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Introduzione  

Si presenta una panoramica degli ultimi trent’anni di ricerca sulla contrazione muscolare e 

sulle strutture sopramolecolari in essa coinvolte. Particolare attenzione è stata rivolta 

all’actina, una delle più importanti proteine strutturali del citoscheletro, fondamentale per il 

processo contrattile.  

La polimerizzazione dell’actina in filamenti (microfilamenti) e la loro successiva 

organizzazione sono fenomeni molto complessi, che richiedono anche l’intervento di 

proteine ausiliarie. In questa tesi, consideriamo l’effetto di vari parametri (temperatura, 

forza ionica, cationi multivalenti) sulla polimerizzazione dell’actina e l’effetto della 

concentrazione macromolecolare sulle associazioni delle strutture del citoscheletro. 

Lo studio della contrazione muscolare ha portato a definire il sistema contrattile come una 

“soluzione” non ideale e a valutare correttamente l’importanza della pressione osmotica 

macromolecolare nell’organizzazione e nell’induzione della funzione del sistema 

contrattile.  

Nei tre anni di dottorato ho svolto ricerche sia sperimentali che teoriche. Nella parte 

sperimentale, abbiamo correlato le variazioni della pressione osmotica proteica associata a 

soluzioni di actina F, alle variazioni di energia libera dei monomeri liberi dell’actina. Ciò è 

stato possibile integrando il modello di Biron e collaboratori, pubblicato nel 2006, (che 

correla la variazione dell’energia libera dei monomeri liberi dell’actina alla variazione della 

distribuzione della lunghezza dei filamenti di actina) con i risultati dei nostri studi 

sull’effetto della pressione osmotica macromolecolare sull’energia libera dei monomeri 

liberi dell’actina.  

Su queste basi, si è proposto che la distribuzione della lunghezza dei filamenti di actina sia 

regolata 

a. dall’energia libera dell’idrolisi dell’ATP 

b. dalla pressione osmotica macromolecolare. 

Nella parte teorica, abbiamo studiato l’effetto della variazione dell’accelerazione associata 

al carico sulla contrazione del muscolo ed indagato sull’interpretazione degli effetti della 

manovra di Huxley-Simmons (Huxley e Simmons, 1971), ovvero il rilascio “istantaneo” 

del muscolo in contrazione isometrica e il successivo recupero della tensione. 
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La contrazione muscolare: generalità 

Tutti i muscoli scheletrici sono costituiti da numerose fibre di diametro compreso tra 10 e 

80 µm. Come si può osservare in Figura 1, ciascuna di queste fibre, a sua volta, può essere 

ripartita in subunità via via più piccole. Nella maggior parte dei muscoli, le fibre si 

estendono per tutta la lunghezza del muscolo stesso e, ad esclusione del 2% di esse, sono 

tutte innervate da un’unica terminazione nervosa, che si trova all'incirca a metà della 

lunghezza della fibra.  

 

 

 

 

Il sarcolemma è la membrana cellulare della fibra muscolare. È costituito da una membrana 

cellulare propriamente detta, indicata come membrana plasmatica, e da un rivestimento 

esterno costituito da un sottile strato di materiale polisaccaridico, contenente numerose 

Figura 1. Rappresentazione generale dell’organizzazione del muscolo scheletrico. 
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fibrille collagene. Alle estremità delle fibre muscolari, tale strato si fonde con una fibra 

tendinea; le fibre tendinee a loro volta si riuniscono in fascicoli e formano i tendini 

muscolari, che si inseriscono nelle ossa.  

Ogni fibra muscolare contiene da parecchie centinaia a molte migliaia di miofibrille, che 

nella sezione trasversale, illustrata nella Figura 1 C, compaiono come tanti piccoli punti. 

Ogni miofibrilla (Figura 1 D) contiene, affiancati l'uno accanto all'altro, circa 1.500 

filamenti di miosina e 3.000 filamenti di actina, costituiti da grosse molecole proteiche 

polimerizzate, che sono responsabili della contrazione muscolare. Tali filamenti sono 

illustrati in Figura 1, da E a L, i più spessi costituiscono la miosina e i più sottili l’actina.  

Tali filamenti sono tra loro interdigitati, sicché le miofibrille presentano strie chiare 

alternate a strie scure. Le prime, costituite unicamente dai filamenti di actina, vengono dette 

bande I, in quanto isotrope (presentano le stesse proprietà in tutte le direzioni) alla luce 

polarizzata. Le strie scure, costituite dai filamenti di miosina e dalle estremità dei filamenti 

di actina, sono dette bande A, perché sono anisotrope (le cui caratteristiche sono differenti 

in direzione longitudinale e trasversale) alla luce polarizzata. Si noti altresì che i filamenti 

di miosina proiettano lateralmente piccolissimi processi, i cosiddetti ponti trasversali (Foto 

1), che protrudono dalla superficie dei filamenti per tutta la loro lunghezza. La contrazione 

si attua per interazione di questi ponti trasversali con i filamenti di actina. 

 

 

 

 

Foto 1. Ponti trasversali osservati al microscopio elettronico. 

http://it.wiktionary.org/w/index.php?title=ccaratteristica&action=edit&redlink=1
http://it.wiktionary.org/wiki/direzione
http://it.wiktionary.org/wiki/longitudinale
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La Figura 1 E illustra ancora come i filamenti di actina si trovino attaccati con una 

estremità al cosiddetto disco Z, mentre con l'altra si proiettano verso il centro del 

sarcomero, la porzione di miofibrilla compresa tra due successivi dischi Z, interdigitandosi 

con i filamenti di miosina. Il disco Z, che è costituito da proteine filamentose differenti dai 

filamenti di actina e di miosina, decorre da una miofibrilla a quelle adiacenti, conservando 

così la propria continuità per tutto lo spessore di una fibra muscolare. Perciò, in tutta la 

fibra, si osserva una perfetta corrispondenza di alternanza di bande chiare e di bande scure, 

come per ogni singola miofibrilla. Sono queste bande che conferiscono al muscolo 

scheletrico e a quello cardiaco il loro aspetto striato. 

Quando una fibra muscolare si trova nella sua normale lunghezza di riposo, ogni sarcomero 

è lungo circa 2 µm. In tale condizione, i filamenti di actina ricoprono completamente i 

filamenti di miosina e sono sul punto di sovrapporsi con le estremità dei filamenti di actina 

provenienti dall'opposto disco Z. Si vedrà più avanti che è a questa lunghezza che il 

sarcomero è capace di esprimere la massima forza di contrazione.  

Nella fibra muscolare, le miofibrille si trovano immerse in una matrice fluida, detta 

sarcoplasma, nella quale sono presenti i comuni costituenti intracellulari. Vi si trovano 

elevate quantità di potassio, magnesio, fosfati e proteine con funzione enzimatica. È 

presente, inoltre, un numero molto grande di mitocondri, disposti tra le miofibrille e 

parallelamente ad esse, ad indicare che esse richiedono elevate quantità di ATP per la 

contrazione.  

L'avvio e il corso della contrazione muscolare hanno luogo secondo una sequenza di eventi:  

1. Un potenziale d'azione viaggia lungo una fibra nervosa motrice fino alle sue 

terminazioni su un certo numero di fibre muscolari.  

2. A livello di ciascuna terminazione, la fibra nervosa secerne una piccola quantità di una 

sostanza neurotrasmettitrice, l'acetilcolina.  

3. L'acetilcolina agisce su un' area circoscritta della membrana della fibra muscolare, 

determinando l'apertura di molteplici canali ionici ligando-dipendenti (colinergici 

nicotinici) presenti nella membrana stessa.  

4. L'apertura di questi canali permette l'ingresso di grandi quantità di ioni sodio all' interno 

della membrana della fibra muscolare, nel punto in cui termina la fibra nervosa.  
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5. Si genera così un potenziale d'azione, che si propaga lungo la membrana della fibra 

muscolare.  

6. Il potenziale d'azione depolarizza la membrana della fibra muscolare e si propaga anche 

in profondità della fibra stessa. Qui provoca la liberazione di grandi quantità di ioni 

calcio dal reticolo sarcoplasmatico.  

7. Gli ioni calcio innescano un processo che dà origine a forze di attrazione tra i filamenti 

di actina e quelli di miosina che, scorrendo gli uni sugli altri, determinano la contrazione 

della fibra muscolare.  

8. Dopo una frazione di secondo, gli ioni calcio vengono richiamati all'interno del reticolo 

sarcoplasmatico, dove rimangono immagazzinati, sino a che la fibra muscolare non è 

investita da un nuovo potenziale d'azione, e ha termine la contrazione muscolare.  

 

L’ actina 

L'actina è una proteina di forma globulare, con un diametro di circa 7 nm, dal peso di 43 

kDa e costituisce il 5-10% di tutte le proteine delle cellule eucarioti. La più alta presenza di 

actina si verifica nelle cellule del tessuto muscolare, dove è fondamentale per il processo di 

contrazione. 

Ogni singola subunità di actina (detta actina G, cioè globulare) si può legare ad altre due 

subunità, formando così un polimero lineare. Due polimeri avvolti tra di loro danno origine 

ad un microfilamento. L'assemblaggio dei filamenti di actina è dipendente dalle condizioni 

dell'ambiente interno alla cellula, il citosol, ed in particolare dagli ioni presenti, dalle loro 

concentrazioni e dal legame con l'ATP. La polimerizzazione è infatti favorita da una 

concentrazione salina pari a quella corporea; inoltre, i monomeri di actina legati ad ATP 

tendono ad aggiungersi e a rimanere legati al filamento con maggiore facilità rispetto ai 

monomeri legati ad ADP.  

La struttura molecolare del monomero di actina nel suo stato non complesso è stata 

ricostruita con la diffrazione a raggi X, nel 2001 (Figura 2). 
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Le attuali conoscenze sulla struttura dei microfilamenti di actina sono basate su fotografie 

ottenute al microscopio elettronico e su modelli derivanti da studi ai raggi X di gel orientati 

di actina F. Tali modelli evidenziano che il polimero di actina è una catena doppia, in cui 

ciascuna subunità interagisce con altre quattro. Le varie subunità, disposte in fila all'interno 

di una catena, risultano ruotate di circa 167° l'una rispetto all'altra. Ciascuna di esse 

presenta, inoltre, lo stesso orientamento testa-coda, in modo che la fibra intera abbia una 

precisa polarità. 

La presenza di un capo del filamento caratterizzato da actina legata ad ATP identifica 

l'estremità (+), mentre l'altro capo, dove l'actina è legata ad ADP, costituisce l'estremità () 

del filamento.  

Figura 2. Struttura cristallina di actina in presenza di ADP.  L.R. 

Otterbein, P. Graceffa, R. Dominguez. Science v. 293 pp.708-711 , 2001. 
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A causa di tale differenza strutturale fra le due estremità, la velocità di aggiunta di subunità 

è maggiore all'estremità (+) che, di conseguenza, cresce in lunghezza più rapidamente 

rispetto all’estremità (). 

 

 
 

I singoli microfilamenti vengono generalmente organizzati e integrati da proteine leganti 

l’actina (Actin Binding Proteins). A questa famiglia appartengono proteine che favoriscono 

la formazione dei filamenti (come, ad esempio, la profilina), o che la ostacolano (severina, 

limosina, gelsolina e katanina), alcune che organizzano i microfilamenti in fasci paralleli 

(fibrina, α-actinina, tropomiosina, fodrina, villina) e in reticoli (filamina), altre che li 

collegano alla membrana plasmatica (spettrina, distrofina, vinculina, talina, tensina) e 

proteine che si muovono sui microfilamenti (miosina).  

