si attaccano si raccorciano egual-
mente (v. fig. 22). Queste osservazioni mostrano che I’effetto
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attivatore di una depolarizzazione ¢ trasmesso verso ’inter-
no della fibra da strutture situate al centro della banda I
e collegate alla membrana a intervalli di molti um tra di
loro: questa ¢ esattamente la posizione dei canalicoli tra-
sversi (sistema T v. fig. 3). Una particolarita di alcuni mu-
scoli, come quelli di lucertola, rende questa identificazione
molto probabile. Questi muscoli possiedono due sistemi di
triadi per sarcomero, a livello di ogni giunzione A-I; se
si pone una micropipetta a fianco di una linea Z, la stimo-
lazione provoca la contrazione della semibanda I sotto-
stante, cosicché la linea Z ¢ attirata verso la pipetta: la
contrazione ¢ anche in questo caso centrata sulla posizione
della triade (v. fig. 22).

Non ¢ ancora del tutto chiarito come il segnale elettrico si
propaghi lungo i tubuli trasversali. Si distinguono due mo-
dalita di propagazione dei segnali elettrici lungo cellule qua-
li quelle muscolari e quelle nervose. La prima ¢ il potenziale
di azione, fenomeno autorigenerativo che si propaga secon-
do la legge del tutto-o-nulla e che si manifesta solo se la de-
polarizzazione locale, che lo ha prodotto, raggiunge un va-
lore soglia; la seconda ¢ quella di alcune depolarizzazioni
sottoliminari che si propagano in modo elettrotonico: que-
sta seconda modalitd presenta grandi analogie con la pro-
pagazione passiva dei segnali in un conduttore coassiale,
come ad esempio un cavo telefonico sottomarino. Una dif-
ferenza di potenziale costante, tra il mezzo esterno e il nu-
cleo del cavo, applicata a una sua estremita, si attenua lun-
go il cavo in modo esponenziale. Si definisce come costante
di lunghezza la distanza alla quale il segnale & ridotto al
37% della sua ampiezza iniziale. Questa costante ¢ dell’or-
dine di centinaia di chilometri per i cavi transoceanici €
dell’ordine del millimetro per la fibra muscolare.

Gli studi di Adrian e altri (v., 1969) hanno dimostrato
che se il segnale elettrico si propagasse elettrotonicamente
in profondita, la sua ampiezza al centro della fibra sarebbe
ancora sufficiente per attivare le miofibrille centrali, ma man-
cherebbe quasi del tutto un margine di sicurezza. Se, per una
ragione qualunque, ’ampiezza del potenziale d’azione ve-
nisse a diminuire, un certo numero di miofibrille profonde
non sarebbe piul attivato e la forza di contrazione ne sareb-
be subito ridotta. D’altra parte, secondo Costantin (v., 1970),
la propagazione in profondita presenta certe analogie con
la propagazione del potenziale d’azione in superficie, in
particolare essa richiede la presenza di ioni Nat.

Si & riusciti a misurare la velocita di propagazione radia-
le dell’eccitamento filmando a grande velocita I’irrigidimen-

Figura 22. — Rappresentazione schematica degli esperimenti di A. F.
Huxley e Taylor. A sinistra, in assenza di corrente depolarizzante;
a destra, durante il passaggio di corrente depolarizzante. In alto, caso
della fibra di rana (sistema T a livello della linea Z); in basso, caso
della fibra di lucertola (sistema T a livello della giunzione A-I). S,
superficie della fibra. (Da A. F. Huxley e Taylor, 1958).
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va d 'nembrana e la concentrazione in Ca?* della soluzione
;La — — log [Ca?*]). (Da Hellam e Podolsky, 1969).

Sbrille centrali di una fibra isolata di rana (v.

AOETE =S- Se atos, 1971). A 20 °C questa velocita ragglun—
g ¢ o= s cosi che sono sufficienti 0,5 ms per attivare in pro-
\omi & mnz fibra del diametro di 100 pm.

o wervenio degli ioni calcio.

=] calcio. — Le ricerche di Ringer (v., 1883) hanno
che per mantenere Ieccitabilita e la contrattilita
ke & neuessarla la presenza nel mezzo circostante di
, K+ e Ca?t, ciascuno in opportuna con-

PEEEETIONC. In un mezzo povero di Ca?t, il cuore cessa di
. |3 _:Che se il potenziale d’azione cardiaco persiste

W =25, 1913); cio indica che il Ca?* interviene nella cor-
EiErOee T2 i=polarlzzazmne della membrana e attivazione

ismo contrattile.

del muscolo striato, I’eliminazione del calcio
3= il muscolo ineccitabile, dopo un breve periodo
ilita. Non & piu possibile evocare un potenzia-
= ma & ancora possibile depolarizzare la membra-
do la concentrazione extracellulare di potassio.
are la contrazione da depolarizzazione, assente
ondizioni, & sufficiente aggiungere calcio. Heil-
cinsky (v., 1947) hanno provocato una con-
== loczle molto violenta iniettando con una microsi-

=mes oo czlcio all’interno di una fibra muscolare. L'inie-
=ome & =0 ioni, Nat, K+ o Mg?t, non provoca tale con-
Tl 1wl

W wiis & aziome del calcio. — Ricordiamo che Pattivita ATP-
s 2= modelli glicerinati dipende dalla concentrazione
& s caicio nel mezzo (v. fig. 15): assente a concentra-

“zmori 2 1077 M, tale attivitd raggiunge il massimo a
2= concentrazioni 10-5 M. Lo stesso tipo di relazione
= =zl caso della contrazione delle fibre muscolari.
dolsky (v., 1969) tolsero per microdissezione
—===rznz ad alcune fibre muscolari che immersero in
= = concentrazioni di Ca?** varianti tra 107° M ¢
Lz fibra muscolare passava dal riposo all’attivita
simale in modo reversibile quando la con-

ss=emome sarcoplasmatica in Ca?t variava tra 1078 M
a5 8 'V\‘,{

Lhsiimenza :u Ca- sulla tensxone si estende dunque su
L.Lu R
gz Iz relazione 1Hustrata nella fig. 23 suggerisce la pos-
= meccanismo intracellulare di gradazwne delle
tti poss1b11e che questo meccanismo svol-
ontrazione del cuore e dei muscoli lisci:
uscoli striati scheletrici, ’eccitazione pro-
nee eooec=ni=mente un tale aumento della concentrazione

sarcoplasmatica in Ca%* che l’attivazione meccanica do-
vrebbe essere di colpo massimale: in tal caso I'influenza del
calcio sulla contrazione ¢ del tipo tutto-o-nulla.

Con l’aiuto di miscele tampone calciche, che mantengono
il tasso del calcio ionizzato a livello costante, Portzehl e altri
(v., 1964) hanno potuto osservare che fibre intatte di Cro-
stacei (diametro 0,5 mm e quindi facilmente iniettabili) si
contraggono se la concentrazione degli ioni calcio varia da
0,3a 1,5 X 10-% M, e si rilasciano se la concentrazione cade
al di sotto di 10~7 M. La conclusione importante ¢ che, a ri-
poso, il livello di calcio ionizzato del sarcoplasma ¢ suffi-
cientemente basso per inibire ’actomiosina e provocare il
rilasciamento.

Liberazione intracellulare del calcio. — Durante una scossa
muscolare si producono scambi di Ca?* tra il sarcoplasma
e il mezzo extracellulare, che sono pero di entita insufficien-
te a permettere un’attivazione completa della fibra (v. Bian-
chi e Shanes, 1959). Bisogna dunque che il calcio necessa-
rio provenga da una riserva intracellulare. Tali riserve esi-
stono senza dubbio, perché 1 grammo di cellule muscolari
contiene circa 2 wmoli di calcio.

Ricordiamo che alcuni frammenti isolati del reticolo sar-
coplasmatico accumulano attivamente il calcio, per il quale
presentano grande affinitd. Podolsky (v., 1964) e i suoi col-
laboratori hanno potuto localizzare in vivo questa riserva
di calcio iniettando in una fibra una esigua quantita di cal-
cio: dopo una contrazione transitoria, il muscolo si rila-
scia, grazie alla captazione del calcio iniettato; iniettando
allora nella stessa zona ossalato ed esaminando quindi al
microscopio elettronico la fibra fissata, si pud vedere che
il precipitato denso d’ossalato di calcio si ritrova esclusiva-
mente in una regione ben precisa del reticolo sarcoplasma-
tico longitudinale, e cio nelle dilatazioni sacculari o cisterne
che sono accollate ai tubuli trasversali ¢ formano con essi
le triadi a livello di ogni linea Z, o dei limiti tra le bande A
el (v. figg.3e7).

