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Il Muscolo -2

Struttura dei miofilamenti 

Da un muscolo scheletrico triturato e immerso in soluzioni saline di varie concentrazioni possono essere estratte diverse proteine. Proteine solubili non strutturali come la mioglobina (pigmento respiratorio) e proteine strutturali (filamenti di actina e di miosina) che vengono solubilizzati da soluzioni saline molto concentrate, in grado di rompere i legami che uniscono i monomeri di actina e miosina nei filamenti. In queste condizioni vengono estratte anche altre proteine di cui parleremo più avanti. 
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Le attuali conoscenze sulla contrazione muscolare derivano in parte dall'analisi della struttura e della composizione dei filamenti isolati di actina e di miosina. Una blanda omogeneizzazione in una soluzione rilasciante contenente magnesio, ATP
, e un agente chelante del calcio quale l'EGTA
, previene la formazione di legami tra i ponti trasversi della miosina e i filamenti di actina (l'EGTA, come altri agenti chelanti del calcio, legano saldamente questo ione rimuovendolo dalla soluzione). Di conseguenza, le miofibrille si scindono nei loro filamenti costituenti actina e miosina che possono essere studiate separatamente. 
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Un filamento di actina assomiglia a due fili di perle avvolti a spirale a formare una doppia elica (Fig. 10.5). Ogni "perla" è costituita da una molecola di actina G, così definita per la sua forma globulare. Le molecole di actina G (diametro di circa 5,5 nm) polimerizzano a formare la lunga doppia elica della actina F, cosi chiamata per il suo aspetto filamentoso. La doppia elica dell'actina F ha un passo di circa 73 nm, quindi i due filamenti si incrociano ogni 36,5 nm (la doppia elica dell'actina F non deve essere confusa con la più piccola -elica presente in altre catene polipeptidiche). Nel muscolo di rana i filamenti sottili di actina, che hanno una lunghezza di circa 1 m e uno spessore di 8 nm, sono uniti ad una estremità al materiale che costituisce la linea Z. Nei solchi della doppia elica di actina sono collocate le molecole filamentose della tropomiosina. Ad intervalli di circa 40 nm lungo il filamento di actina si trova un complesso di proteine globulari chiamato troponina che è legato alla tropomiosina. Il ruolo della troponina e della tropomiosina nel controllo della contrazione muscolare verrà discusso più avanti. 

Una molecola di miosina è composta da due catene pesanti identiche, che sono lunghe e sottili, con una lunghezza media di 1340 nm ed una larghezza di circa 2 nm, e diverse catene leggere molto più piccole. Una estremità della molecola di miosina forma la regione della "testa", costituita da due proteine globulari di 11 nm di lunghezza e 4 nm di spessore. La porzione lunga e sottile della molecola costituisce il "collo" e la "coda". La regione della testa contiene tutte le attività enzimatiche dell'intera miosina e i siti di legame per l'actina. La testa della miosina è composta dalle estremità globulari delle due catene pesanti più tre o quattro (a seconda della specie) catene leggere. Le catene leggere sono proteine che legano il calcio. Esse differiscono tra i tipi di muscoli ed influenzano la velocità massima alla quale un muscolo si accorcia. Le porzioni di -elica delle catene pesanti sono avvolte tra di loro, costituendo le regioni del collo e della coda della molecola. Quando vengono trattate con l'enzima proteolitico tripsina, le molecole di miosina si separano in due parti chiamate meromiosina leggera (LMM) e meromiosina pesante (HMM). La LMM costituisce la maggior parte della regione della coda, mentre la HMM include la testa globulare e il collo. 
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In soluzioni saline diluite, le molecole di miosina si possono aggregare spontaneamente, con ricostituzione dei filamenti spessi di miosina. La prima tappa nella formazione dei filamenti di miosina consiste nella aggregazione di più molecole di miosina con le code sovrapposte e le teste che sporgono in direzioni opposte dalla regione di sovrapposizione; si ottiene così un filamento corto con la zona centrale priva di teste. Questa zona nuda (bare zone) nella regione centrale dei filamenti spessi è implicata nel comportamento contrattile del muscolo, e verrà presa in considerazione a proposito della relazione tensione-lunghezza di un sarcomero. Il filamento cresce man mano che alle estremità vengono ad aggiungersi molecole di miosina con le code orientate verso il centro del filamento e sovrapposte alle code delle molecole già presenti. La testa di ogni nuova molecola di miosina che si aggiunge, sporge lateralmente dal filamento. Poiché le molecole di miosina si aggiungono simmetricamente alle due estremità in crescita, le teste presenti su ciascuna metà del filamento sono orientate in senso inverso a quelle dell'altra metà (Fig. 10.7). L'aggregazione continua fino a raggiungere una lunghezza di 1,5 m e uno spessore di 12 nm. Non è ancora chiaro perché i filamenti smettano di crescere quando hanno raggiunto la lunghezza definitiva. 