 

estremità meno 

estremità più 

http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%91-actinina&action=edit&redlink=1
http://it.wikipedia.org/wiki/Tropomiosina
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Fodrina&action=edit&redlink=1
http://it.wikipedia.org/wiki/Villina
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Filamina&action=edit&redlink=1
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Spectrina&action=edit&redlink=1
http://it.wikipedia.org/wiki/Distrofina
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Vinculina&action=edit&redlink=1
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Talina&action=edit&redlink=1
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Tensina&action=edit&redlink=1
http://it.wikipedia.org/wiki/Miosina
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Gli studi con la protamina 

In un lavoro di Magri e collaboratori (1978a), viene riportata l’interazione dell’ATP-actina 

G con la protamina, una proteina basica ad elevato contenuto di arginina. In seguito a 

questa interazione, si assiste alla conversione dell’ATP-actina G in ADP-actina G.  

Inoltre, diminuendo la concentrazione del Mg
2+

 libero fino a 0.1µM, l’actina G è indotta 

dalla protamina a comportarsi come un’ATPasi, con la conversione ciclica dell’ATP-actina 

G in ADP-actina G (Magri et al., 1978b). Questa attività ATPasica può essere studiata 

misurando colorimetricamente il Pi rilasciato dopo precipitazione della proteina con acido 

tricloroacetico (che causa l’immediato rilascio del Pi dall’intermedio Pi-ADP-G-actina), o 

seguendo l’incremento della conducibilità della soluzione, dovuta alla liberazione 

spontanea del fosfato inorganico dall’intermedio Pi-ADP-G-actina. Si assiste, inizialmente, 

ad un rapido rilascio di Pi, come illustrato in Figura 3.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

La durata della fase rapida aumenta con la concentrazione di protamina (Magri et al., 

1978b) e la sua ampiezza equivale alla concentrazione iniziale di ATP-actina G.  

Figura 3: Attività ATPasica dell’ATP-actina G indotta dalla 

protamina. Le soluzioni di incubazione (5ml) contenevano 

0.5mM EDTA, 20µM CaCl2, 50µM MgCl2, 200µM ATP, 

5.7µM ATP-actina G e 2µM protamina, a 23°C e pH 7.0. 

○ rilascio di Pi 

● incremento di conduttanza 

∆ [Pi]= differenza tra il Pi rilasciato nel sistema e nei 

campioni di controllo senza protamina. 
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L’idrolisi dell’ATP, durante lo stato stazionario, è 0.1-0.2moli/min per mole di actina. 

L’assenza di una fase rapida, nel saggio conduttometrico in Figura 3, indica che il rilascio 

spontaneo del fosfato è la tappa limitante della trasformazione idrolitica dell’ATP-actina G 

in Pi-actina G-ADP.  

La protamina induce la formazione di piccoli nuclei, formati da 3-4 molecole di ATP-actina 

G, che vengono rapidamente trasformate in ADP-actina G. Quando l’actina presente nel 

campione supera il rapporto di 3-4 moli/mole di protamina, la velocità della 

defosforilazione diminuisce, anche se rimane comunque più elevata rispetto alla velocità 

della defosforilazione in assenza di protamina. Lo scambio tra molecole di actina legata a 

protamina e quelle di actina libera è più rapido del rilascio dei prodotti di idrolisi. Di 

conseguenza, il rilascio di actina dalla protamina (Schema 1, fase 3) precede il rilascio di Pi 

e ADP dall’actina (fase 4). La formazione di ATP-actina G da actina e ATP (fase 5) 

completa il ciclo dell’attività ATPasica dell’actina G indotta dalla protamina. 

 

 
 

 

 

 

 

In presenza di elevate forze ioniche, 2-4 µM di protamina e 0.1-0.2 µM di istone H1 

accelerano di 3-4 volte la polimerizzazione dell’ATP-actina G.  

A basse forze ioniche, sia la protamina 2-4 µM che l’istone H1 1-2 µM inducono la 

nucleazione e la defosforilazione dell’actina presente nel campione. 

I complessi che si formano tra actina e protamina non sono semplici entità bi- o tri-

molecolari, ma grandi strutture sopramolecolari, le cui forme e proprietà dipendono dal 

rapporto molare in cui si trovano le due proteine e dalla concentrazione ionica del mezzo 

(Grazi et al., 1982). 

Schema 1. Interazione dell’ATP-actina G con la protamina. 

● protamina 

O actina 
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Di particolare importanza biologica è la dimostrazione che, in presenza di elevate 

concentrazioni ioniche, la protamina spezza i lunghi filamenti di actina F in piccoli 

oligomeri, che tendono ad aggregarsi latero-lateralmente, e che, quando la concentrazione 

molare dell’actina non supera quella della protamina, si forma un polimero misto, costituito 

da actina-protamina, invece che da actina F. 

Il complesso actina-protamina può essere separato dall’actina G libera, tramite filtrazione 

attraverso filtri Millipore. In questo modo, è stato possibile determinare la corretta 

stechiometria dei complessi actina G-protamina, valutare il tipo di scambio tra actina libera 

e actina legata alla protamina e la relazione tra questo scambio e l’attività ATPasica del 

complesso. 

L’interazione tra actina e protamina viene rivelata dalla torbidità che si forma quando 

vengono mescolate le soluzioni delle due proteine, solamente in presenza di ATP, sia libero 

che legato al Ca
2+

. Da queste osservazioni si è pensato che le variazioni nella torbidità 

potessero riflettere la formazione di differenti strutture sopramolecolari tra le due proteine. 

Questa supposizione è stata in seguito confermata grazie alla microscopia elettronica.  

In presenza di bassa forza ionica, con protamina 4 µM e actina G 1 µM, si formano 

aggregati globulari, anche quando la concentrazione dell’ATP nel campione è al di sotto di 

3 µM. Alcuni di questi aggregati sono evidenziati dalla freccia, nell’immagine qui sotto 

riportata. In presenza di protamina 2 µM e actina 1 µM, essi sono trasformati in strutture 

più estese di diametro variabile (Foto 2a). 

Con protamina 1 µM e actina G 1 µM, sono visibili numerosi filamenti di diametro 

uniforme (17-18 nm), che a volte raggiungono lunghezze intorno a 1.5 µm. Essi sono privi 

di una struttura microfibrillare e sono costituiti da piccoli frammenti (Foto 2b). 
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Al fine di studiare le cinetiche di scambio tra l’actina libera e i filamenti formati 

dall’interazione di quantità equimolari di actina e protamina, queste strutture sono state 

isolate mediante filtrazione con filtri Millipore 0.45 µm (Grazi e Magri, 1981). Il rapporto 

moli di actina legata/moli di protamina è 1 quando l’actina è in eccesso rispetto alla 

protamina; lo stesso rapporto finale è ottenuto portando l’actina G fino a 8 µM, a 

concentrazione costante di protamina, 4 µM. Questi risultati dimostrano che, quando la 

Foto 2. Micrografia elettronica dei complessi protamina:actina 

G a bassa concentrazione ionica.  

a. protamina 2 µM, actina G 1 µM, ATP 7 µM, CaCl2 2 µM, 

Tris/HCl buffer 2 mM, pH 8.0. 

b. protamina 1 µM, actina G 1 µM, ATP 7 µM, CaCl2 2 µM, 

Tris/HCl buffer 2 mM, pH 8.0. 

bar = 200 nm 

Campioni incubati per 3 min a 22°C. 
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protamina è in eccesso rispetto all’actina, si lega più di una mole di protamina per mole di 

actina, ma si ha solamente la formazione del complesso 1:1, quando l’actina è in eccesso 

rispetto alla protamina. 

Come già detto, quando la concentrazione di Mg
2+

 è mantenuta intorno a 0.1 µM con 

l’addizione di EDTA, il complesso actina:protamina opera come un’ ATPasi. Alle stesse 

condizioni, si assiste alla formazione di una particolare struttura sopramolecolare, 

caratterizzata da un rapporto actina-protamina 2:1. Queste strutture hanno generalmente la 

forma di bastoncelli irregolari di diametro compreso tra 15 e 20 nm e una lunghezza media 

pari a 0.5 µm, nonostante abbiano talvolta lunghezze superiori a 2 µm (Foto 3c). Al 

contrario dei filamenti riscontrati precedentemente (vedi Foto 2b), questi bastoncelli 

possiedono una struttura microfibrillare, con due o tre filamenti che decorrono paralleli 

l’uno rispetto all’altro. 

  

             
 

 

Foto 3. Micrografia elettronica di un campione 

contenente (a, b)  protamina 1 µM e actina 1 µM e 

(c) protamina 1 µM e actina 2 µM in 20 µM CaCl2, 

0.2 mM ATP, 0.1 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 2 mM 

Tris/HCl buffer, pH 8.0. 

Campioni incubati per 3 min a 22°C. 

bar = 200nm (a, c), 100nm (b)  
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Studi sono stati condotti anche sul comportamento di actina G 1 µM e protamina 1 µM, in 

soluzioni ad elevata intensità ionica. In questo caso, si formano strutture simili a corde che 

si possono aggregare ad altri filamenti (Foto 4). 

 

         
 

 

 

La polimerizzazione dell’actina 

La polimerizzazione dell’actina è un meccanismo complesso, che comprende le fasi di 

nucleazione, allungamento, ridistribuzione, associazione tra filamenti di actina (Arisaka et 

al., 1975) e frammentazione (Wegner e Savko, 1982). 

Questo processo può essere descritto assumendo che: a.) l’actina G è l’unico reagente di 

partenza; b.) la concentrazione di piccoli oligomeri è sempre trascurabile in confronto alla 

concentrazione polimerica totale (Wegner e Engel, 1975; Cooper et al., 1983); c.) 

l’allungamento ha luogo solamente mediante addizione di monomeri; d.) la velocità della 

fase di allungamento è indipendente dalla lunghezza del polimero per quanto riguarda gli 

oligomeri maggiori del dimero (Wegner e Engel, 1975), del trimero (Arisaka et al., 1975) e 

dell’esamero (Frieden e Goddette, 1983). Oligomeri di actina sono presenti al di sotto della 

concentrazione critica (Oosawa, 1970), messi in evidenza mediante tritazione con 
54

Mn
2+

, 

in soluzioni di ATP-actina G. Assumendo che ogni oligomero leghi un  Mn
2+ 

(Grazi, 1984), 

la concentrazione degli oligomeri è stimata essere 0.4 µM, in una soluzione di ATP-actina 

G con una concentrazione di 23 µM. 

Foto 4. Micrografia elettronica di complessi 1:1 di 

actina G 1 µM e protamina 1 µM. 

Campioni incubati 3 min a 22°C. 

bar = 200 nm (a) e 100 nm (b) 
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Questi risultati dimostrano che l’actina monomerica non è l’unico reagente di partenza, 

come detto precedentemente. Inoltre, gli oligomeri, in rapido equilibrio con i monomeri, 

possono comportarsi come nuclei, influenzando, in qualche modo, il processo di 

polimerizzazione. In effetti, concentrazioni relativamente elevate di oligomeri sono presenti 

sia in soluzioni di actina monomerica (Grazi, 1984), sia in soluzioni di actina in corso di 

polimerizzazione (Grazi e Magri, 1987).  