Il calcio intracellulare, dunque, si accumula nelle imme-
diate vicinanze delle strutture che portano l’eccitazione in
profondita (per cio che riguarda la funzione dei tubuli tra-
sversali, v. A.F. Huxley e Taylor, 1958). Si pensa che la depo-
larizzazione delle membrane dei tubuli trasversali, duran-
te il potenziale d’azione, aumenti la permeabilita al calcio
delle cisterne e/o inibisca transitoriamente il sequestro del
calcio, provocandone cosi I'improvvisa liberazione nel sar-
coplasma.

Alcuni studi autoradiografici avevano gia dimostrato che
il #Ca dei muscoli fissati durante contrazione si ritrovava
distribuito in tutto il sarcomero, mentre a riposo €sso era
concentrato a livello della triade (v. Winegrad, 1965). Tut-
tavia la piu chiara dimostrazione della liberazione fisiolo-
gica di calcio ¢ stata data da Ashley e Ridgway (v., 1968).
Questi autori iniettarono in una fibra gigante di Balanus
(del diametro di 2 mm) una soluzione di equorina — una
proteina isolata da alcune meduse della costa occidentale
degli Stati Uniti — che reagisce in presenza di calcio ioniz-
zato con emissione di luce, comportandosi come un indica-
tore ideale per studiare, misurando la luce emessa, la cine-
tica della liberazione di ioni Ca®* nella fibra durante I’ecci-
tazione (v. BIOLUMINESCENZA). I risultati dei loro esperi-
menti sono riprodotti nella fig. 24, che permette di analiz-
zare i rapporti temporali tra depolarizzazione della mem-
brana, liberazione del Ca?* e sviluppo della tensione mec-
canica. Si vede che I’emissione di luce, che denota ’aumento
del tasso di Ca?* sarcoplasmatico, segue la depolarizzazione,
ma precede la comparsa della tensione. Prolungando la de-
polarizzazione si prolunga e aumenta I’emissione luminosa,
come anche la forza sviluppata. Il massimo di emissione lu-
minosa corrisponde alla velocitd massimale di ascesa della
tensione. Poco dopo l'inizio della ripolarizzazione, 'inten-
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Figura 24. - Registrazione simultanea del potenziale di membrana (1)
(depolarizzazione verso I’alto), dell’emissione di luce (2) e della tensio-
ne meccanica (3) di una fibra muscolare di Balanus, iniettata con equo-
rina e depolarizzata per tempi di durata crescente (A, B, C, D). Ca-
librazione nell’angolo superiore destro; verticalmente, per la traccia
del potenziale di membrana, 1,20 mV; per I’intensitd luminosa, 1,9 X
X 107 lumen; per la tensione, 5 g; orizzontalmente, 100 ms. (Da
Ashley e Ridgway, 1968).

sita luminosa comincia a decrescere; essa ritorna al livello
di partenza quando la tensione raggiunge il massimo. Al
momento della contrazione, il tasso di Ca?+ sarcoplasmati-
co ¢ dunque ritornato molto basso, il che implica che il cal-
cio & di nuovo legato, ora sulle molecole di troponina, lungo
i filamenti secondari.

La liberazione di calcio nel sarcoplasma non ¢ tuttavia
sufficiente a provocare la contrazione; il calcio deve rag-
giungere, senza dubbio per diffusione, la regione del sarco-
mero dove i filamenti di actina e di miosina si sovrappongo-
no (nella banda A). Questo & stato dimostrato iniettando
con una micropipetta una quantita di Ca?+ assai piccola in
diversi punti del sarcomero di una miofibrilla isolata; in
tali condizioni, si ottiene contrazione solo se il Ca?*+ & ap-
plicato nella zona di sovrapposizione (v. Gillis, 1969; v.
fig. 25). Quest’ultima fase dell’attivazione si basa dunque
sulla diffusione, che & un processo molto lento su scala ma-
croscopica; nel caso del muscolo, tuttavia, la distanza da
percorrere ¢ ridotta agli 1-2 pm che separano le cisterne
dalla zona di sovrapposizione, e viene percorsa in appe-
na qualche millisecondo.

1 rilasciamento per mezzo dellaricaptazione del calcio.~La
liberazione di calcio dalle cisterne & un evento molto rapido,
al pari dei fenomeni di depolarizzazione da cui dipende. Se
non sopravviene un nuovo potenziale d’azione, il calcio li-
berato ¢ rapidamente ‘ripompato’ finché la sua concentra-
zione sarcoplasmatica diviene insufficiente a togliere 1’ini-
bizione che la tropomiosina nativa esercita sull’actomiosi-
na. Si & potuto valutare che I’attivita della pompa & tale che
tutto il calcio liberato con un’eccitazione pud essere rica-
ptato in 100 ms, cio che spiega molto bene il tempo di rila-
sciamento della scossa (v. Ohnishi ed Ebashi, 1964).

4. Le proprietda meccaniche.

L’eccitazione trasforma una fibra flessibile in un corpo duro
che tende a contrarsi. L’accorciamento e lo sviluppo di una
forza costituiscono i due aspetti estremi della contrazione
muscolare: essi sono generalmente associati ogni volta che
la fibra cambia lunghezza effettuando un lavoro meccanico
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contro una forza o una resistenza esterna. Queste proprieta
meccaniche si studiano con miografi di diverso tipo: quelli
che permettono di valutare la forza del muscolo a lunghezza
costante (condizioni isometriche) e quelli che misurano i
cambiamenti di lunghezza (e la loro velocita) a forza co-
stante (condizioni isotoniche); gli ergometri, infine, permet-
tono di misurare il lavoro nelle condizioni piu realistiche,
quando la forza e la lunghezza variano nello stesso tempo.

a) Reologia della fibra muscolare.

1l modello a tre componenti. — Il meccanismo contrattile,
costituito dal sistema dei filamenti a scorrimento descritti
nel cap. 2, fa parte di una struttura complessa, ogni elemen-
to della quale possiede certe proprietd meccaniche che in-
teressano la funzione muscolare. Secondo Hill (v., 1949) si
possono distinguere tre principali componenti (v. fig. 26):
il meccanismo contrattile propriamente detto (C), alcuni
elementi elastici (ES) con i quali il meccanismo ¢ in serie, e
altri elementi (EP) con i quali & in parallelo. L’esatta posi-
zione e la natura di queste componenti elastiche non sono
note. Tra gli elementi in serie, bisogna considerare non solo
i tendini e gli eventuali sistemi di unione con gli apparecchi
di misura, ma anche alcune parti dello stesso meccanismo
contrattile, come le linee Z e, senza dubbio, i ponti che uni-

Figura 25. — Applicazione di Ca?* in diversi punti di una miofibrilla
di granchio (sarcomero gigante), isolata in un mezzo contenente ATP.
A seconda dei punti di applicazione sono riportate, in unita arbitrarie,
le quantita di Ca®* necessarie per provocare una contrazione visibile
al microscopio. (Da J. M. Gillis, Le role du calcium dans le controle
intracellulaire de la contraction musculaire, Louvain 1972).
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Il modello a tre componenti ipotizzato da Hill. C, sistema
somerastile; ES, elementi elastici in serie; EP, elementi in parallelo
:2 ricoprono gli elementi in serie. (Da Sandow, 1952, per
pems= concessione della casa editrice Williams and Wilkins, Baltimore).

=0 lz miosina all’actina. Ai valori massimi di forza svi-
ztz durante la contrazione, queste strutture possono
rsi per una quota pari al 3% della lunghezza della
riposo; € a questa quota bisogna aggiungere dal 2
2 37 tenendo conto dei sistemi esterni di registrazione.
Trz gli elementi in parallelo devono essere considerati i
wzppi fibrosi dei fasci muscolari e 1 sarcolemmi di ogni
===, rinforzati dalla trama di fibre connettivali; ma questi
si=menti intervengono soltanto a partire da un allungamen-
“o pari al 20-30% della lunghezza a riposo. Non bisogna
=olire trascurare il sistema dei tubuli longitudinali del re-
wzolo sarcoplasmatico.

Quanto al meccanismo contrattile, esso certamente svol-
ge un’importante funzione nella contrazione; ma gia a ri-
poso, benché sia perfettamente estensibile grazie all’azione
plastificante dell’ATP, lo scorrimento di milioni di miofila-
menti contribuisce senza dubbio ai fenomeni viscosi e pla-
stici che stiamo per descrivere, soprattutto ai grandi allun-
gamenti durante i quali questi filamenti si accostano.

I fenomeni elastici a riposo. — La fibra a riposo presenta
le proprieta elastiche molto imperfette di una gomma mal
vulcanizzata. Lo stiramento genera una tensione passiva
progressivamente crescente della quale sono responsabili
soprattutto gli elementi in parallelo (tensione di riposo). W.
O. Fenn ha paragonato a un tessuto di lana lavorato a ma-
glia queste strutture, formate da fibrille intrecciate: per ogni
grado di estensione, nuove fibrille si orientano nel senso del-
la trazione e partecipano alla resistenza: da cid deriva un
andamento esponenziale del diagramma tensione-estensio-
ne a riposo (v. fig. 29, curva 1).