Contrazione dei sarcomeri: teoria dello slittamento dei filamenti 
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Le bande che caratterizzano i sarcomeri sono state evidenziate al microscopio ottico almeno un secolo fa. Si era osservato che i sarcomeri subivano modificazioni di lunghezza durante lo stiramento o la contrazione del muscolo, e che tali variazioni corrispondevano alla variazione di lunghezza del muscolo. Nel 1954 Andrew F. Huxley e R. Niedergerke, usando un microscopio ad interferenza che consentiva di misurare con più precisione i sarcomeri, confermarono i dati precedenti secondo i quali durante l'accorciamento del muscolo la lunghezza della banda A (i filamenti di miosina) rimane costante, mentre le bande I e le zone H (dove i filamenti di actina e miosina non si sovrappongono) diventano più strette. Quando il muscolo viene stirato, la banda A si mantiene sempre costante, mentre la banda I e la banda H si estendono. In quello stesso anno, G. Hanson e H.E. Huxley scoprirono che i filamenti di miosina (banda A) e di actina osservati al microscopio elettronico non cambiano di lunghezza quando il sarcomero si accorcia o viene stirato, mentre il grado di sovrapposizione tra i filamenti di actina e miosina varia al variare della lunghezza del sarcomero. 

Sulla base di queste osservazioni, H.E. Huxley e A.F. Huxley proposero, indipendentemente l'uno dall'altro, la teoria dello scorrimento dei filamenti per la contrazione muscolare. Questa teoria afferma che durante la contrazione l'accorciamento del sarcomero si verifica come conseguenza dello slittamento attivo dei filamenti sottili (actina) sui filamenti spessi (miosina). Il processo comporta l'avvicinamento dei filamenti di actina verso il centro del sarcomero, e poiché i filamenti sottili sono ancorati alle linee Z, i sarcomeri si accorciano. Quando invece il muscolo si rilascia o viene stirato, si riduce la sovrapposizione tra i filamenti sottili e quelli spessi, e il sarcomero si allunga. La teoria dello scorrimento dei filamenti è radicalmente diversa dalle ipotesi avanzate in precedenza sulla contrazione muscolare, ma è coerente con tutti i risultati ottenuti fino ad ora. 

Una delle prove più valide a favore della teoria del- lo scorrimento dei filamenti è la relazione tensione-lunghezza di un sarcomero. La curva tensione-lunghezza mette in relazione il grado di sovrapposizione dei filamenti di actina e miosina con la tensione attiva sviluppata dal sarcomero, ai vari gradi di sovrapposizione. Coerentemente con la teoria dello scorrimento dei filamenti, ogni ponte trasverso della miosina che interagisce con un filamento di actina genera forza indipendentemente da tutti gli altri ponti e produce un incremento di tensione. La tensione totale prodotta da un sarcomero, quindi, dovrebbe essere proporzionale al numero di ponti trasversi che possono interagire con i filamenti di actina, e questo numero dovrebbe a sua volta essere proporzionale al grado di sovrapposizione dei filamenti spessi con quelli sottili. La teoria dello scorrimento dei filamenti prevede anche che non si potrà sviluppare nessuna tensione attiva (cioè oltre a quella dovuta all'elasticità della fibra muscolare) se un sarcomero viene stirato fino al punto in cui non vi è più sovrapposizione tra i filamenti di actina e miosina. 