Molto spesso, le preparazioni di actina F, quando vengono osservate al microscopio 

elettronico, rivelano la presenza di significative quantità di filamenti molto corti, così come 

di aggregati amorfi (Hanson e Lowy, 1964; Depue e Rice, 1965; Nachmias et al., 1970; 

Mabuchi, 1976; Bryan e Kane, 1978; Cooke, 1982; Strzelecka-Golaszewska et al., 1985). 

Questi aggregati possono dare origine a due popolazioni polimeriche, morfologicamente e 

cineticamente differenti tra loro (Grazi e Magri, 1987). La prima, costituita da aggregati 

amorfi, è in grado di legare rapidamente l’ATP libero. La seconda, composta 

principalmente da lunghi filamenti di actina, è coinvolta solo indirettamente, a causa della 

condensazione con gli aggregati amorfi. Questi risultati danno un’ulteriore conferma agli 

studi eseguiti qualche anno prima (Grazi et al., 1983, 1984; Grazi, 1984), dove si afferma 

che l’allungamento del filamento ha luogo, non solo dalla reazione con i monomeri, ma 

anche in seguito alla condensazione dei filamenti con gli aggregati amorfi. 

La popolazione polimerica di actina, in KCl 50 mM, si presenta eterogenea: accanto a 

lunghi filamenti vengono trovati numerosi piccoli aggregati, di larghezza tra gli 8 e i 12 nm 

e lunghi dai 10 ai 40 nm (Foto 5 a e c). 

Gli aggregati possono essere facilmente separati dai filamenti lunghi mediante 

centrifugazione per 3 minuti a 366.000g. Il sopranatante che ne deriva contiene solamente 

piccoli aggregati (Foto 5 b e d). 
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In un lavoro del 1981, Maruyama ha sottolineato l’importanza della presenza di 

concentrazioni submicromolari di Mg
2+

 per la nucleazione dell’actina. Tale processo 

avviene anche in assenza del catione, se si mantiene la soluzione di actina sotto agitazione 

meccanica. 

Dal momento che la costante di associazione del Mg
2+

 per il singolo “sito ad alta affinità” 

dell’actina è approssimativamente 0.6  10
5
M

-1
 (Barany et al., 1964; Strzelecka-

Golaszewska, 1973), per spiegare l’effetto del Mg
2+

 submicromolare nella reazione di 

nucleazione, bisogna supporre che: a) il Mg
2+

 sia legato al sito ad alta affinità di una 

piccola parte delle molecole di actina G che vanno incontro a nucleazione; b.) il Mg
2+ 

sia 

legato ad un sito a più elevata affinità della maggioranza delle molecole di actina G; 

Foto 5. Micrografia elettronica di actina F polimerizzata in KCl.  

a) e c) actina F polimerizzata in KCl 50 mM 

b) e d) sopranatante ottenuto dalla centrifugazione per 3 min a 366.000g 

bar = 500 nm 
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oppure, c) il Mg
2+ 

stabilizzi nuclei preformati di actina, come è stato proposto da 

Maruyama (1981). 

Dal momento che lo ione Mn
2+

 può rimpiazzare il Mg
2+

, nel promuovere la nucleazione 

dell’actina, è possibile seguire la formazione dei complessi 
54

Mn
2+

-actina e mettere in 

relazione questo processo di legame alla polimerizzazione dell’actina. Come risultato di 

questi studi, Grazi (1984) ha dimostrato che il 
54

Mn
2+ 

si lega agli oligomeri (ma non ai 

monomeri) presenti nelle soluzioni di actina G. Durante la polimerizzazione, inoltre, Mn
2+ 

è 

legato a piccole specie oligomeriche (trimeri-pentameri) e a specie più estese (15-24 

monomeri). 

Per determinare la quantità di 
54

Mn
2+

 legato all’actina, dopo 120 minuti di incubazione in 

presenza del catione, la proteina viene isolata mediante filtrazione in colonne di Sephadex 

G-50, equilibrate con Tris/HCl buffer. In media, circa il 24% del 
54

Mn
2+

 compare nel 

filtrato, che rappresenta la frazione libera in equilibrio con i complessi Mn
2+

-actina. Il 

restante 
54

Mn
2+

 si trova legato alla proteina ed è distribuito tra le piccole specie 

oligomeriche (non trattenute dal filtro Millipore) e le grandi specie oligomeriche e 

polimeriche (trattenute dal filtro). 

La quantità di Mn
2+ 

legato all’actina, non trattenuto dal filtro, aumenta nel corso della 

polimerizzazione e raggiunge un valore medio di uno ione Mn
2+ 

legato ogni quattro 

monomeri di actina. Sembra quindi che la principale funzione del catione, a concentrazioni 

submicromolari, sia quella di stabilizzare i nuclei di actina e di modulare la concentrazione 

del monomero allo stato stazionario. I nuclei, poi, crescono fino a diventare oligomeri più 

grandi, che, almeno in certe condizioni, si condensano in actina F. Quest’ultimo è il fattore 

limitante dell’intero processo: 

 

 
 

dove le specie indicate con la stella  (   ) sono i complessi actina-Mn
2+

;  

3 < n < 5 

14 < m < 25. 
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Alcuni polimeri di actina, come le strutture tubulari che si formano in presenza di lantanidi 

(Curmi et al., 1982) e i complessi paracristallini che si creano in presenza di protamina 

(Grazi et al., 1982), contengono ATP. Aggregati di ATP-actina sono stati descritti come 

intermediari nella formazione dell’actina F (Ferri e Grazi, 1982; Grazi et al., 1984) e si 

suppone che l’actina F in sé possa contenere filamenti di parecchie centinaia di subunità 

actiniche che sono in prevalenza legate all’ATP (Pollard e Weeds, 1984).  

Partendo dal fatto che, in presenza di 2 mM MgCl2, l’ADP-actina G polimerizza a 

temperatura ambiente e depolimerizza a 3°C (Grant, 1965), si è stati in grado di dimostrare 

che, alle basse temperature, l’ATP è favorito rispetto all’ADP, nel legame con l’actina F.  

In presenza di ATP, l’actina F è stabile, sia a 26°C, che a 3°C; una volta che il nucleotide 

viene rimosso, l’actina depolimerizza rapidamente, a bassa temperatura. L’aggiunta di 0.1 

mM ATP permette la totale ripolimerizzazione (Grazi et al., 1984). 

La polimerizzazione dell’actina è un fenomeno alquanto complesso.  

Per cercare di comprenderlo nella sua interezza, da decenni si continuano a condurre 

innumerevoli studi, riguardanti una molteplicità di parametri ad esso correlati. 

Uno di questi è sicuramente la temperatura e l’effetto che essa provoca nell’actina F, come 

appena visto. 

Quando la temperatura viene abbassata da 20 a 4°C, la viscosità specifica dell’actina 

polimerizzata in presenza di CaCl2 4 mM, o di MgCl2 2 mM, diminuisce del 50%, in 

assenza di ATP libero. L’aggiunta di ATP ripristina il valore della viscosità dell’actina 

polimerizzata da Mg
2+

, ma non quello dell’actina polimerizzata dal Ca
2+

. L’effetto della 

temperatura su quest’ultimo tipo di actina è dovuto a:  

a) la conversione polimero-monomero 

b) l’aggregazione latero-laterale dei filamenti 

c) la frammentazione dei filamenti 

L’osservazione al microscopio elettronico della Ca-actina F, a 20°C, dimostra che essa è 

caratterizzata dalla presenza di lunghi filamenti e di fasci formati dall’aggregazione latero-

laterale dei singoli filamenti (Foto 6a). A 4°C le strutture fascicolate prevalgono sui singoli 

filamenti (Foto 6b). 
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L’incremento dell’aggregazione latero-laterale tra i filamenti certamente contribuisce a 

diminuire la viscosità del sistema. Questo fenomeno fu notato anche durante la formazione 

degli eteropolimeri actina-protamina (Grazi et al., 1982), già descritti precedentemente. 

Come abbiamo visto, in assenza di ATP libero, sia la Mg-actina F, che la Ca-actina F 

depolimerizzano reversibilmente, quando la temperatura si abbassa da 20 a 4°C. L’aggiunta 

di ATP, a 4°C, promuove la polimerizzazione della Mg-actina F, ma non della Ca-actina F. 

Questo è dovuto allo scambio molto lento del nucleotide legato all’actina, a concentrazioni 

elevate di Ca
2+

 (Kuehl e Gergely, 1969). 

L’effetto della temperatura sulla Ca-actina F è spiegato solo in parte dalla conversione dei 

polimeri in monomeri. Altri due fattori sono determinanti: l’aggregazione latero-laterale dei 

filamenti e la frammentazione. Inoltre, il confronto tra il comportamento della Mg-actina F 

e della Ca-actina F in presenza di ATP libero ha sottolineato l’importanza che l’entità dello 

scambio del nucleotide legato all’actina ha nella regolazione del processo di 

frammentazione, almeno alle basse temperature. 

L’analisi eseguita da Wegner (1982) e Wegner e Engel (1975), che tratta la frammentazione 

come un processo irreversibile, fu criticata da Frieden e Goddette, nel 1983. Essi sostennero 

Foto 6. Micrografia elettronica della Ca-actina F, a 20°C (a) e a 4°C (b). 

bar = 368 nm (a), 276 nm (b) 
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che non solo la frammentazione deve essere un processo reversibile a causa della 

ridistribuzione, ma anche che, in certe condizioni, questa ridistribuzione potrebbe essere 

abbastanza rapida da non rendere apparente la frammentazione. 

Lo stesso fenomeno avviene anche a temperature più alte, come dimostrato in un lavoro di 

Grazi e Trombetta del 1986, dove si è studiata la distribuzione del nucleotide legato 

all’actina tra le specie oligomeriche e polimeriche, formate polimerizzando la [γ-
32

P]ATP-

actina G in CaCl2 4 mM. In questo sistema, lo scambio del nucleotide legato all’actina, con 

il nucleotide nel mezzo, è particolarmente lento (Kuehl e Gergely, 1969). Di conseguenza, 

il nucleotide diventa un eccellente “adesivo” per l’actina e offre un segnale addizionale per 

rappresentare gli stadi intermedi della polimerizzazione. La [γ-
32

P]ATP-actina G 

polimerizza rapidamente in lunghe fasce di [γ-
32

P]ATP-actina F (reazione 1, Schema 2), 

che vanno poi incontro a frammentazione in cordoni più corti di ADP-actina F (reazione 3, 

Schema 2). 

 

 
 

 

 

Schema 2. Stadi intermediari della polimerizzazione della [γ-
32

P]ATP-actina G. 
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La concentrazione macromolecolare 

L’effetto della concentrazione macromolecolare nelle associazioni delle strutture del 

citoscheletro è dovuto principalmente ad interazioni preferenziali; argomento, questo, 

trattato teoricamente da molti autori (Ogston, 1962; Arakawa e Timasheff, 1985; Minton, 

1981; Lee et al., 1979).  