La tensione di riposo non dipende solo dallo stiramento,
ma anche dalla sua velocita (viscosita) e dai trattamenti su-
biti in precedenza dalla fibra (plasticita). Se si sottopone
bruscamente una fibra a un carico, essa si allunga in due
fasi, ’'una quasi istantanea, 1’altra pilt o meno ritardata: ¢
il fenomeno dello ‘scorrimento’ (v. fig. 27A). Quando si to-
glie il carico, ’accorciamento elastico presenta due fasi cor-
rispondenti e alla fine persiste una deformazione permanen-
te. Reciprocamente, 1’estensione rapida di una fibra deter-

Figura 27. — A, curva di scorrimento: al tempo ¢ = #,, un carico o, & applicato bruscamente alla fibra. La fibra si allunga in due fasi: dap-
prima istantaneamente, poi pill lentamente durante la sollecitazione. Al tempo ¢ = #, si toglie il carico: la fibra si accorcia istantaneamente,
poi pill lentamente (recupero). Sussiste tuttavia un allungamento permanente &,. Si possono distinguere quattro tipi di deformazione: una
deformazione istantanea reversibile (E;), una deformazione istantanea irreversibile (P), una deformazione ritardata reversibile (E,), una de-
formazione ritardata irreversibile (7). B, curva di rilasciamento: al tempo ¢ =f,, la fibra & bruscamente allungata di é&,. Si osservano feno-
meni analoghi a quelli descritti in A, se il campione & allungato bruscamente: la tensione (ritenzione) & massimale alla fine dello stiramen-
to, poi diminuisce (rilasciamento) sebbene permanga la deformazione. Un accorciamento diminuisce la tensione, che pud tuttavia aumentare
di nuovo dopo la fine del movimento.
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Figura 28. — Scossa (a), sommazione (b) e tetano incompleto (c). Le

frecce corrispondono alle eccitazioni. (Da Buchthal e Sten-Knudsen,

1959, per gentile concessione della New York Academy of Sciences,
New York).

mina un aumento immediato della tensione elastica, seguito
da una lenta caduta verso un valore pill basso: questo ¢ il
fenomeno del ‘rilasciamento della costrizione’ (v. fig. 27B).
La tensione finale non & una semplice funzione della lun-
ghezza: per una medesima lunghezza finale della fibra, la
tensione € sempre pill elevata dopo un allungamento che
dopo un accorciamento: questo ¢ il fenomeno dell™isteresi
elastica’.

Questi fenomeni hanno notevole importanza soprattutto
nella fisiologia delle fibre muscolari lisce della parete dei vi-
sceri cavi, come I’intestino o la vescica, mentre svolgono un
ruolo di minor rilievo nei muscoli striati.

b) Sviluppo della contrazione.

La scossa. — E una risposta meccanica a un eccitamento uni-
co applicato al muscolo indirettamente, per mezzo del ner-
vo, o direttamente: la fig. 28 (curva a) ne descrive la forma
in condizioni isometriche di registrazione. Dopo un breve
periodo di latenza, dovuto alla conduzione nervosa e ai fe-
nomeni di accoppiamento tra eccitazione e contrazione, de-
scritti in precedenza, si sviluppa la tensione attiva. In una
prima fase, detta di contrazione, la tensione raggiunge un
massimo: & seguita poi da una seconda fase, detta di rila-
sciamento, durante la quale la tensione riprende il suo va-
lore di riposo. La fase di contrazione occupa pressappoco
un terzo della durata totale della scossa, durata che dipende
dal tipo di fibra muscolare. Nei Mammiferi, a 37 °C, si di-
stinguono le fibre muscolari lente e le fibre muscolari ra-
pide, le cui fasi di contrazione durano rispettivamente da
50 a2 200 ms e da 5 a 30 ms.

La scossa costituisce la forma normale di attivita del mu-
scolo cardiaco, ma in condizioni fisiologiche si verifica ec-
cezionalmente nei muscoli dello scheletro (riflessi tendinei
o fascicolazioni della tetania). Infatti gli impulsi nervosi
motori sono in generale costituiti da raffiche, e la ripeti-
zione delle eccitazioni modifica la risposta meccanica.

Sommazione e tetani. La durata del periodo refrattario
che segue il potenziale d’azione della fibra muscolare & assai
pil breve della durata della risposta meccanica. E percid
possibile rieccitare la fibra prima della scomparsa della ri-
sposta al primo stimolo. La curva b della fig. 28 mostra co-
me la nuova risposta si innesti sulla prima, con un processo
di sommazione; I'entitd della risposta combinata dipende
dall’intervallo tra i due stimoli. La ripetizione di questo
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meccanismo puo condurre a una risposta ancora piu forte
se molti stimoli si susseguono a intervalli sufficientemente
ravvicinati. Questo tipo di risposta, del tutto fisiologica, ¢
detta ‘tetano’ (v. fig. 28, curva c). 1l tetano & completo se la
frequenza di eccitazione ¢ sufficientemente elevata da far
scomparire le oscillazioni visibili della tensione. La frequen-
za di fusione & compresa tra 50 e 500/s a 37 °C.

La ripetizione degli impulsi permette al sistema nervoso di
prolungare la durata delle contrazioni e di mantenere una
tensione stabile. Questa pud raggiungere da due a quattro
volte la tensione massimale della scossa se il tetano € com-
pleto: la variazione di frequenza dei potenziali d’azione co-
stituisce dunque un meccanismo fisiologico di gradazione
delle contrazioni. Se in condizioni naturali non si osservano
oscillazioni della tensione paragonabili a quelle della fig. 28
(curve b e c), cio ¢ dovuto all’asincronismo dell’attivitd di
numerose unitd motrici che costituiscono il muscolo. Nel-
I’eccitazione artificiale, al contrario, tutte le fibre sono ecci-
tate simultaneamente.

11 concetto di stato di attivita. — Pud sembrare strano che
la tensione non raggiunga i suoi valori massimi che dopo
0,1 s dall’inizio della scossa, e ancora piu tardi durante il
tetano, mentre la liberazione del calcio all’interno della fibra
si verifica in alcuni millisecondi (v. cap. 3). Come pud es-
sere tanto ritardata ’attivazione delle proteine contrattili?
11 modello della fig. 26 chiarisce il paradosso: ’evoluzione
della tensione risulta dall’interazione tra il meccanismo
contrattile e gli elementi elastici che lo collegano alle inser-
zioni ossee o agli strumenti di misura. A lunghezze fisiolo-
giche, alle quali ’influenza degli elementi in parallelo ¢ tra-
scurabile, la tensione si manifesta all’esterno nella misura
in cui gli elementi elastici in serie sono stirati dal meccani-
smo contrattile che si raccorcia (v. Hill, 1949); orbene, la
velocita dell’accorciamento diminuisce quando la resistenza
incontrata aumenta. Secondo Hill, assai prima del culmine
della scossa il meccanismo contrattile passa rapidamente
dallo stato di riposo, in cui & plastico, allo “stato di attivitd’
completa, caratterizzato dai suoi due aspetti complementari:
capacita di esercitare una forza o di resistervi e capacita di
accorciarsi a una data velocita.

Numerosi dati convalidano questa ipotesi. Innanzitutto,
nel caso della scossa isometrica ¢ sufficiente stirare legger-
mente il muscolo verso la fine del periodo di latenza per ve-

Figura 29. — Diagramma tensione-lunghezza statico. La tensione (P)
e la lunghezza (/) sono misurate adottando come unita i loro valori
alla lunghezza della fibra muscolare ir situ. 1, tensione elastica di ri-
poso; 3, tensione totale sviluppata in tetano isometrico a ogni lun-
ghezza; 2, tensione attiva corrispondente alla differenza 3 — 1.
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a 30. — Tensione attiva sviluppata da un sarcomero, a diverse
ezze in um e in % di /,. La parte inferiore della figura indica in
—ado schematico la disposizione dei miofilamenti per alcune lunghezze
==siche. (Da E. J. Hanson e J. Lowy, Molecular basis of contractility
in muscle, in “British medical bulletin”, 1965, XXI, pp. 264-271).