Per verificare la validità delle relazioni previste tra sovrapposizione dei filamenti e tensione sviluppata, singole fibrocellule di muscolo di rana sono state stimolate a contrarsi a diversi gradi di allungamento del sarcomero. Come si osserva in figura, al cambiamento di lunghezza del sarcomero corrisponde una variazione del grado di sovrapposizione tra i filamenti di actina e quelli di miosina. La lunghezza del sarcomero veniva aggiustata con l'aiuto di un sistema elettromeccanico che controllava la tensione iniziale della fibra muscolare, in modo da mantenere i sarcomeri ad una determinata lunghezza. La tensione necessaria veniva misurata e riportata graficamente in funzione del- la lunghezza del sarcomero. Quando la fibra veniva stirata fino ad annullare completamente la sovrapposizione dei filamenti, la stimolazione non produceva alcuna tensione, oltre alla tensione elastica passiva richiesta per mantenere la fibra a quella lunghezza. Quando si lasciava accorciare il sarcomero fino alla sovrapposizione completa del filamento di actina con il segmento del filamento di miosina dove sono presenti i ponti trasversi, si otteneva la massima tensione. Quando, viceversa, la fibra veniva lasciata accorciare fino a che i filamenti di actina provenienti dalle due metà del sarcomero si toccavano, l'ulteriore accorciamento determinava una diminuzione della tensione; la tensione diminuiva ulteriormente quando l'accorciamento si spingeva al punto tale che i filamenti di miosina arrivano a ripiegarsi contro la linea Z. 

Le proprietà fondamentali della relazione tensione-lunghezza possono essere facilmente spiegate se si fa riferimento alla posizione reciproca dei filamenti per le diverse lunghezze del sarcomero. Come sottolineato sopra, l'ipotesi dello scorrimento dei filamenti presuppone che la forza generata da un sarcomero sia proporzionale al numero di legami dei ponti trasversi dei filamenti di miosina con i filamenti di actina; essa assume, inoltre, che i ponti trasversi siano uniformemente distribuiti lungo ogni filamento spesso, ad eccezione della zona nuda dove non sono presenti ponti trasversi (questa seconda assunzione è stata verificata sperimentalmente). Sulla base di questi presupposti e delle dimensioni dei filamenti è possibile prevedere la forma della curva tensione-lunghezza del sarcomero. 
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Per determinare la massima lunghezza che un sarcomero può raggiungere si immagini di percorrere la distanza compresa tra una linea Z e la linea Z successiva. In un sarcomero che è stato stirato fino al punto dove i filamenti non si sovrappongono, sarà necessario attraversare una metà dello spessore di una linea Z (0,025 m), procedere lungo un filamento sottile di actina (1,0 m), scendere verso un filamento spesso e percorrerlo (1,6 m), salire su un filamento sottile dall'altra parte del sarcomero e attraversarlo (1,0 m) e infine coprire il resto della distanza verso il centro della seconda linea Z (0,025 m). La distanza complessiva percorsa dovrebbe essere pari a 3,65 m (situazione 1). Si osservi che oltre 3.65 m non ci dovrebbe essere sviluppo di tensione perché non possono formarsi ponti trasversi
. 

Tra 3.65 e 2.25 m (da 1 a 2) il numero di ponti trasversi aumenta linearmente con la progressiva diminuzione della lunghezza, e quindi la tensione isometrica dovrebbe aumentare secondo la stessa legge. E questo è esattamente quello che si osserva.