La presenza di macromolecole sposta l’equilibrio monomero-tetramero della gliceraldeide-

3-fosfato deidrogenasi in favore della formazione del tetramero (Minton e Wilf, 1981); 

regola inoltre il flusso ionico attraverso le membrane cellulari (Minton et al., 1992). Nel 

campo specifico del citoscheletro, queste interazioni preferenziali influenzano il legame 

degli enzimi glicolitici alle strutture citoscheletriche e alle miofibrille (Shearwin et al., 

1989); accelerano ed intensificano la polimerizzazione dell’actina (Tellam et al., 1983), 

l’allungamento dei filamenti (Drenckhahn e Pollard, 1986) e favoriscono la formazione di 

fasci (Suzuki et al., 1989). Quest’ultimo contributo è stato ampiamente preso in esame, 

presentato e discusso da Grazi in un lavoro del 1994, in cui si afferma che le funzioni 

citoscheletriche sono ampiamente influenzate, sia quantitativamente che qualitativamente, 

da grandi concentrazioni di soluti macromolecolari, con l’interconversione reversibile dei 

filamenti in fasci, l’intensificazione dell’attività dell’α-actinina e la diminuzione 

dell’attività della gelsolina.  

Variazioni osmotiche del volume cellulare vengono indotte da promotori tumorali e da 

agenti mitotici, ad opera del co-trasporto di K-Cl o dello scambio Na-H, sono 

accompagnate dal flusso osmotico dell’acqua e, di conseguenza, dalla variazione della 

concentrazione delle macromolecole (Grinstein e Foskett, 1990). Essendo prodotte da flussi 

di acqua, queste variazioni si propagano abbastanza rapidamente in ogni spazio cellulare, 

inclusa la matrice nucleare, dove possono agire come segnale per la trascrizione genica.  

Piccole variazioni del volume cellulare, che generano lievi cambiamenti nella 

concentrazione delle macromolecole nel mezzo, possono modificare lo stato di 

aggregazione di quelle specie actiniche che si trovano nello stato di transizione tra filamenti 

e fasci. Per contro, variazioni nello stato di aggregazione dell’actina possono influenzare il 

volume. 
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Molte specie cellulari animali rispondono al rigonfiamento o al raggrinzimento, attivando 

dei trasportatori di membrana: il co-trasporto di K-Cl, indotto dal rigonfiamento, lo 

scambio Na-H, indotto dal raggrinzimento. Le lievi variazioni del volume cellulare sono 

percepite come piccole modificazioni della concentrazione macromolecolare 

citoplasmatica. 

Le proteine citoscheletriche ausiliarie modulano la concentrazione macromolecolare 

necessaria a promuovere la transizione dei filamenti in fasci di actina. Ad esempio, nelle 

condizioni sperimentali descritte nel suddetto lavoro di Grazi (1994), la formazione di fasci 

avviene in presenza di polietilenglicole, PEG, con una concentrazione del 3%, per l’actina 

associata a caldesmone, del 4-5% nel caso di actina associata a filamina, del 5-7% per 

l’actina legata a caldesmone-tropomiosina, del 6-7% per l’actina F e del 9-10% per l’actina 

legata a tropomiosina (Grazi et al., 1990; Cuneo et al., 1992). 

Una più fine regolazione viene ottenuta cambiando il rapporto tra proteine ausiliarie e 

actina. In soluzioni di actina e filamina, la formazione di fasci ha luogo anche in assenza di 

PEG, quando il rapporto molare filamina:actina è portato a 1:8 (Wang e Singer, 1977). 

La concentrazione di PEG, richiesta per indurre la transizione dei filamenti di actina F in 

fasci, diminuisce con l’aumentare del rapporto molare caldesmone:actina, ma, anche 

quando è 1:3, il PEG è necessario per la formazione di fasci (Cuneo et al., 1992).  

La distribuzione intracellulare delle proteine ausiliarie citoscheletriche può determinare lo 

stato di aggregazione dell’actina. La filamina, ad esempio, favorisce la formazione di fasci 

di actina ed è presente nel bordo esterno delle membrane (Wang e Singer, 1977; Small et 

al., 1982). 
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La tropomiosina, che al contrario impedisce la formazione di fasci, si trova confinata nella 

parte più interna delle cellule (Lazarides, 1976).  

In alcuni casi, la correlazione tra concentrazione macromolecolare, stato di aggregazione 

dell’actina e distribuzione delle proteine ausiliarie citoscheletriche non è alquanto chiara.  

Il caldesmone si lega preferibilmente all’actina F associata a tropomiosina, piuttosto che 

alla sola actina F (Moody et al., 1985); di conseguenza, un sistema composto da actina F-

tropomiosina e da caldesmone-actina F evolve verso un sistema composto da actina F e da 

actina F-caldesmone-tropomiosina. Questo ha un enorme effetto sullo stato di aggregazione 

dell’actina. In soluzioni di PEG 3%, la progressione del sistema dal primo al secondo stato 

aumenta la proporzione dei filamenti rispetto ai fasci. In soluzioni più concentrate di PEG 

(6-7%), la stessa progressione aumenta la proporzione dei fasci rispetto ai filamenti (Cuneo 

et al., 1992). 

Numerosi studiosi, abituati a lavorare con soluzioni a bassa pressione osmotica 

macromolecolare, sono portati a considerare la forma filamentosa come lo stato iniziale 

dell’aggregazione dell’actina nella cellula. Suzuki e collaboratori (1989) hanno dimostrato, 

invece, che i fasci di actina rappresentano questo stato iniziale, quando l’osmolarità delle 

macromolecole del mezzo è simile a quella del liquido cellulare. La questione che si pone, 

quindi, è in che modo, nella cellula, i fasci di actina possono essere portati a dissociarsi in 

filamenti. 

Numerose proteine sono coinvolte nel processo di regolazione della formazione e 

dissociazione di fasci actinici: la proteina eritrocitaria umana 4.9 mostra la capacità di 

disporre l’actina in fasci, che viene bloccata quando la proteina, nei fasci di actina 

preformati, è fosforilata dalla subunità catalitica dalla protein chinasi AMP ciclico-

dipendente (Husain-Chishti et al., 1988); la lipocortina 85 ha la proprietà di indurre la 

formazione di fasci di actina, Ca
2+

-dipendente (Ikebuchi e Waisman, 1990); quest’ultima 

proprietà è tipica anche della sinapsina I, che viene inattivata dalla fosforilazione da parte 

della protein chinasi II Ca
2+

-calmodulina-dipendente (Bähler e Greengard, 1987); il 

complesso Ca
2+

-calmodulina-caldesmone dissocia a basse concentrazioni di Ca
2+

; il 

caldesmone rilasciato separa la filamina dai fasci di actina-filamina, che dissociano quindi 

in filamenti (Sobue et al., 1981). 
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In nessun caso, tuttavia, si riesce a capire se i fasci preformati di actina possano dissociare 

quando la concentrazione delle macromolecole è simile a quella presente nel citosol. Ad 

esempio, nel PEG 3%, la Ca
2+

-calmodulina previene il legame del caldesmone all’actina F, 

ma non riesce a dissociare i fasci di caldesmone-actina F, che si formano a questa 

concentrazione di polietilenglicole.  

Quando la dissociazione dei fasci actinici avviene ad opera di una proteina, il principale 

inconveniente è l’ingombro sterico, dovuto al fitto avvolgimento dei filamenti di actina. 

In soluzioni a riposo, la tropomiosina non dissocia i fasci di actina F, in PEG 7%, anche se 

l’actina F-tropomiosina forma fasci solo con PEG a concentrazioni intorno a 9-10% (Grazi 

et al., 1990; Cuneo et al., 1992). Per ottenere la dissociazione dei fasci, la soluzione deve 

essere costantemente tenuta in agitazione (Grazi et al., 1992). Al contrario, anche in 

soluzioni a riposo, la tropomiosina promuove la dissociazione dei fasci di actina F-

caldesmone in PEG 3%. Probabilmente, in questo caso, i fasci sono condensati in minor 

entità (Cuneo et al., 1992), a causa del minore stress osmotico, dato dalla bassa 

concentrazione di PEG. 

È improbabile che il flusso citoplasmatico possa superare le restrizioni steriche imposte dai 

fasci di filamenti actinici strettamente avvolti: sembra quindi che la dissociazione dei fasci 

sia meglio promossa da molecole piccole. Un potenziale candidato per questo ruolo è il 

Mg
2+

. In vitro, in un sistema actina F-tropomiosina, l’aumento della concentrazione del 

Mg
2+

 libero favorisce la formazione di fasci, mentre il suo decremento ne facilita la 

dissociazione in filamenti. La sola actina F non è soggetta a questo meccanismo di 

regolazione (Grazi et al., 1992).  

A 37°C, pH 7.14, in PEG 7,2%, la transizione tra filamenti e fasci avviene a 1.7-2.0 mM di 

Mg
2+

 libero. Queste concentrazioni sono leggermente superiori allo 0.6 mM, valore stimato 

per la concentrazione del Mg
2+

 libero nei tessuti dei mammiferi (Romani e Scarpa, 1992). 

Tuttavia, a causa della molteplicità dei fattori che regolano la transizione e della 

impossibilità pratica di valutare le condizioni cellulari, la concentrazione del Mg
2+

 libero 

non può essere esclusa come potenziale candidato per la regolazione. Nelle condizioni 

sperimentali prese in esame, un cambiamento nella concentrazione di Mg
2+

 libero da 1.7 a 2 

mM, che produce un sostanziale incremento nella quantità di fasci di actina-tropomiosina 
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rispetto ai filamenti, è causata da una diminuzione della concentrazione di ATP pari a 0.5 

mM. Lo stimolo da parte dell’ADP delle piastrine umane induce un simile decremento nella 

concentrazione “metabolica” di ATP (Murphy, 1989). Queste variazioni nella 

concentrazione di ATP sono accompagnate dalla formazione di fasci di actina durante la 

reazione di aggregazione (Holmsen et al., 1972; Pribluda et al., 1981). 

Le alfa actinine sarcomeriche sono le maggiori componenti della linea Z e svolgono una 

fondamentale funzione organizzatrice e regolatrice nella contrazione muscolare. 

È nozione comune che la loro proprietà di formare gel di actina diventi quasi irrilevante a 

37°C (Jockusch e Isenberg, 1981; Bennett et al., 1984). Questo comportamento fa sorgere 

apparentemente dubbi sull’ attività di queste proteine in vivo (Bennett et al., 1984). A dir la 

verità, l’-actinina estratta da stomaco di pollo, a concentrazioni nanomolari, aumenta 

significativamente la consistenza del gel di actina, anche a 37°C, in presenza di basse 

concentrazioni di actina (2-3 µM) (Grazi et al., 1990; Grazi et al., 1991). Questa scoperta 

porta alla considerazione che, solamente a basse concentrazioni, i filamenti di actina 

possono diffondere liberamente e formare legami crociati, grazie all’azione dell’-actinina. 

Dal momento che la rete di fasci è ampiamente anastomizzata, la rigidità del sistema 

aumenta, anche a 37°C.  

Ad eccezione di due casi (Meyer e Aebi, 1990), il legame dell’-actinina all’actina F è 

stato studiato solamente ad un’unica concentrazione di actina F (Bennett et al., 1984, 

Duhaiman e Bamburg, 1984). Lo studio di questa interazione, in funzione della 

concentrazione, ha evidenziato che la costante di dissociazione aumenta di circa 40 volte, 

quando la concentrazione di actina viene incrementata da 1.2 a 48 µM. Per spiegare questo 

fenomeno, Grazi e collaboratori (1990, 1991) hanno proposto che il legame tra -actinina e 

actina F è una funzione sia della concentrazione, sia della struttura del gel. Con 

l’incremento della concentrazione, si assiste a due fenomeni: l’improvvisa diminuzione 

della diffusione dei filamenti di actina e l’incremento del numero di legami crociati, dovuto 

all’avvolgimento dei filamenti. L’-actinina diffonde liberamente attraverso la rete actinica 

(Fujime e Ishiwata, 1971, Tait e Frieden, 1982). Di conseguenza, essa stabilisce 

un’interazione monodentata con i monomeri dei filamenti actinici. Ciò non succede invece 

nell’interazione bidentata. A concentrazioni molto basse, i filamenti di actina diffondono 
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liberamente e si dispongono adiacenti l’uno all’altro, abbastanza vicini da essere legati in 

modo crociato ad opera dell’-actinina. 