Zzrlo sviluppare ¢ mantenere, dopo meno del 109, del tem-
20 normale di contrazione, una tensione vicina alla tensione
“=zanica: con tale manovra si & senza dubbio fatto econo-
—izzare al meccanismo contrattile lo stiramento degli ele-
—=nti elastici in serie. Inoltre in condizioni isotoniche, su-
2:20 dopo il periodo di latenza, ’accorciamento del musco-
o sartorio di rana eccitato inizia alla velocitd massimale;
ssta non & quasi aumentata dall’eccitazione tetanica, la
zuzle prolunga solamente la durata dell’accorcianiento. In-
=ne bisogna ricordare il fenomeno conosciuto sotto il nome
3i guick release recovery. Se durante il plateau di un tetano
wometrico si accorcia bruscamente la fibra di una frazione
Zella sua lunghezza iniziale, cosi da allentare gli elementi
=lastici in serie, la tensione si annulla per poi ristabilirsi se-
suendo una curva molto simile a quella dello sviluppo ini-
=zle della tensione: nella misura in cui I’attivazione &€ com-
oleta durante il plateau tetanico, questa osservazione dimo-
sira I’intervento degli elementi elastici in serie nel progres-
sivo sviluppo della tensione misurata.

Lo stato di attivita si stabilisce rapidamente ma non istan-
szneamente, e in molti tipi di fibra la ripetizione dell’eccita-
mento pud aumentare la sua intensitd. Secondo alcuni au-
tori, questa intensitd potrebbe essere influenzata dalle ma-
novre di distensione o di stiramento con le quali si cerca di
wzlutare lo stato di attivita. Il concetto & nondimeno utile
per interpretare le proprietd meccaniche dei muscoli.

c) La tensione tetanica.

Influenza della lunghezza della fibra. — La tensione sviluppata
Jurante la contrazione isometrica dipende in modo carat-
teristico dalla lunghezza della fibra al momento dell’eccita-
zione (v. fig. 29): raggiunge un massimo, compreso tra 2 e
4 kg per cm? di sezione, per lunghezze all’incirca corrispon-
denti alla lunghezza in situ (l,); per una lunghezza minore
decresce in modo regolare, e tende a zero per lunghezze
comprese tra 0,5 € 0,6 /,. A grandi lunghezze, la comparsa
della tensione di riposo complica la forma del diagramma
tensione-lunghezza (v. fig. 29, curva 1). Se gli elementi ela-
stici in parallelo non sono troppo rigidi, la tensione totale
inizia a diminuire a valori superiori a /, come nella fig. 29
(curva 3) e passa per un minimo prima di raggiungere la
tensione di riposo a grandi lunghezze. Il supplemento di ten-
sione provocato con I’eccitazione (v. fig. 29, curva 2) dimi-

nuisce dunque a lunghezze crescenti e raggiunge lo zero ver-
so 1,5-1,8 I,

L’influenza determinata dalla lunghezza delle fibre non
puod quasi manifestarsi nel caso dei muscoli scheletrici, nei
quali le disposizioni anatomiche limitano i movimenti in-
torno alla lunghezza ottimale, /,; al contrario essa ha un
ruolo importante nella fisiologia del muscolo cardiaco, poi-
ché & in parte responsabile della regolazione della gettata in
funzione dell’apporto di sangue venoso (legge di Starling
del cuore), la sola che sussista dopo trapianto cardiaco.
L’interpretazione della forma del diagramma costituisce un
grande successo della teoria dello scorrimento dei filamenti
sviluppata nel cap. 3. Infatti, se si ammette che la tensione
di riposo sia dovuta essenzialmente agli elementi elastici in
parallelo con il meccanismo contrattile, il contributo di que-
st’ultimo si ottiene facendo la differenza tra le curve 3 e 1
della fig. 29. Il risultato & piu evidente quando si pud misu-
rare la tensione attiva sviluppata da un solo sarcomero a
differenti lunghezze (v. Gordon e altri, 1966). Le fratture del-
la curva, nettamente osservate in queste condizioni (v. fig.
30, parte superiore), la dividono in quattro segmenti distin-
ti, corrispondenti a quattro tipi di rapporto e di interazione
tra i due sistemi dei miofilamenti. Il segmento di destra, il
piu semplice, esprime il disimpegno progressivo dei filamen-
ti, poiché la tensione sviluppata attivamente € proporzionale
al numero dei ponti formati. Il segmento orizzontale corri-
sponde alla regione nella quale questo numero di ponti re-
sta costante, essendo la regione centrale dei filamenti pri-
mari sprovvista di meromiosina pesante. A una lunghezza
minore la situazione & pit complessa: i filamenti di actina
penetrano inizialmente in una regione di miosina di polarita
opposta; successivamente 'estremita dei filamenti primari
viene a urtare contro le caratteristiche strutture della linea
Z. La parte inferiore della fig. 30 illustra bene queste diverse
situazioni, come pure le corrispondenti lunghezze del sar-
comero.

Influenza del movimento. — Il movimento influenza in mo-
do caratteristico la tensione sviluppata dalla fibra tetaniz-
zata. Con un ergometro ¢ facile imporre al muscolo un
cambiamento della lunghezza durante il plateau tetanico
misurando la tensione a ogni istante. La fig. 31 illustra sche-
maticamente i risultati. Si inizia stimolando la fibra a una
lunghezza media; la tensione si stabilizza al punto 1; senza
arrestare la stimolazione, si accorcia la fibra a velocitd co-

Figura 31. — Diagramma dinamico tensione-lunghezza. Le linee verti-

cali rappresentano le tensioni tetaniche (7) sviluppate a tre lunghezze

inferiori a /,. Le curve a linea continua rappresentano le tensioni so-

stenute durante un accorciamento (1-3'-4") o un allungamento (1-3-4)

a velocita costante durante una contrazione iniziata a una lunghezza
media.
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Figura 32. — Relazione forza-velocita (linea continua) e potenza-velo-
citd (linea tratteggiata) della fibra muscolare. Le tre grandezze sono
espresse come rapporto con il loro valore massimale.

stante. Dapprima la tensione decresce rapidamente (da 1
a 3') durante la distensione degli elementi elastici in serie,
successivamente in maniera pil lenta (da 3" a 4'). Alla fine
del movimento la tensione tende verso il valore isometrico
caratteristico della lunghezza breve (5') e cio € I'equivalen-
te del quick release recovery. La caduta di tensione durante
il movimento € tanto maggiore quanto piu rapida ¢ la ve-
locita; se si riporta in grafico la tensione (3) in funzione
della velocita del movimento, si ottiene una relazione ana-
loga al diagramma forza-velocita della fig. 32.

Durante I’accorciamento, la fibra produce lavoro spo-
stando la forza elastica registrata con 1’ergometro. Questo
lavoro, detto lavoro motore o positivo, & proporzionale al-
I’area compresa tra I’asse delle ascisse e la curva 1-3'-4’ della
fig. 31: & massimo quando la velocita ¢ molto bassa, poiché
la tensione mantenuta ¢ allora vicina alla curva delle tensio-
ni isometriche 1-5'.

La parte destra della fig. 31 corrisponde al caso in cui la
fibra viene stirata dall’ergometro nel corso della contrazio-
ne: la tensione meccanica (1-3-4) cresce in modo apprezza-
bile al di sopra della linea di equilibrio isometrico (1-5). In
questo caso, sono le forze esterne che effettuano lavoro sulla
fibra; tale lavoro, chiamato negativo o resistente, € molto
superiore al lavoro positivo che si produrrebbe durante un
corrispondente accorciamento. Cid spiega la differenza di
sforzo risentita da un soggetto a seconda che effettui un la-
voro motore o resistente, per esempio a seconda che si iner-
pichi lungo una corda o che ridiscenda alla stessa velocita:
poiché, a una determinata lunghezza, ogni fibra muscolare
attivata sviluppa una forza pill grande per 'allungamento
che non per I’accorciamento, il sistema nervoso deve reclu-
tare meno unita motrici durante il lavoro negativo che du-
rante il lavoro positivo. A questo fattore meccanico si ag-
giunge peraltro una differenza nella quantita di energia ero-
gata dalla fibra muscolare nei due casi (v. cap. 5).

d) La contrazione isotonica: la relazione forza-velocita.

I cambiamenti di lunghezza della fibra o del muscolo ecci-
tati si studiano meglio in condizioni isotoniche. In generale
si fa si che a riposo i pesi collegati al muscolo non possano
stirarne le fibre al di 1a della lunghezza in situ. In queste con-
dizioni ’aumento del carico ha tre effetti sull’accorciamen-
to: 1) I'inizio del movimento ¢ ritardato, nella misura in cui
il meccanismo contrattile deve inizialmente stirare gli ele-
menti elastici in serie finché la loro tensione equilibri il ca-
rico; 2) ’entita dell’accorciamento diviene sempre pil scar-
sa: infatti la parte sinistra del diagramma tensione-lunghez-
za isometrica (v. figg. 29 e 30) permette di prevedere la lun-
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ghezza finale in funzione del carico (v. Edman, 1966);
3) infine, dato ancor piu importante, la velocita del movi-
mento diminuisce in funzione del carico, secondo la carat-
teristica relazione illustrata nella fig. 32 (per il muscolo in-
tero: v. Fenn e Marsh, 1935; v. Hill, 1938; per la fibra iso-
lata, privata di membrana e stimolata con ioni calcio: v.
Podolsky e Teicholz, 1970; v. Julian, 1971).