Con un ulteriore accorciamento (da 2 a 3) il numero di ponti trasversi rimane costante, e quindi si osserva un plateau di tensione in questa regione. Quando il sarcomero è lungo 2,25 m, le estremità dei filamenti sottili sono allineate all'inizio (origine) della zona nuda sui filamenti spessi (dove non ci sono ponti trasversi). Quindi tutti i ponti trasversi sui filamenti spessi sono ottimamente allineati per interagire con i siti di legame dell'actina sui filamenti sottili (situazione 2). Se il sarcomero si accorcia ulteriormente non ci sono più ponti trasversi disponibili per interagire con i filamenti sottili, cosicché la forza generata rimane la stessa. La zona del plateau termina quando i filamenti sottili si incontrano nel centro del sarcomero (situazione 3). 

Oltre lo stadio 3 (punto di massima sovrapposizione) è logico attendersi un qualche aumento della resistenza interna con il progredire dell'accorciamento dato che i filamenti di actina cominciano a sovrapporsi. Da un certo punto di vista, ci si potrebbe aspettare che la forza rimanga costante dal momento che tutti i ponti trasversi sono sovrapposti ai siti dell'actina sui filamenti sottili e possono, in teoria, sviluppare forza. Tuttavia, la forza effettivamente sviluppata si riduce a causa di due effetti. Primo, quando i filamenti sottili si sovrappongono al centro di un sarcomero, il legame dei ponti trasversi della miosina con i filamenti di actina viene ostacolato stericamente (situazione 4). Secondo, i ponti trasversi potrebbero legarsi con un filamento sottile inappropriato (che proietta dalla linea Z all'altro lato del sarcomero) ed esercitare una forza che spinge le linee Z da una parte, piuttosto che tirarle insieme. Questa forza dovrebbe essere considerata negativa e dovrebbe essere sottratta alla forza generata dai ponti trasversi normali. 

Infine, a partire dal punto 4 (1,65 m), la forza declina rapidamente per cadere a zero a circa 1,25,m (punto 5). Si osservi che in questo tratto il sarcomero è così corto che i filamenti spessi prendono contatto con le linee Z in entrambe le estremità del sarcomero (situazione 4). A questo punto, ogni ulteriore accorciamento del sarcomero causa la compressione dei filamenti spessi e quindi è logico aspettarsi un considerevole aumento della resistenza interna all'accorciamento[image: image6.png]1
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. 
La relazione tensione-lunghezza esaminata sopra si riferisce al muscolo di rana, che presenta filamenti di dimensione leggermente diversa da quella dei mammiferi. I filamenti sottili del muscolo di mammifero hanno una lunghezza di circa 1,2 m (circa 0,2 m più lunghi dei filamenti sottili del muscolo di rana). Considerando questo valore e i calcoli discussi nella sezione precedente, potremmo prevedere che il plateau del grafico tensione-lunghezza per i sarcomeri del muscolo di mammifero si otterrà a lunghezze del sarcomero comprese tra 2,45 e 2,65 m, e che a 4,05 m la forza sviluppata sarà uguale a zero. Le proprietà della curva tensione-lunghezza possono essere influenzate anche dalla lunghezza dei filamenti spessi. In tutti i vertebrati, i filamenti spessi sono lunghi circa 1,60 m, ma in alcuni invertebrati possono essere considerevolmente più lunghi. Oltre che modificare le caratteristiche della curva tensione-lunghezza del sarcomero, filamenti spessi più lunghi possono anche cambiare la forza assoluta. Infatti, filamenti spessi più lunghi possono avere più ponti trasversi che lavorano in parallelo e, quindi, possono sviluppare forze più elevate. 






� ATP: Adenosin Tri-Phosphate


� EGTA: Etilen Glicole Tetra Acetato


� In realtà si osserva qualche sviluppo di tensione fino a 3.8 m; la ragione di questo non è chiara.
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