 

 
 

 

Con l’aumentare della concentrazione di actina, questa diffusione diminuisce 

improvvisamente ed una grande quantità di monomeri dei filamenti diviene inutilizzabile 

per il cross-linking da parte dell’-actinina. L’aumento della concentrazione, tuttavia, è 

accompagnato da un incremento nell’avvolgimento dei filamenti, con un conseguente 

aumento del numero di legami crociati tra i filamenti e, quindi, del numero di siti 

disponibili per il legame bidentato dell’-actinina all’actina (Grazi et al., 1993). 

La gelsolina è un’altra proteina coinvolta nell’organizzazione del sistema contrattile. Essa 

ostacola la polimerizzazione, tagliando il filamento e legandosi all'estremità "più" appena 

formata. 

Il rapporto molare gelsolina:actina è approssimativamente 1:100 nella cellula (Pollard e 

Cooper, 1986), un valore adeguato, in vitro, a supporto della nucleazione, accrescimento e 

frammentazione dei filamenti di actina. Dal momento che queste funzioni sono regolate dal 

Ca
2+ 

e dal fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfato (Janmey e Stossel, 1987), la gelsolina assume il 

ruolo di potenziale candidato nel promuovere la transizione gel-sol in vivo. In vitro, le sue 

funzioni vengono solitamente testate sull’actina filamentosa; nella cellula, comunque, a 

causa della grande concentrazione delle macromolecole, l’actina è spesso presente 

sottoforma di fasci di filamenti. In queste strutture, le forti interazioni latero-laterali tra 

filamenti possono neutralizzare la loro frammentazione ad opera della gelsolina (Grazi et 

-actinina 
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al., 1991). Una protezione alla sua azione si ottiene anche aggiungendo tropomiosina 1.5 

µM al sistema in poli(etilenglicole), una condizione in cui i fasci di actina non sono ancora 

formati. Forse, anche in questo caso, l’entità dell’associazione latero-laterale dei filamenti è 

sostanziale. L’azione di questa proteina può anche essere ostacolata rafforzando le 

interazioni monomero-monomero, che avvengono in presenza di elevate concentrazioni 

macromolecolari (Tellam et al., 1983).
 

 

 

Acqua e contrazione muscolare 

Nel 1954, due gruppi di studiosi, A.F. Huxley con R. Niedergerke e H.E. Huxley con 

J.Hanson, giungono contemporaneamente ed indipendentemente alla conclusione che: a.) 

tutte le variazioni nella lunghezza del sarcomero avvengono a carico della banda I; b.) la 

lunghezza della banda A rimane costante, ma varia la sua densità; c.) durante la contrazione 

isometrica, la lunghezza di entrambe le bande rimane invariata.  

La contrazione muscolare non è dovuta ad una variazione della lunghezza dei miofilamenti 

spessi e sottili, ma ad uno scorrimento degli uni sugli altri. Durante il processo, i 

miofilamenti sottili penetrano tra quelli spessi (variazione della lunghezza della banda I e 

variazione della densità della banda A) e in questo modo il sarcomero si accorcia. 

Successivi studi di microscopia elettronica e di diffrazione ai raggi X hanno portato alla 

formulazione di un modello della contrazione su base molecolare (Huxley, 1969). Secondo 

questo modello, la contrazione si realizza mediante un’interazione ciclica delle teste di 

miosina con il filamento di actina. Le teste di miosina subiscono una modifica 

conformazionale associata in qualche modo all’idrolisi dell’ATP.  

Dopo più di mezzo secolo, la definizione dei due gruppi di studiosi rimane convincente, in 

quanto basa la contrazione muscolare sulle proprietà intrinseche alle proteine contrattili ed, 

in particolare, sulle modificazioni conformazionali che caratterizzano la formazione del 

ponte actomiosinico. Ma tali cambiamenti conformazionali rimangono per così dire 

“ipotetici” e le vie di trasduzione chimico-meccanica sono ben lungi dall’essere chiarite. 

La dettagliata descrizione del ciclo ATPasico della miosina e della actomiosina, lo studio 

della meccanica della fibra muscolare, la risoluzione della struttura del complesso actina-
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DNAsi I, del complesso profilina:actina, del frammento S1 della miosina, hanno portato 

alla definizione di numerosi dettagli della contrazione muscolare, ma non abbiamo ancora 

una visione unitaria di questo affascinante fenomeno. 

Nel lavoro “Acqua e contrazione muscolare”, di qualche anno fa, Grazi, a tal proposito, 

afferma che “si clona l’uomo e si dimentica il vecchio adagio: corpora non agunt nisi 

soluta”.  

In effetti, il sistema contrattile si può considerare una “soluzione” altamente non ideale, 

nella quale le proteine sono in forte competizione per l’acqua. Spesso questa realtà non è 

tenuta in sufficiente considerazione dagli scienziati che studiano il muscolo. 

Lo strumento principe per analizzare le proprietà delle proteine contrattili, per soluzioni 

non ideali, è la pressione osmotica. Misurando questo parametro è possibile determinare il 

potenziale chimico di un soluto nella soluzione. 

Date due soluzioni separate da una membrana permeabile al solvente, ma non al soluto, il 

solvente fluisce dalla soluzione meno concentrata (potenziale chimico dell’acqua più 

elevato, 1
I) alla soluzione più concentrata (potenziale chimico dell’acqua meno elevato, 

1
II). Il flusso può essere arrestato applicando una opportuna pressione idrostatica sulla 

soluzione più concentrata. Tale pressione idrostatica misura la pressione osmotica, , 

generata dal sistema: 

1
I = 1

II + V 

dove V è il volume di una grammo mole di acqua (18 cm
3
).  

Da questa equazione, si evince che il prodotto V misura la differenza del potenziale 

chimico dell’acqua fra i due compartimenti. Nota la variazione del potenziale chimico 

dell’acqua, è possibile calcolare la variazione del potenziale chimico del soluto. 

Lo studio delle proprietà osmotiche delle proteine del sistema contrattile può essere 

condotto per dialisi (vedi Figura 4) ad equilibrio, utilizzando membrane permeabili 

all’acqua e ai piccoli soluti, ma impermeabili alle proteine. 
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In tal modo, si valuta la quota di pressione osmotica dovuta al contributo delle 

macromolecole. Si equilibrano le soluzioni proteiche contro soluzioni di macromolecole a 

pressione macromolecolare nota. Quando l’equilibrio viene raggiunto, la pressione 

osmotica della soluzione proteica è identica a quella della soluzione della macromolecola di 

riferimento. Si determinano gravimetricamente le masse dell’acqua e della proteina e si 

calcola la molalità della proteina, che è espressa dalla concentrazione totale dei monomeri 

(monomeri liberi + monomeri nei filamenti) e non dalla concentrazione dei filamenti, come 

sarebbe più corretto. Miosina e actina formano soluzioni polidisperse di filamenti e, per 

rappresentare i dati in funzione della concentrazione dei filamenti, dovremmo fare ipotesi 

sulla polidispersione delle soluzioni stesse. Ciò annullerebbe il valore principale del 

metodo: la misura diretta della variazione del potenziale chimico di una proteina. 

Una delle caratteristiche più rilevanti dell’actina e della miosina è la loro capacità di 

polimerizzare spontaneamente. A questa proprietà è legata essenzialmente la formazione 

del sarcomero nel muscolo scheletrico. 

Il polimero di actina è costituito da un’elica levogira, formata da 2.16 monomeri per giro. 

 

 

Figura 4. Rappresentazione schematica 

dell’apparato dializzatore. 

agitatore magnetico 
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In vivo, meccanismi intrinseci regolano la lunghezza di questo filamento sottile intorno al 

micrometro. In vitro, questa lunghezza è varia e può raggiungere anche i 40 µm. 

Il polimero di miosina (filamento grosso) è costituito da 300 molecole ed è lungo circa 1.5 

µm. Esso si forma per interazione delle code delle molecole di miosina ed è pertanto 

bipolare. La sua porzione centrale è liscia (formata solo dalle code), mentre le due estremità 

presentano proiezioni laterali (teste della miosina), disposte in modo elicoidale. 

 

 

 

Le sospensioni di filamenti di miosina e quelle di filamenti di actina hanno comportamento 

non ideale. 

La variazione della pressione osmotica proteica ha effetti relativamente modesti 

sull’energia libera dell’actina, ma influenza significativamente l’energia libera della 

miosina, che, per l’incremento da 1.7 a 18 kPa della pressione osmotica proteica, aumenta 

di 11 RT/mole. Questi valori (1.7 e 18) non sono stati scelti a caso: 1.7 kPa è il valore 

massimo della pressione osmotica proteica associabile alle soluzioni diluite di actina e 

miosina, riscontrabili in letteratura; 18 kPa è il valore della pressione osmotica proteica del 

muscolo di rana, in condizioni fisiologiche. L’incremento di energia libera descritto, 11 

RT/mole, è dello stesso ordine di grandezza di quello conferito al ponte actomiosinico, in 

seguito ad una dislocazione di 10 nm rispetto alla posizione di minima energia, cioè 

rispetto al punto nel quale non vi sarebbe sollecitazione elastica. In realtà, anche in questa 

posizione (dislocazione 0 nm) vi è un certo grado di sollecitazione elastica. Questa è 

generata proprio dalla pressione osmotica proteica: 

 

dG = n f dl - PdVw 
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dove n è il numero totale delle molecole proteiche sollecitate; f è la sollecitazione elastica, 

dl è la dislocazione, P è la variazione del potenziale chimico dell’acqua espresso in unità 

pressorie e Vw è il volume dell’acqua spostata. 

L’entità del minimo di energia del ponte actomiosinico è pertanto funzione della pressione 

osmotica proteica del sistema e non solo della costante di formazione del complesso 

actomiosinico. 

Due fenomeni caratterizzano l’interazione dei filamenti bipolari di miosina con l’adenosina 

difosfato (sale di magnesio) alla pressione osmotica proteica di 18 kPa:  

a.)  il variare della concentrazione della miosina in funzione della concentrazione del 

nucleotide 

b.)  l’anomalia del legame. 

All’equilibrio, la concentrazione della miosina aumenta da 0.766 mM a 0.92 mM con 

l’aumentare del MgADP da 0 a 0.8 mM e diminuisce da 0.92 a 0.8 mM per l’ulteriore 

aumento del MgADP da 0.8 a 2.0 mM. L’incremento della concentrazione del MgADP da 

0 a 0.8 mM è accompagnato dalla espulsione di 187 litri di acqua per mole di miosina, 

vale a dire dall’incremento dell’energia libera della componente proteica. L’ulteriore 

incremento del MgADP da 0.8 a 2 mM è accompagnato dalla riassunzione di 118 litri di 

acqua per mole di miosina, vale a dire dal decremento dell’energia libera della componente 

proteica.  