La relazione forza-velocita presenta la stessa forma gene-
rale per tutte le fibre muscolari, lisce o striate. La velocita
(V) di accorciamento ¢ massima quando il carico ¢ nullo
(V,), e in tali condizioni sembra indipendente dalla lunghez-
za dei sarcomeri (v. Gordon e altri, 1966); essa tende a zero
quando il carico si avvicina alla forza isometrica (Py); tra
questi due estremi, la relazione rappresentata da una curva
ad andamento iperbolico ¢ ben descritta dall’equazione di
Hill: V = b(Py— P)/ (P + a), dove P ¢ il carico o la for-
za, P, la forza isometrica, a una costante di forza dell’or-
dine di (0,2 = 0,3) P,, b una costante di velocita che determi-
na la velocitd massima; in effetti, V, = bP,/a~4b.

Un tempo si attribuiva la forma di questa relazione alla
viscositd interna delle fibre muscolari. Attualmente sembra
pil probabile che essa dipenda dall’accoppiamento tra le
fonti di energia chimica e la struttura contrattile: il para-
metro b ha in effetti un coefficiente di temperatura elevato.
E soprattutto per questo parametro che le fibre si differen-
ziano: esso ha un valore all’incirca di 10 /y/s per le fibre del
bicipite brachiale dell’'uomo (v. Wilkie, 1950) e di solo
0,1 [y/s per il retrattore del pene della tartaruga a 20 °C.

La potenza meccanica, cio¢ la quantita di lavoro che la
fibra puo eseguire nell’unita di tempo, ¢ uguale al prodotto
Px V (forza sviluppata per velocita dell’accorciamento). La
potenza meccanica pud dunque dedursi direttamente dalla
relazione forza-velocita (v. fig. 32, linea tratteggiata); rag-
giunge un massimo quando la forza e la velocita hanno cia-
scuna pressappoco un terzo del loro valore massimale, che
rappresenta la condizione ottimale di lavoro per movimenti
di breve durata. La maggior parte degli strumenti o dei di-
spositivi sul tipo del cambio di rapporto di una bicicletta
tendono a realizzare queste condizioni.

5. Energetica della contrazione.

Nel senso fisico del termine, la fibra muscolare € una mac-
china che trasforma I’energia chimica in lavoro e in calore.
Il primo principio della termodinamica permette di dare
un’espressione quantitativa a questa asserzione (v. Wilkie,
1960). Se una certa reazione chimica (i) si accompagna a
una variazione di entalpia molare —AH,, il calore (Q) ¢ il
lavoro (W) prodotti dipenderanno dalle quantita dei sub-
strati m; utilizzati nei diversi tipi di reazioni chimiche possi-
bili secondo ’equazione

0+ W= —3m, AH,. 8)

Lo studio dei differenti termini di questa equazione permet-
te di stabilire il bilancio energetico delle entrate e delle usci-
te e di verificare cosi lo stato delle nostre conoscenze sul fun-
zionamento della fibra.

a) La produzione di calore (termogenesi).

11 calore costituisce la quota principale delle uscite nel bilan-
cio energetico della contrazione. Si sa che un intenso eser-
cizio muscolare provoca un riscaldamento generale dell’or-
ganismo e in certe condizioni le fibre muscolari sono pill im-
portanti come mezzi di termoregolazione che come effettori
meccanici: negli omeotermi ’incremento della termogenesi
muscolare pud compensare perdite di calore eccessive. Gra-
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Figura 33. — Registrazione simultanea della tensione meccanica (P)

e della produzione di calore (Q) durante una scossa muscolare a 0 °C.

Lo stimolo & applicato a sinistra. La tensione ¢ diretta verso il basso

e la produzione di calore ¢ misurata con un metodo elettronico respon-

sabile di un certo ritardo. Si distinguono nettamente i due picchi del

calore iniziale dopo il piccolo artefatto corrispondente al calore dello
stimolo. (Da Aubert, 1956).

zie alla sensibilita delle misure termometriche, ’analisi cine-
tica della termogenesi del muscolo isolato ha presto fornito
importanti indicazioni sull’intervento in successione delle
diverse possibili fonti di energia (v. fig. 36).

Calore iniziale e calore ritardato. — In condizioni di riposo,
il muscolo sviluppa calore in misura molto modesta: questo
metabolismo & senza dubbio espressione dell’attivita di
pompe ioniche che mantengono il gradiente Na-K ai due
lati della membrana cellulare e che trattengono il calcio a
livello del reticolo sarcoplasmatico (v. cap. 3).

L’eccitazione aumenta la termogenesi in modo esplosivo.
Fin dal 1913, Hill ha dimostrato che si ha aumento della
produzione di calore non solo durante la contrazione (calo-
= iniziale), ma anche durante un lungo periodo di tempo
successivo al rilasciamento, a un tasso progressivamente de-
crescente (calore ritardato). Quali che siano le condizioni
della contrazione, il calore postcontrazione & in costante
rzpporto con la produzione di energia (lavoro + calore ini-
zmzle), ed € a questa alquanto superiore (v. A.V. Hill, The
keat of..., 1939; v. Godfraind-De Becker, 1972). Cio induce
itenere che il calore ritardato sia il segno esterno di lente
=zzioni chimiche, capaci di ricaricare una riserva di ener-
=z immediatamente disponibile durante la contrazione;
1zle ipotesi & ampiamente verificata, perché in assenza di
zz=no (sostituito da azoto o reso inaccessibile a livello
2=llz catena respiratoria dal cianuro) non si alterano né la
zzione, né il calore iniziale (v. Weizsacker, 1914),
ire il calore ritardato cade a meno di un quarto del suo
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valore normale (v. Hartree e Hill, 1922). E dunque evidente

Qussiz ipotesi ¢ stata ulteriormente confermata con la de-
terminazione diretta del consumo di ossigeno del muscolo
isolato (v. D.K. Hill, 1940). Il calore ritardato, che sussiste in
assenza di ossigeno, scompare quasi completamente per ef-
fztto dello iodoacetato, veleno metabolico inibitore della gli-
lisi ma a2 suza volta non in grado di modificare il calore
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iniziale né la forma delle prime contrazioni (v. Lundsgaard,
1930; v. Hartree, 1931): la glicolisi pud dunque essere con-
siderata come uno dei processi di ristoro che hanno luogo
dopo la contrazione.

L’analisi del calore iniziale. — Durante una scossa, il calo-
re iniziale si manifesta in due fasi, corrispondenti rispettiva-
mente all’inizio e alla fine della contrazione (v. fig. 33). La
seconda fase, che accompagna il rilasciamento, sembra ave-
re un’origine fisica (v. Hill, 1953); essa rappresenterebbe un
effetto termoelastico e soprattutto la dispersione sotto for-
ma di calore dell’energia potenziale meccanica accumulata
negli elementi elastici messi sotto tensione (contrazione iso-
metrica) durante il sollevamento di un carico (contrazione
isotonica). 11 significato della prima fase & pilt complesso:
compare a meta del periodo di latenza, raggiunge il massi-
mo all’inizio del periodo meccanico e termina in coinciden-
za con ’apice della scossa. Questa evoluzione ricorda la ci-
netica dell’emissione luminosa dell’equorina e fa pensare
ai movimenti degli ioni Ca?* e all’attivazione del meccani-
smo contrattile che essi provocano. Per dissociare queste
due componenti, Smith (v., 1972) e Homsher e altri (v., 1972)
hanno misurato il calore iniziale dei muscoli estesi a lun-
ghezze superiori a /,, in modo da ridurre progressivamente
la zona di sovrapposizione dei due sistemi di filamenti e di
conseguenza il numero di ponti d’actomiosina capaci di
idrolizzare ’ATP. (Ricordiamo che in queste condizioni la
tensione meccanica sviluppata diviene sempre piu debole:
v. fig. 30). La fig. 34 mostra che il calore iniziale si puo ana-
lizzare in due frazioni: ’una, dell’ordine di 1 mcal/g, ¢ indi-
pendente dalla tensione sviluppata, permane alla lunghezza
maggiore e corrisponderebbe ai movimenti di ioni Ca2*;
Paltra, funzione della tensione cioe del numero di ponti at-
tivi, corrisponderebbe all’attivita ATP-asica dell’actomio-
sina.