Questi fenomeni indicano che la ripartizione della miosina, fra miosina libera, complesso 

miosina-ADP e complesso miosina-(ADP)2, influenza l’equilibrio osmotico della 

soluzione. 

La variazione dell’energia libera è generalmente riferita al procedere della reazione nel suo 

complesso, cioè alla somma delle energie libere dei prodotti meno la somma delle energie 

libere dei reagenti. Se si rappresentano graficamente le variazioni delle energie libere degli 

stati di equilibrio dei singoli componenti del sistema, cioè la miosina libera, la miosina-

ADP e la miosina-(ADP)2, in funzione della concentrazione del nucleotide, le tre curve che 

ne derivano convergono tutte sul valore zero dell’ascissa. In realtà, la loro posizione 

relativa si ottiene solo sommando a ciascuna di esse la corrispondente energia libera 



31 

 

standard. Cosa che abitualmente non si fa, si apprezza la variazione dell’energia libera della 

reazione, ignorando le variazioni delle energie libere dei singoli componenti. 

L’interazione tra actina e miosina è stata studiata in presenza di una pressione osmotica 

costante, pari a 18 kPa, in soluzioni contenenti le due proteine in rapporto molare 2.6:1, 

ovvero il rapporto stechiometrico nella banda A del muscolo scheletrico.  

Nel sistema actomiosinico ricostruito su queste basi, la distanza media fra i filamenti di 

miosina è di 34.2 nm, equivalente alla distanza che si riscontra nella fibra intatta del 

muscolo in rigor per lunghezze del sarcomero di 3.38 µm. A questa lunghezza, il muscolo 

sviluppa circa il 20% della tensione massima (Gordon et al., 1976). 

Il sistema actomiosinico è molto più complesso di quelli costituiti da soli filamenti di actina 

o miosina. Per questo le variazioni dell’energia libera del sistema devono essere correlate 

alla concentrazione totale di miosina, invece che ripartite tra miosina libera e complessi 

actomiosinici. 

Le interazioni della miosina con l’actina F e con la tropomiosina-actina F sono 

caratterizzate da decrementi dell’energia libera del sistema di 2.17 e 2.29 RT/mole di 

miosina, rispettivamente; una quota modesta, 11%, se riferita all’energia libera di idrolisi 

dell’ATP (Hill, 1977). L’introduzione della troponina rende il sistema sensibile alle 

variazioni della concentrazione dello ione calcio. La conversione del complesso troponina-

tropomiosina-actina F (EGTA)       troponina-tropomiosina-actina F (CaCl2) è endoergonica 

per 0.28 RT/mole di actina. La conversione del complesso troponina-tropomiosina-actina 

F-miosina (EGTA)      troponina-tropomiosina-actina F-miosina (CaCl2) è endoergonica per 

0.6 RT/mole di miosina.  

Per quanto chiaramente evidenziabile, questa differenza di energia libera non è tale da 

spiegare su sole basi termodinamiche, lo stato refrattario del muscolo alle basse 

concentrazioni di Ca
2+

. 

Nello studio della trasduzione chimico-meccanica, cioè della connessione fra il ciclo 

actomiosinico (idrolisi dell’ATP) e lo sviluppo della forza contrattile, il contributo della 

pressione osmotica proteica non viene preso in considerazione. Si ammette che una trazione 

esercitata sul sarcomero in rigor aumenti l’energia libera dei ponti actomiosinici associati, 

ma non si riconosce che la trazione aumenti l’energia libera dei ponti dissociati. Questo 
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atteggiamento sembra derivare dal convenzionalismo introdotto da Hill nel 1977, secondo il 

quale: 

a.)  gli stati del ponte actomiosinico sono caratterizzati da vari livelli di energia libera 

b.)  l’energia libera di un ponte actomiosinico associato è data dall’energia libera in assenza 

di deformazione più l’energia libera dovuta alla deformazione elastica. 

Secondo questa definizione, l’energia libera dei ponti dissociati non cambia con la trazione. 

Questo formalismo è incompleto, in quanto ignora il contributo dell’acqua. 

Se si considera un volume della banda A del sarcomero, contenente nAT moli di ponti 

actomiosinici associati, nDI moli di ponti actomiosinici dissociati, nA, moli di monomeri di 

actina non impegnati nel legame con la miosina e nW moli di acqua, a temperatura e 

pressione costanti, lo stato del sistema è definito da:   

  

(G/f) df = nAT dAT + nDI dDI + nA dA + nW dW  

 

dove, G, f, n e  indicano, rispettivamente, l’energia libera, la forza applicata, il numero 

delle moli e il potenziale chimico. Si suppone anche che, durante l’applicazione della forza, 

i ponti actomiosinici associati non si possano scindere, cosicché il numero di moli dei 

componenti non varia. 

Se si ipotizza che, a causa della trazione, possa variare solo l’energia libera dei ponti 

actomiosinici associati, dW = dDI = dA = 0, l’equazione appena vista si riduce a: 

 

(G/f) df = nAT dAT  

 

che descrive l’effetto della trazione sui ponti actomiosinici associati.  

In soluzioni proteiche concentrate, tuttavia, gli equilibri dell’acqua vengono turbati da molti 

fattori, come lo rivela l’insorgere di fenomeni osmotici: 

a.)  A 18 kPa, la pressione osmotica proteica fisiologica del muscolo scheletrico (Maughan 

e Godt, 2001), CaCl2 0.2 mM induce il rilascio di 38.7 litri di acqua per mole (come 

monomero di actina) di filamento di actina calcio-regolato (Schwienbacher et al., 1995). 
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b.)  Nelle stesse condizioni, MgADP 1 mM induce il rilascio di 187 litri di acqua per mole 

(come miosina) da una soluzione di filamenti di miosina, mentre l’ulteriore incremento a 

2 mM del MgADP induce la riassunzione di 118 litri di acqua per mole di miosina. 

c.)  La formazione di actomiosina è accompagnata da una ingente assunzione di acqua. 

Questi effetti indicano che la formazione del ponte actomiosinico e la successiva 

sollecitazione meccanica non possono non essere accompagnati da significative 

perturbazioni degli equilibri dell’acqua di solvatazione dell’actina e della miosina e, quindi, 

da variazioni del potenziale chimico dell’acqua. E’ perciò necessario introdurre il termine 

“acqua” nella suddetta equazione, che diventa: 

(G/f) df = nAS dAS + nW dW  

La differenza tra le due equazioni è fondamentale. Per la prima, “il formalismo di Hill”, la 

sollecitazione meccanica è completamente assorbita dai ponti actomiosinici associati. Per 

l’ultima equazione, parte della sollecitazione meccanica accresce l’energia delle molecole 

d’acqua di solvatazione dei ponti actomiosinici associati, promuovendone così il 

disassorbimento e l’aumento del potenziale chimico. E’ chiaro che, se la sollecitazione 

meccanica influenza il potenziale chimico dell’acqua, la stessa sollecitazione influenza, sia 

pure indirettamente, il potenziale chimico dei ponti actomiosinici dissociati e dei monomeri 

del filamento sottile non impegnati in legami con la miosina. Entrambi i componenti sono 

stabilizzati dall’interazione con le molecole di acqua di nuovo rilascio, con relativa 

diminuzione della propria energia libera. Il sistema è quindi descritto correttamente 

dall’equazione 

 df = nAT dAT + nDI dDI + nA dA + nW dW 

in cui la sollecitazione meccanica influenza il potenziale chimico di tutti e quattro i 

componenti del sistema. 

L’effetto della sollecitazione meccanica sul potenziale chimico dell’acqua è trascurabile in 

soluzioni proteiche diluite, mentre è estremamente rilevante nel muscolo, una soluzione 

altamente non ideale, nella quale la concentrazione delle proteine è nell’ambito mmolale e, 

tra di esse, vi è una forte competizione per l’acqua.  
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La sollecitazione meccanica provoca il rilascio di molecole di acqua dai ponti actomiosinici 

associati. Queste molecole sono immediatamente captate dai ponti dissociati e dai 

monomeri di actina non impegnati in legami con la miosina. Esiste, quindi, una stretta 

connessione tra la sollecitazione meccanica e quella osmotica. In questo modo, se un 

sistema è sollecitato osmoticamente, la componente proteica è sollecitata elasticamente, 

mentre se la proteina è sollecitata elasticamente, il microambiente circostante viene 

sollecitato osmoticamente: 

 

dG = n f dl – PdVW  

 

Naturalmente, gli effetti delle sollecitazioni osmotica e meccanica non coincidono 

completamente: la prima agisce direttamente su tutte le proteine della soluzione; la 

seconda, meccanica, agisce direttamente soltanto su un componente, il ponte actomiosinico 

associato, e influenza indirettamente (tramite l’acqua) i ponti actomiosinici dissociati e i 

monomeri di actina che non sono impegnati nel legame con la miosina nel filamento sottile. 

La sollecitazione osmotica, inoltre, aumenta il potenziale chimico di tutti i componenti, ad 

esclusione dell’acqua. La sollecitazione meccanica, al contrario, aumenta il potenziale 

chimico dei ponti actomiosinici associati e transitoriamente anche quello dell’acqua. 

Quest’ultima, a sua volta, influenza, diminuendoli, i potenziali chimici dei ponti 

actomiosinici dissociati e i monomeri liberi di actina. 

Il filamento di actina non è solo un componente del sarcomero, ma esplica innumerevoli 

altre funzioni nel citoscheletro. Forse per questo è stato sempre vivo il desiderio di 

costruirne dei modelli. I primi sono stati generati da immagini ottenute per diffrazione 

ottica di paracristalli di actina (Spudich e Watt, 1971). In tali modelli vengono delineati i 

contorni delle masse dei monomeri e viene risolto il contributo della tropomiosina. Il 

diametro del filamento di actina è stimato tra i 7 nm (Spudich e Watt, 1971) e gli 8 nm 

(Moore et al., 1970). 

Successivamente, vengono utilizzate immagini ottenute per diffrazione ai raggi X:  

- di gel orientati di actina F: il modello di Heidelberg (Holmes et al., 1990); 

- di fibre di profilina-actina: il modello “elica-nastro” (Schutt et al., 1989, 1993); 
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- di sartorio rilassato in vivo: il modello di Egelman-Padron (1984). 

Nel modello di Heidelberg, si definiscono la posizione e la natura di numerosi contatti fra 

monomero e monomero e si assegna al filamento un diametro di 9.5 nm. Il filamento di 

Heidelberg è generato integrando la diffrazione a raggi X di un gel orientato di actina (Popp 

et al., 1987) con la diffrazione a raggi X del monomero di actina nel complesso actina-

DNAsi I (Kabsch et al., 1990). Il modello, dapprima costruito ipotizzando l’indipendenza 

dei quattro domini del monomero di actina (Holmes et al., 1990), è successivamente 

ridefinito con l’uso di vari algoritmi (Lorenz et al., 1993; Tirion et al., 1995).  

Il modello “elica-nastro” si fonda sull’analisi della struttura del complesso cristallino 

profilina-actina. Tale modello differisce completamente da quello di Heidelberg, in quanto 

postula la possibilità di una conversione reversibile filamento-nastro. In questo senso, il 

modello non è rigido. 

Il modello di Egelman-Padron (1984) è creato integrando la diffrazione ai raggi X del 

sartorio rilassato di rana in vivo e le fasi, determinate in microscopia elettronica, di singoli 

filamenti di actina. Il diametro assegnato al filamento in questo modello è di 10 nm. 

In opposizione ai modelli precedentemente descritti, il “filamento ad ala battente” è idrato, 

non rigido, con diametro e contatti monomero-monomero variabili (Grazi, 1997). 

L’idea di proporre questo modello deriva dalla grande variabilità di valori del diametro del 

filamento di actina che vengono riportati in letteratura.  

L’osservazione diretta di sezioni sottili di muscolo mostra diametri anche molto inferiori 

rispetto a quelli dei modelli finora citati. Da qui l’interrogativo se il diametro del filamento 

di actina non sia variabile e, di conseguenza, se la struttura del filamento non sia affatto 

rigida. 

Il diametro del filamento di actina idrato diminuisce significativamente con l’aumentare 

della pressione osmotica proteica. Si giunge a questa conclusione attraverso semplici studi 

di pressione osmotica, tenendo conto della transizione dei filamenti in fasci, indotta 

dall’aumento della pressione osmotica proteica (Suzuki et al., 1989). La transizione 

introduce un vincolo geometrico, che consente di correlare la distanza media interfilamento 
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(d), ovvero il diametro medio del filamento idrato, alla concentrazione di actina m, secondo 

l’equazione 

 

d =   

 

dove Mr è la massa molecolare del monomero di actina; N è il numero di Avogadro; 0.718 

mL/g è il volume parziale specifico dell’actina F; 1000+5 è il volume dell’acqua + il 

volume dei sali in cm
3
; 2.73 10

-7
 cm è il valore della ripetizione assiale del monomero di 

actina lungo l’elice genetico (Hanson e Lowy, 1963). 

Equilibrando soluzioni di actina a pressioni osmotiche proteiche crescenti, ma inferiori al 

livello che induce il cambiamento di fase, si rimuove prevalentemente l’acqua 

“extrafilamento”. A cambiamento di fase avvenuto, l’ulteriore aumento della pressione 

rimuove buona parte dell’acqua “intrafilamento”, cioè strutturale, diminuisce la distanza 

media interfilamento, ne altera l’architettura e quindi i rapporti spaziali fra i monomeri e i 

contatti intramonomero (Grazi, 1994; Schwienbacher et al., 1995).  

Nel modello ad ala battente, questi eventi sono spiegati con la diminuzione dell’angolo , 

formato tra l’asse lungo del monomero e l’estremità puntuta dell’asse longitudinale del 

filamento. A bassa pressione osmotica proteica, <1.7 kPa, si assume che il diametro del 

filamento di actina sia 9.5 nm (Holmes et al., 1990) e l’angolo  = 90°. Con l’aumento 

della pressione osmotica proteica, ad esempio a 18 kPa, l’angolo  diminuisce e il diametro 

del filamento di actina idrato diminuisce da 9.5 a 8 nm. 

In seguito all’aumento della pressione osmotica, la diminuzione del volume della soluzione 

potrebbe essere spiegata anche dall’interpenetrazione dei filamenti, che si comporterebbero 

come corpi perfettamente rigidi. In questo caso, non varierebbe il diametro del filamento.  

Il modulo elastico di trazione della fibra muscolare ha valori finiti. Poiché, a parte il verso, 

la flessione del monomero rispetto al filamento e la trazione sulla fibra sono operazioni 

identiche, si deve concludere che, se il monomero può essere deformato elasticamente da 

una sollecitazione meccanica, esso deve essere deformato elasticamente anche da una 

sollecitazione osmotica (Grazi et al., 1993; Schwienbacher et al., 1995). La concezione che 
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il filamento di actina sia un corpo perfettamente rigido e non sia deformabile elasticamente 

è quindi fisicamente insostenibile. 

La proteolisi controllata consente di scindere la miosina nei due domini globulari (S1) e 

nella “coda”. I frammenti S1, le cosiddette “teste” della miosina, ospitano il sito attivo per 

l’attività ATPasica e le superfici per l’interazione con il monomero dell’actina F (vedi 

Figura 5). 

 

 

 

Miscelando il frammento S1 con il monomero del filamento di actina, nel rapporto molare 

1:1, si ottiene il complesso rigor actina F-S1: 

 

 

  

In uno studio di chimica fisica, è utile conoscere la frazione del volume totale occupata da 

ciascun componente. A tale scopo, è opportuno attribuire una forma cilindrica ad ogni 

Actina F 

Miosina 

Figura 5. Struttura della miosina. 
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particella, la cui lunghezza è data dal diametro del filamento a bassa pressione osmotica 

proteica. Il volume della particella idrata è determinato dal volume parziale specifico e 

dalla massa equivalente. Se si conoscono il volume e la lunghezza, si può calcolare il 

raggio del cilindro. Il monomero di actina è quindi rappresentato da un cilindro di 

lunghezza pari a 4.75 nm (Holmes et al., 1990) e di raggio di 1.83 nm. Il monomero di 

actina decorato con S1 è rappresentato da un cilindro di 11.15 nm di lunghezza e di raggio 

pari a 2.318 nm.  

Come l’actina F, anche il complesso rigor actina F-S1 soggiace ad un preciso vincolo 

geometrico, che impone una ben precisa relazione fra la molalità dell’actina (come 

monomero) e la lunghezza complessiva dei filamenti in soluzione.  

Secondo il nostro modello, la pressione osmotica proteica deforma il filamento di actina 

decorato. La deformazione è prodotta dalla forza, f, parallela all’asse longitudinale del 

filamento ed è bilanciata dalla reazione elastica della struttura. A 18 kPa, l’angolo  è di 

61.5° per il monomero di actina e di 84° per il monomero di actina-S1. Al momento 

dell’associazione, l’angolo del monomero di actina è 61.5°, quindi uguale a quello del 

monomero actina-S1. Poiché questa non è la posizione di equilibrio imposta dalla pressione 

osmotica proteica di 18 kPa, si sviluppa una forza contrattile, definita da:  

 

forza contrattile = reazione elastica del complesso rigor a 61.5°  f a 61.5° 

 

La reazione elastica del complesso rigor a 61.5° è data dalla somma di f  per  = 84° più 

l’incremento che si verifica per la diminuzione di  da 84° a 61.5°. 

La forza è diretta verso l’estremità barbata del filamento di actina e promuove lo 

spostamento del filamento stesso verso il centro del sarcomero. 

Il modello ad ala battente, in conclusione, descrive il sistema contrattile come una 

soluzione proteica altamente non ideale. Questa rappresentazione stilizzata, che ignora il 

dettaglio strutturale del sarcomero, è certamente più adeguata delle rappresentazioni più 

rispettose della morfologia, che impongono però l’idealità del sistema. 

In realtà, l’associazione spontanea delle proteine del sistema contrattile a costituire il 

sarcomero è concomitante alla non idealità della soluzione. E’ di fondamentale importanza, 
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quindi, determinare le attività di queste proteine, oltre a valutare le masse e le 

concentrazioni, per avere chiaro il processo di contrazione muscolare, prima ancora di 

studiarne la cinetica di reazione. 
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La distribuzione di lunghezza dei filamenti di actina: il modello di 

Biron 

L’actina, nella forma filamentosa, è il principale componente strutturale del citoscheletro e 

riveste un ruolo attivo nel mantenimento della morfologia delle strutture contrattili. I 

filamenti sono complessi dinamici che polimerizzano e depolimerizzano continuamente; le 

loro proprietà fisiche (forza meccanica, risposta viscoelastica, ecc.) dipendono dalle 

caratteristiche dei filamenti che ne formano la struttura e, in particolare, dalla loro 

distribuzione in base alla lunghezza.  

Esperimenti con actina F, in vitro, in condizioni fisiologiche, mostrano un’ampia 

distribuzione esponenziale di lunghezze (Xu et al., 1999; Littlefield e Fowler, 1998; 

Edelstein-Keshet e Ermentrout, 1998). Allo stesso tempo, le teorie sull’ equilibrio 

dell’assemblaggio di polimeri e micelle prevedono una distribuzione esponenziale 

determinata dalla competizione tra l’energia all’estremità del filamento e l’entropia 

traslazionale (Bar-Ziv e Safran, 1994). In effetti, proteine come la gelsolina (Yin e Stull, 

1999) modificano la lunghezza media dei filamenti, l, ma non il coefficiente della varianza 

della distribuzione: 

 

 l / l  

 

dove l  è la deviazione standard della distribuzione.  

Recentemente, Biron e collaboratori (2006) hanno osservato che l’aggiunta di proteine 

“crosslinker” (cioè che partecipano alla formazione di legami crociati), ad una soluzione di 

actina F, favorisce la tendenza dei filamenti a sovrapporsi. Di conseguenza, la forma della 

distribuzione cambia e r viene ridotto approssimativamente della metà (Biron e Moses, 

2004). Un comportamento simile viene osservato anche in presenza di aggregati miosinici 

(Kawamura e Maruyama, 1970). 

Secondo Biron, il restringimento della distribuzione di lunghezza è un effetto generale, che 

ha luogo in seguito all’attrazione a corto raggio tra i filamenti. Sia le attrazioni mediate da 

deplezione, in soluzioni contenenti polimeri inerti (PEG), sia le interazioni elettrostatiche 

indotte dai controioni multivalenti (spermina) danno luogo ad attrazioni che fanno 
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restringere significativamente la distribuzione. Queste forze aumentano la tendenza dei 

filamenti a disporsi parallelamente l’uno rispetto all’altro e simultaneamente ad accrescersi 

(Figura 6).  

 

 

 

 

 

Come risultato, l’andamento della distribuzione cambia drasticamente: da curva 

esponenziale a Gaussiana, con un picco ben definito alle lunghezze più grandi.  

Genericamente parlando, le distribuzioni di tipo esponenziale, in cui l’ampiezza coincide 

con la media, sono tipiche dei sistemi dove l’entropia prevale rispetto le energie di 

interazione; le distribuzioni di tipo Gaussiano, in cui l’ampiezza è di molto inferiore alla 

media, sono caratteristiche dei sistemi dove prevalgono le energie di interazione.  

Le cellule, inoltre, rappresentano un ambiente biochimico, dove la concentrazione di 

macromolecole è rilevante. Questo porta alla formazione delle attrazioni mediate da 

deplezione, che possono essere riprodotte, in vitro, aggiungendo polimeri inerti, come il 

polietilenglicole. 

La polimerizzazione dell’actina è un processo dinamico e molte teorie che trattano le 

distribuzioni di lunghezza (Edelstein-Keshet e Ermentrout, 1998; Flory, 1956; Oosawa e 

Kasai, 1962) si basano su equazioni cinetiche che descrivono i vari processi coinvolti (ad 

esempio, l’associazione dei monomeri, la dissociazione, ecc.). D’altro canto, come notato 

Figura 6. Quadro schematico dei tre tipi di 

attrazione e il loro effetto sulla polimerizzazione 

dell’actina:  

a) proteine “crosslinker”, b) controioni polivalenti, 

c) polimeri inerti che danno origine ad attrazioni 

mediate da deplezione. 
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da Flory (1956), teorie cinetiche che trattano distribuzioni allo stato stazionario possono 

essere spesso sostituite da altre che riguardano l’equilibrio. In particolare, la presenza di 

proteine (come la gelsolina, la cofilina, ecc.) fa sì che la distribuzione dei filamenti segua la 

distribuzione tipica dello stato di equilibrio e che non dipenda dalle instabilità dinamiche.  