Durante il tetano il meccanismo contrattile € mantenuto
in stato di attivita dalle eccitazioni che si susseguono; com-
pare allora una nuova componente, detta calore di mante-
nimento, funzione della durata dell’eccitazione (v. Hartree
e Hill, 1921; v. Abbott, 1951). Questo flusso continuo di
energia dipende dalla lunghezza del muscolo, o piuttosto

Figura 34. — Calore iniziale di una scossa in funzione della tensione

sviluppata. Muscolo sartorio di rana a 0 °C. Il cambiamento di ten-

sione € provocato da un cambiamento di lunghezza (v. figg. 25 e 29).
(Da Homsher e altri, 1972).
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Figura 35. - Analisi della produzione di calore (Q, in gcm/s) e del
lavoro (W) durante un tetano di 10 secondi. Muscolo sartorio di rana
a 0 °C. L’intervallo di analisi & di 0,65, salvo che durante la messa in
tensione e il rilasciamento, nel qual caso ¢ di 1s. Tre contrazioni: 1, iso-
metrica a / = 31 mm (linea sottile); 2, isometrica a / = 24 mm (linea
tratteggiata); 3, accorciamento lento di 7 mm tra queste due lunghezze,
dal,5sfino a 6,5 s (linea spessa). Il supplemento di calore legato all’ac-
corciamento e il lavoro ricavato all’ergometro sono indicati con trat-
teggi. P, tensione meccanica.

dalla tensione sviluppata (v. Aubert, 1956), come il calore
iniziale (v. fig. 34); si pensa che alla lunghezza in situ esso
esprima in parte (circa il 25%) I’attivita della pompa del cal-
cio e in parte (circa il 75%) la ripetizione dei cicli di salda-
tura e di rottura dei ponti di actomiosina (v. Woledge, 1971;
v. Homsher ¢ altri, 1972). E interessante notare che il calore
di mantenimento ¢ pili grande nelle fibre piti rapide (v. A.V.
Hill, 1939): in prima approssimazione, la sua intensita di
regime ¢ uguale al prodotto delle costanti @ e b dell’equa-
zione forza-velocita (v. fig. 32; v. cap. 4, § d).

L’effetto Fenn e il calore di accorciamento. — Fin dagli
anni venti, Fenn (v., 1923) aveva osservato che se un musco-
lo poteva accorciarsi e compiere un lavoro durante la con-
trazione, la sua produzione di energia (calore - lavoro)
era maggiore rispetto a una contrazione isometrica della
stessa durata; quando invece il muscolo era stirato a forza
e sottoposto a un lavoro negativo (v. fig. 31), la produzione
di energia diminuiva. Questa osservazione fondamentale
- alla quale rimane legato il nome del suo autore — dimo-
strava D’esistenza di uno stretto accoppiamento tra i feno-
meni meccanici e la sorgente di energia chimica, che ora
viene spiegato con I'intervento del’ ATP a livello dei ponti
che uniscono i miofilamenti (v. A.F. Huxley, 1957). L’ana-
lisi cinetica ha rivelato che la termogenesi stessa era incre-
mentata durante I’accorciamento, proporzionalmente alla
velocitd di quest’ultimo; il piccolo supplemento di calore
cosi liberato si chiama calore di accorciamento (v. Hill,
1938 e 1964; v. Aubert e Lebacq, 1971). La fig. 35 illustra
tale analisi; il contributo del calore di accorciamento e quel-
lo del lavoro meccanico all’effetto Fenn sono indicati dal
tratteggio.

b) Le reazioni chimiche della contrazione muscolare.

La fig. 36, che riassume le principali reazioni che interven-
gononella contrazione muscolare, mette in evidenza il ruolo
centrale dell’adenosintrifosfato (ATP); a sinistra sono sche-
matizzate le vie di utilizzazione del’ATP, a opera della
pompa del calcio da una parte (v. cap. 3) e del meccanismo
contrattile dall’altra (v. capp. 2 e 4; v. cap. 5, § a); a destra
sono riportate le modalita di rifosforilazione dell’ATP idro-
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lizzato, con alcune importanti tappe storiche e gli inibitori
piu utilizzati nello studio del metabolismo muscolare. Tutte
queste reazioni non si compiono pero alla stessa velocita;
¢ percid conveniente esaminare separatamente le reazioni
che sono fonte di energia immediata e i processi tardivi di
ristoro.

La prima reazione fonte di energia prontamente utilizza-
bile ¢ la cosiddetta reazione di Lohmann, che riguarda il
sistema ATP-PC. Gli esperimenti in vitro sulle proteine con-
trattili e i modelli glicerinati, di cui abbiamo trattato in pre-
cedenza, hanno indotto da tempo a ritenere che la defo-
sforilazione dell’ATP in ADP e fosfato inorganico a opera
dell’attivitd enzimatica specifica dell’actomiosina & la rea-
zione che fornisce ’energia necessaria al meccanismo con-
trattile. L’entalpia molare di questa reazione & elevata; essa
viene valutata in —11 kcal/mole. Conoscendo il calore pro-
dotto dal muscolo durante la contrazione, si pud dunque
calcolare la quantita di ATP che deve essere idrolizzata per
produrlo. Il paradosso ¢ che nel muscolo intatto isolato non
si osservano variazioni apprezzabili del tasso di ATP, se
non nel caso di contrazioni prolungate. Durante le scosse o
1 tetani brevi il tasso di ATP resta costante e si osserva sol-
tanto una diminuzione della fosfocreatina (PC) muscolare
(v. fig. 37). Nel 1934 Lohmann propose una spiegazione di
tale paradosso: in base all’osservazione che un omogenato
di fibre muscolari pud idrolizzare la fosfocreatina in creati-
na e fosfato inorganico soltanto in presenza di ATP, svol-
gendo quindi il ruolo di cofattore, egli prospettd I'ipotesi
che le proteine del muscolo non possano idrolizzare diret-
tamente la PC, ma scindano ’ATP in ADP e fosfato inor-
ganico (P;):

ATP — ADP + P,. )

L’ADP formato ¢ rifosforilato a spese della PC, con risin-
tesi di ATP e liberazione di creatina, C:

ADP + PC = ATP + C. 10)
L’enzima responsabile di questa transfosforilazione, la
creatinafosfochinasi (CPK) o ATP-PC-transfosforilasi, &
abbondante nel muscolo e molto attiva. In base a questi
processi metabolici ¢ possibile spiegare la costanza del tasso
di ATP nel corso della contrazione: I’ATP, defosforilato
dalle proteine contrattili e dalla pompa del calcio del reti-
colo sarcoplasmatico, si riforma immediatamente a spese
della fosfocreatina (v. BIOENERGETICA € FOSFORILAZIONE
OSSIDATIVA).

La fosfocreatina appartiene a una classe di sostanze, chia-
mate fosfageni dagli Eggleton (v., 1927), la cui struttura &
stata delucidata nello stesso periodo da Fiske e Subbarow
(v., 1927): si tratta di composti fosforilati di un derivato
della guanidina, che nei Vertebrati & sempre la creatina, ma
puo essere diverso in altri phyla (negli Insetti e Molluschi
¢ l’arginina, nei Vermi la lombricina, nei Policheti la ofelina,
ecc.). Senza essere specifici delle fibre muscolari, questi fo-
sfageni vi si trovano in concentrazione maggiore che in tutti
gli altri tessuti, specialmente nei muscoli striati dello sche-
letro (da 10 a 30 pmoli/g). La loro importante funzione &
quella di costituire una riserva, in quanto il loro gruppo fo-
sforico puo essere trasferito senza perdita di energia apprez-
zabile al’ATP (v. Lipmann, 1941).

E stato difficile dimostrare ’esattezza dell’ipotesi di Loh-
mann. In un primo gruppo di esperimenti si & tentato di di-
mostrare che il tasso di rinnovamento del’ATP aumentava
durante la contrazione. Se la fibra & immersa in una soluzio-
ne artificiale (di Ringer) contenente fosfato radioattivo
(®*P), ci si pud aspettare che Dattivitd specifica in 32P
del’ATP aumenti dopo il passaggio del ?*P; nella cel-
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Figura 36. — Utilizzazione e produzione di ATP nella fibra muscolare in contrazione. W e Q rappresentano rispettivamente il lavoro e il
calore prodotti. (Da Maréchal, 1972).

Iulz, e che questa attivita sia maggiore di quella della PC
perché il fosfato deve passare obbligatoriamente per I’ATP
omma di raggiungere la PC. Durante la contrazione si do-
wrebbe osservare una diminuzione dell’attivita specifica in
- deH’ATP poiché I’ATP ¢ risintetizzato a spese della PC,
che & meno radioattiva. In realta il fosfato attraversa cosi
lzmizmente la membrana muscolare che tutte le sostanze
fosforilate intracellulari sono in equilibrio isotopico: il
oroblema non pud dunque essere risolto in questo modo.
S: ¢ zllora tentato di utilizzare H,'®O, che ha il vantaggio di
pencirare nella fibra molto pit rapidamente del fosfato.
_—mche in questo caso, pero, quasi non vi ¢ differenza tra le

suiwita specifiche del’ATP e della PC in 80, differenza che
2zl r=sto non ¢ influenzata dalla contrazione (v. Flecken-

sizin ¢ altri, 1960). Tali risultati si interpretano facilmente
5= s ammette che 'enzima di Lohmann, che catalizza la

zzzone (I0), sia molto attivo, e cheil gruppo fosforico ven-
2= scambiato rapidamente tra ’ATP e la PC.

E stata in definitiva I’analisi chimica diretta del muscolo
che hz consentito di dimostrare, utilizzando due nuove
tzcniche d'indagine, la validita dell’ipotesi di Lohmann. La
prima nuova tecnica consiste nel fissare 'immagine chimi-
cz’ ¢zl muscolo, 2 un dato momento della contrazione, me-
nis rzpida immersione in un liquido refrigerante a tem-
molto bassa (isopentano a —160 °C; v. Mom-
Suulh‘ng. 1955). La seconda tecnica (V. Cain e
2) consiste nell’inibire selettivamente I’enzima di

Lohmann mediante I’1-fluoro-2, 4-dinitrobenzene o FDNB,
un reattivo classico per i gruppi —NH, terminali delle pro-
teine. Il muscolo striato immerso in FDNB 0,4 mM con-
serva la propria contrattilita ed eccitabilita per 1-3 ore.
L’FDNB blocca senza dubbio altri enzimi muscolari, co-
me indicano una produzione spontanea di acido lattico e
un’inibizione del consumo di ossigeno, ma non sembra in-
terferire con il meccanismo fondamentale della contrazione.
Un muscolo eccitato in queste condizioni idrolizza 'ATP,
anche dopo una sola scossa, mentre il tasso di PC resta
costante, anche dopo un tetano.
La reazione miochinasica ¢ una seconda forma immediata
di ricostruzione dell’ATP idrolizzato:
2 ADP = ATP + AMP. n
Questa reazione di transfosforilazione catalizzata dall’en-
zima miochinasi (v. Kalckar, 1944) permette ’utilizzazione
del secondo gruppo fosforico del’ATP nei casi estremi in
cui gli altri sistemi di recupero dell’ATP non sono piu suffi-
cienti, come per esempio dopo intossicazione del muscolo
con FDNB (v. Davies, 1965; v. Dydynska e Wilkie, 1966;
v. Maréchal e Beckers-Bleukx, 1966), o dopo tetanizzazione
prolungata (v. Canfield e altri, 1973). La reazione miochi-
nasica € reversibile; ma ’AMP formato non si accumula
mai, perché ¢ subito deamminato a inosinmonofosfato,
IMP (v. fig. 37), con formazione di ammoniaca secondo la
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reazione:-

AMP — IMP + NH,. (12
Nelle fibre muscolari striate i due enzimi miochinasi e
AMP-deamminasi sono abbondanti, molto attivi e difficil-
mente separabili dalla miosina. Attualmente, la loro preci-
sa funzione non ¢ ben chiara. In particolare, & incerto il
fatto che la deamminazione dell’adenosina possa svolgere
una funzione essenziale nella contrazione, poiché le fibre
muscolari lisce di Taenia coli della cavia sono prive di 5-
AMP-deamminasi.

La reazione di Lohmann spiega bene i fenomeni osservati
durante una contrazione di breve durata: il tasso di ATP
non cambia quasi, mentre il tasso di PC diminuisce. Resta
da spiegare come le riserve di PC possano ricostituirsi dopo
la contrazione, e perché durante una serie di contrazioni
ripetute, dopo una caduta iniziale, il tasso di PC si stabiliz-
zi a un livello pressappoco stazionario. La comune inter-
pretazione di queste due osservazioni si basa sui meccanismi
pil lenti di ristoro, ricordati a proposito del calore ritardato,
e capaci di rifosforilare ’ADP ad ATP. Per inversione della
reazione (10), ogni sorgente di ATP ¢& capace di ristabilire il
tasso di PC. Queste tardive reazioni di ristoro, di importan-
za generale per tutte le cellule viventi, sono descritte in det-
taglio in altri articoli di questa enciclopedia (v. METABOLI-
SMo: Metabolismo dei carboidrati, FOSFORILAZIONE OSSI-
DATIVA, BIOENERGETICA); noi ci limiteremo a descriverle
brevemente.

In presenza di ossigeno ogni frammento organico a due
atomi di carbonio pud subire 1'ossidazione completa a li-
vello dei mitocondri. Attraverso il ciclo degli acidi tricar-
bossilici (ciclo di Krebs) € la catena dei trasportatori di elet-
troni, ’ossidazione di ciascun frammento a due atomi di
carbonio ¢ accoppiata alla fosforilazione di 15 molecole di
ATP. I mitocondri sono abbondanti nelle fibre muscolari,
specialmente in quelle ‘rosse’ (tipo 1), adattate alle attivita
fisiche prolungate, e in quelle di tipo ‘intermedio’ (tipo 2A),
adattate alle attivita toniche (v. Close, 1972).

Tra le fonti di frammenti ossidabili figurano gli acidi
grassi non esterificati; ma se I’attivitd delle fibre scheletriche
¢ intensa, la fonte principale di frammenti bicarboniosi & il
metabolismo dei glucidi. Ogni unitd glucosidica & subito

Figura 37. — Variazioni della concentrazione di alcuni importanti me-

taboliti durante tetani di durata crescente. Muscolo sartorio di rana

a 20 °C. I valori riscontrati sono stati riferiti alla quantita di creatina

totale, per ridurre la dispersione delle singole determinazicni. Ogni

punto rappresenta la media di numerose determinazioni. L’errore

standard della media ¢ indicato da un tratto verticale. (Figura gentil-
mente fornita da P. Canfield e G. Maréchal).
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scissa in due molecole di piruvato attraverso il ciclo di Emb-
den-Meyerhof; queste molecole subiscono successivamen-
te I'ossidazione completa, dando complessivamente circa
39 molecole di ATP per unita di esosio. Grazie a questo ele-
vato rendimento delle fosforilazioni ossidative, le riserve di
glicogeno della fibra (da 10 a 20 g/kg di muscolo) possono
assicurare molte migliaia di contrazioni a condizione che
Papporto di ossigeno sia sufficiente. Secondo Margaria e
collaboratori ¢ la capacita di trasporto della circolazione
sanguigna, piuttosto che Pattivitd dei mitocondri, a costi-
tuire il fattore limitante delle ossidazioni in situ. Questo tut-
tavia non impedisce un certo recupero di ATP grazie alla
glicolisi anaerobia. Infatti, in assenza di ossigeno, muscoli
isolati si contraggono normalmente, ma accumulano acido
lattico (v. Fletcher ¢ Hopkins, 1907). La formazione di pi-
ruvato non ¢ in linea di principio diversa in anaerobiosi, se
non per il fatto che un coenzima indispensabile, il nicotin-
adenin-dinucleotide o NAD, ¢ ridotto a un certo stadio a
NADH e diventa indisponibile in assenza di una riossida-
zione che si compie attraverso le fosforilazioni ossidative.
Esiste tuttavia una reazione reversibile che, sostitutivamen-
te, puod rigenerare il NAD:

piruvato + NADH = lattato + NAD. (13)

La reazione (13) permette di mantenere la glicolisi, ma in
tali condizioni solo 3 ATP (invece di 39) sono rifosforilati
per ciascuna unita di esosio consumato. Le riserve di glico-
geno sono dunque utilizzate in modo molto meno efficace,
soprattutto perché ’accumulo di lattato tende a frenare la
glicolisi.

La glicolisi anaerobia permette alla fibra muscolare di so-
stenere punte di attivitd intensa, superiori alle possibilita
del sistema di rifornimento in ossigeno. Essa ha luogo so-
prattutto nelle fibre a scossa rapida, ditipo “bianco’ (tipo 2B),
e la sua elevata velocita compensa in parte il suo debole ren-
dimento energetico: infatti la velocita di formazione di ATP
¢ dell’ordine di 300 moli di ATP per kg per ora mediante la
glicolisi, rispetto alle 174 ottenibili con le ossidazioni com-
plete (v. Jobsis, 1963). E 'aumento locale del tasso di ADP
che sembra controllare I’attivazione della glicolisi. Pare che
la regolazione si realizzi a livello di tre enzimi chiave: 1’eso-
chinasi (che catalizza la fosforilazione del glucosio a gluco-
sio-6-fosfato), la fosforilasi (che catalizza il distacco di un’u-
nita glucosidica dal glicogeno), e la fosfofruttochinasi (che
catalizza la fosforilazione del fruttosio-6-fosfato a frutto-
sio-1,6-difosfato; v. Helmreich e Cori, 1965). Quanto al-
I’energia ancora disponibile nel lattato, essa non viene spre-
cata: una quota rilevante di questo abbandona la fibra mu-
scolare, entra nel circolo sanguigno e verra ossidata a livello
del cuore e del fegato o ricombinata a glicogeno epatico
(ciclo di Cori); la quota che rimane nella fibra pud essere
ossidata per inversione della reazione (I3) appena I’ossi-
geno ritorna disponibile; infine & possibile che una quota
venga posta in riserva sotto forma di glicogeno muscolare
(v. Meyerhof, 1920; v. Bendall e Taylor, 1970).

La glicolisi anaerobia & considerata una reazione tardiva
di ristoro dell’ATP, alla pari delle fosforilazioni ossidative,
come hanno dimostrato le fondamentali ricerche di Lunds-
gaard (v., 1930): un muscolo senza ossigeno e avvelenato
dallo iodoacetato (IAA) a debole concentrazione non forma
pil piruvato o lattato, ma puo ancora sviluppare un centinaio
di scosse praticamente normali o un tetano di molti secondi
prima di passare allo stato di rigor per scomparsa del’ATP.

¢) Bilancio energetico della contrazione.

11 bilancio termodinamico completo conforme all’equazione
(8), stabilito tenendo conto di ‘tutte’ le reazioni biochimi-
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he che accompagnano o seguono la contrazione, non €

siato ancora calcolato, dato il grande numero delle rea-
zioni e per la complessita della loro evoluzione temporale.

Ma ¢ possibile semplificare il problema, in primo luogo tra-
scurando alcune reazioni che mobilizzano minime quantita
di energia (potenziale di azione); in secondo luogo, bloccan-
do le reazioni tardive di ristoro, glicolisi e ossidazioni, con
i mezzi che abbiamo appena descritto (muscolo in am-
biente di azoto e intossicato con I'TAA); infine rallentando
la velocita delle reazioni iniziali: tale condizione si pud
ottenere scegliendo muscoli lenti (muscoli di tartaruga), o
raffreddando il muscolo a 0 °C, o anche combinando le
due cose.

In queste condizioni, la sola reazione importante che si
osserva durante la contrazione ¢ I’idrolisi della fosfocreati-
na, PC, a creatina, C, e fosfato inorganico, P;:

0,

PC —P; + C. (14)
Questo risultato si interpreta facilmente alla luce delle
reazioni (9) e (10): ’ATP idrolizzato dalle proteine contrat-
tili &€ immediatamente rifosforilato a spese della fosfocrea-
tina.

La quantita di PC idrolizzata dipende da un gran numero
di fattori, e principalmente dalla durata e dal numero delle
contrazioni, oltre che dalla produzione di lavoro. Durante
una serie di scosse isometriche, il tasso di PC diminuisce
proporzionaimente al numero di scosse (0,28 micromoli per
grammo di sartorio di rana a 0 °C e per scossa: v. Carlson
e Siger, 1960). Nel caso di tetani isometrici, 1'idrolisi di PC
& proporzionale al numero di tetani e alla loro durata totale,
esattamente come nel caso della produzione di calore ini-
ziale (v. Maréchal, 1964). Se il muscolo pud accorciarsi,
I'idrolisi aumenta proporzionalmente al supplemento di
energia liberata: ¢ I’equivalente chimico dell’effetto Fenn.
Infine se il muscolo & stirato e subisce un lavoro negativo,
”'dtolisi diminuisce. La fig. 38 mostra che in tutti questi
1 idrolisi di PC, valutata almeno 30 secondi dopo la fine

contrazioni, & proporzionale alla somma del lavoro e
calore, secondo ’equazione (&) che in questo caso si
.

Q + W=— mPcAHpc. (15)

Lz pendenza della retta corrisponde a un’entalpia molare

zle valore, che oscilla tra 9 e 14 secondo gli autori, non
sembra a prima vista molto differente da quello ottenuto
= witro dai biochimici. Questo accordo potrebbe suggerire
on vi & possibilita di prospettare altre reazioni iniziali
dalla reazioni (9) e (10); cid nonostante sono so-
venute di recente alcune difficoltd. Anzitutto, secondo

ge tenuto conto di tutte le reazioni avventizie, ’en-

al/mole. In secondo luogo, sembra che I’idrolisi di PC

roppo debole durante le prime scosse di una serie, pro-
pEio cueHe che liberano la maggior quantita di energia (v.
Spronck, 1965).

Lo stesso sfasamento tra la produzione di calore e
irolisi di PC ¢ stato osservato durante i primi secon-
1 di un tetano (v. Gilbert e altri, 1971). Infine, su musco-
1 ossicati con FDNB, Kushmerick e altri (v., 1969) tro-
e un’idrolisi di ATP insufficiente a splegare la
di calore teorico. Per tutte queste ragioni, ¢ ne-
nsare alla possibilita di processi ancora scono-
1 I'esistenza di una sorgente di energia labile le-

teine muscolari, oppure ’associazione di un
‘.err;cc alla liberazione e alla fissazione del calcio

ponina.
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Figura 38. — La produzione di energia liberata dal muscolo (calore +

lavoro) ¢ direttamente proporzionale all’idrolisi della fosfocreatina

(4 PC), indipendentemente dalle condizioni di contrazione; i diversi

simboli si riferiscono a scosse o a tetani isometrici e isotonici. Muscolo

sartorio di rana a 0 °C, mantenuto in anaerobiosi e intossicato con io-
doacetato. (Da Wilkie, 1968).

6. I tipi di fibre muscolari.

Le analisi biochimiche ed energetiche dei muscoli striati
hanno dimostrato che, nei Mammiferi, esistono almeno due
grandi classi di fibre muscolari striate. Le fibre lente si con-
traggono in scosse di lunga durata (superiore a 50 ms), si
raccorciano lentamente (con una costante di velocita del-
I’ordine di 0,5-1 lunghezza di muscolo per secondo) e pos-
siedono un’actomiosina che idrolizza lentamente ’ATP.
Queste fibre sono ricche di mitocondri, di enzimi ossidativi
e di mioglobina, un pigmento rosso avido di ossigeno.

Le fibre muscolari rapide si contraggono in scosse brevi
(inferiori a 50 ms), si raccorciano rapidamente (con una
costante di velocita b dell’ordine di 2-4 lunghezze di mu-
scolo per secondo) e possiedono un’elevata attivita ATP-
asica. Esse sono ricche di enzimi glicolitici, e il loro conte-
nuto in mitocondri e in enzimi ossidativi permette di distin-
guervi due sottoclassi, rispettivamente le fibre che ne sono
ricche e quelle che ne sono povere. Inoltre le fibre ossida-
tive, ricche in mitocondri, sono abbondantemente provviste
di mioglobina, che conferisce loro un colore rosso; le fibre
muscolari poco ossidative, povere in mitocondri, quasi non
contengono mioglobina, e appaiono quindi di colorito qua-
si bianco.

Da quando ¢ divenuto possibile distinguere le fibre mu-
scolari mediante sicure reazioni istochimiche praticate su
biopsie muscolari, le suddette classificazioni hanno assunto
una notevole importanza in clinica. Di tali reazioni, la pil
importante ¢ quella detta ‘ad ATP-asi’ (v. Engel, 1962):
le sezioni, praticate su una biopsia muscolare non fissata, in
modo da conservare le attivitd enzimatiche, sono incubate
in una soluzione di ATP contenente CaCl,; 'actomiosina
presente nel tessuto idrolizza ’ATP in ADP e fosfato, e
quest’ultimo precipita sotto forma di fosfato di calcio che si
colora in nero con una reazione cui partecipano il cloruro
di cobalto e il solfuro di ammonio. Le fibre rapide si colo-
rano intensamente in nero, per I’elevata attivita ATP-asica
della loro miosina, mentre le fibre lente si colorano solo
debolmente.
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Brooke e Kaiser (v., 1970) hanno introdotto un’importan-
te modificazione di questo metodo: facendo precedere alla
colorazione secondo Engel I'incubazione delle sezioni in
una soluzione alcalina (pH 9,2), Iattivitd ATP-asica del-
Pactomiosina di certe fibre, che sono state chiamate di ti-
po 1, ne risulta annullata, mentre quella di altre fibre, che
sono state chiamate di tipo 2, & conservata. Accurati con-
trolli istologici e biochimici hanno mostrato che le fibre di
tipo 1 corrispondono alle fibre lente ossidative, mentre
quelle di tipo 2 corrispondono alle fibre rapide. Se I'incu-
bazione ¢ effettuata a pH 4,65, si osserva che lattivita
ATP-asica dell’actomiosina & conservata nelle fibre di tipo
I, ma abolita in alcune fibre di tipo 2: mediante questo
secondo procedimento ¢ quindi possibile individuare fibre
di tipo 2 acido-labili, cui ¢ stato dato il nome di fibre di
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