In effetti, la distribuzione a carattere esponenziale che è tipica dell’actina F viene 

riscontrata anche nei sistemi dove le molecole surfattanti formano micelle lineari e 

l’equilibrio è mantenuto attraverso lo scambio di queste molecole con la soluzione (Bar-Ziv 

e Safran, 1994).   

L’approccio all’aspetto che riguarda l’equilibrio ha il vantaggio di offrire una struttura 

naturale per studiare sistematicamente l’effetto delle interazioni inter-filamento. 

Il punto di partenza teorico è la conseguente energia libera (per unità di volume) di una 

soluzione costituita da concentrazioni, l, di filamenti di lunghezza l = 1, 2, 3, 4,...: 

 =  l  ln(l v0) – 1 + l + b +  w (l,l’) l l’ -     ll                                                    (1) 

 

Il termine logaritmico rappresenta l’entropia traslazionale dei filamenti, dove v0 è il volume 

del monomero. Tutte le energie vengono espresse in unità di energia termica kBT. L'energia 

di un singolo filamento è costituita da un termine l-dipendente, dovuto all’interazione tra 

monomeri vicini, e un termine l-indipendente, che rappresenta sostanzialmente l’energia 

all’estremità del filamento, b. Il termine che segue rappresenta l’interazione tra due corpi, 

dove w (l,l’) = ∫ drdΩ[1-exp(-ul,l’(r,Ω))] è il secondo coefficiente viriale di un paio di 

filamenti con lunghezze l,l’ che sono posti a una certa distanza tra loro, r, con angolo Ω 

(Onsager, 1949). 

Infine, il moltiplicatore di Lagrange, µ, viene aggiunto all’energia libera per ottenere la 

concentrazione monomerica totale l  ll = m. 

La distribuzione di lunghezza, all’equilibrio, è ottenuta portando al minimo l’energia libera 

rispetto a l : 

l = 0 exp ( -al -  w (l,l’) (l’))                                                                                (2) 

 

dove 0 = exp(-b)/v0 e a = α - µ. 

l   l<l’  l 

l’ 
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In assenza di interazioni interfilamento, la distribuzione l è esponenziale, con una 

lunghezza media del filamento ‹l›0 = 1/a = (m /0)
1/2

 e rσ = 1.  

Quando vengono introdotte le attrazioni crociate interfilamento, il nuovo contributo porta a 

Watt(l,l’) = π/2 l l’δ (1 – e
-u0

) + 2πdδ{2l1 [1 + (e
-z
 – 1) / z] + (l2 – l1)[1 - e

-z
]}        (3) 

 

dove u0 è l’attrazione a corto raggio per monomero e δ è l’entità dell’attrazione.  

Il primo termine rappresenta il contributo da parte delle configurazioni dove i filamenti si 

intersecano con ampi angoli, mentre il secondo è il contributo delle configurazioni 

parallele, con  

 

z ≡ (l1 / d) u0, l1 ≡ min(l,l’) e l2 ≡ max(l,l’) 

 

Le equazioni (2) e (3) permettono di determinare la distribuzione di lunghezza {l}.  

Quando l’attrazione diventa più forte, nella distribuzione si sviluppa un picco, in 

corrispondenza delle lunghezze più grandi. Dal momento che u0 è definito come l’energia 

di interazione per monomero, è la grandezza di lu0 che determina se le interazioni 

interfilamento sono abbastanza forti da modificare la distribuzione. L’effetto nel 

coefficiente di varianza rσ è non-monotonico. In un primo tempo, la proporzione supera 

l’unità, ma raggiunge velocemente un massimo e scende al di sotto di uno. L’incremento 

iniziale che si verifica in rσ è dovuto essenzialmente alla distribuzione bimodale di 

lunghezza a valori intermedi di u0 e il conseguente decremento è dato dal prevalere dei 

filamenti più lunghi.  

A causa della natura “inquieta” di questa approssimazione, ciò non può descrivere 

correttamente il comportamento in presenza di attrazioni a corto raggio. Con questo limite, 

di forti interazioni, il comportamento può essere studiato prendendo in considerazione la 

nuova forma che viene ad avere la distribuzione             

              0e
- al + (gl**) l2  l ≤ l* 

 l ≈                                                                                                                                       (4) 

               0e
- (a - gl*2 *) l

  l ≥ l* 
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dove g ~ πu0
2
.  

Mentre la distribuzione di lunghezza dei filamenti lunghi (l ≥ l*) rimane a carattere 

esponenziale, quella dei filamenti più corti (l ≤ l*) presenta due massimi, uno a l = 0 e 

l’altro a l = l*. Inoltre, mentre per valori bassi di |u0| la distribuzione si riduce a quella 

esponenziale d’origine, per valori elevati presenta un picco ristretto a l = l*. 

In presenza di tre incognite a, l* e ρ*, la funzione della distribuzione, ρl, può essere 

calcolata risolvendo le equazioni che seguono: 

- la condizione di conservazione del monomero ∫ dl l ρl = ρm 

- la condizione di coerenza ρ* = 0exp(- a + gl*3 *) 

- la condizione che ‹l› = l* 

Riassumendo, in presenza di attrazioni a corto raggio, il coefficiente di varianza della 

distribuzione di lunghezza dell’actina F risulta ridotto, a causa di un aumento nella 

tendenza dei filamenti a disporsi parallelamente l’uno rispetto all’altro, anche in assenza di 

legami chimici crociati. Questo fenomeno è alquanto generale e non dipende dal 

meccanismo di attrazione: le attrazioni possono essere indotte da controioni multivalenti, 

possono essere elettrostatiche; possono aver luogo in ambienti ad elevata concentrazione 

macromolecolare (cellula), come risultato di attrazioni mediate da deplezione, o possono 

essere indotte da proteine di legame, che legano i filamenti di actina tra loro, nel 

citoscheletro.  

Allo stato stazionario, la distribuzione di lunghezza dei filamenti di actina è esponenziale 

(Kawamura e Maruyama, 1970) e presenta una media di 7 m (2600 monomeri), 

indipendentemente dalla concentrazione iniziale del monomero, per soluzioni tra 5 e 100 

M (Sept et al., 1999). Questo tipo di distribuzione viene ampiamente alterato dalla 

presenza di cationi multivalenti (Strzelecka-Golaszewka, 1973; Grazi et al., 1982) o 

dall’incremento della pressione osmotica proteica (Suzuki et al., 1989; Schwienbacher et 

al., 1995). Questi fattori promuovono la conversione dei filamenti in fasci di filamenti. Una 

perturbazione, seppure di minore entità, della distribuzione esponenziale dell’actina F è 
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provocata anche dall’-actinina, una proteina che, come abbiamo già visto, interagisce con 

l’actina per la formazione di legami crociati (Biron e Moses, 2004). 

 

La pressione osmotica proteica modula la distribuzione di 

lunghezza dei filamenti di actina  

In un lavoro pubblicato nel 2008 (Grazi e Pozzati), abbiamo correlato la pressione osmotica 

proteica alle variazioni di energia libera del monomero libero di actina e, utilizzando il 

modello di Biron e collaboratori (2006) discusso nelle pagine precedenti, abbiamo 

ulteriormente messo in relazione queste variazioni con i cambiamenti della distribuzione di 

lunghezza dei filamenti.  

Questo è possibile a condizione che il sistema si trovi all’equilibrio: 

 

nADP-G-actina  F-ADP-actina 

 

Se l’equilibrio osmotico viene turbato dall’aggiunta di una macromolecola esterna, si crea 

una nuova distribuzione di lunghezza dei filamenti, dovuta all’instaurarsi di attrazioni a 

corto raggio. Un modello di questa nuova distribuzione può essere realizzato a condizione 

che si conosca il valore corrispondente alle attrazioni a corto raggio, che causa la variazione 

di energia libera del monomero libero, calcolata secondo Biron, pari a quella ottenuta dagli 

esperimenti osmotici.  

Dialisi dell’actina F 

Soluzioni di actina F, 120-168 μM come monomero, sono state dializzate per 24h a 2°C 

(prima dialisi) contro una soluzione tampone, contenente, per litro di acqua: KCl 0.1 M, 

trietanolammina 0.01 M, MgCl2, NaN3 e 2-mercaptoetanolo 2 mM, ciascuno, ATP e CaCl2, 

0.1 mM, ognuno. Il pH è stato mantenuto a 7.45 con HCl 6N (tampone A). La soluzione di 

actina dializzata è stata diluita con lo stesso tampone alla concentrazione proteica prescelta 

per l’esperimento, 12-48 μM. I 10-12 ml della soluzione finale sono stati sottoposti ad una 

seconda dialisi, di una notte, a 21°C contro 2 litri di tampone A. Il sacchetto di dialisi è 

stato lasciato aperto all’estremità superiore, facendo attenzione a mantenere allo stesso 
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livello, le soluzioni all’interno e all’esterno dello stesso. A fine  dialisi, sono state 

determinate la concentrazione e la viscosità dell’actina. La viscosità specifica dell’actina F 

19.2 μM è risultata 0.8, misurata con un viscosimetro di Ostwald, mantenuto a 21 ± 0.1°C. 

La frazione non-polimerizzabile, saggiata con il metodo Blue Comassie (Bradford, 1976), 

non è mai stata maggiore di 0.11 μM su 19.2 µM. La frazione non-polimerizzabile 

corrisponde alla frazione proteica che non sedimenta per centrifugazione della soluzione 

proteica, a 393,000g per 10 minuti a 21°C in rotore TL100 della centrifuga Beckmann 

TL100.  Per eseguire l’esperimento, aliquote da 1 ml della soluzione actinica sono state 

trasferite, con micropipetta Pedersen da 1 ml, in sacchetti di dialisi e quindi dializzate, a 

21°C, contro 100 ml di tampone A, tenuto costantemente in agitazione, contenuto in 

bottigliette con tappo chiuso (nella cui sommità è stato creato un piccolo foro), immerse in 

bagnetto termostaticamente controllato entro ± 0.1°C. Anche in questo caso, il sacchetto di 

dialisi era aperto all’estremità superiore, con le soluzioni, all’interno e all’esterno, poste 

allo stesso livello. La dialisi è stata prolungata fino a 12 giorni, controllando il volume della 

soluzione proteica di tanto in tanto. Alla fine dell’esperimento, sono stati misurati il 

volume, con micropipette Pedersen, e la viscosità. Solitamente, il millilitro di soluzione 

proteica è stato recuperato totalmente.  Una possibile causa può essere la durata degli 

esperimenti. Abbiamo riscontrato che l’actina F è stabile, a condizione che alle soluzioni 

venga aggiunto 2-mercaptoetanolo 2 mM. Per controllare la stabilità dell’actina F è stata 

misurata la viscosità, che, alla fine dell’esperimento, è stata riscontrata essere pari all’80-

100% di quella iniziale. Inizialmente, la viscosità specifica, ηsp, dell’actina F 19.2 μM era 

0.8. Alla fine, i campioni sono stati riuniti, depolimerizzati contro un tampone contenente 

trietanolammina-HCl 5 mM, 2-mercaptoetanolo 2 mM, ATP 0.1 mM e CaCl2 0.1 mM, 

diluiti a 10 ml e ripolimerizzati con l’aggiunta di MgCl2 2 mM. L’actina F era 17 μM, ηsp 

era 0.66, il decremento dovuto essenzialmente a perdite di natura meccanica. 

 

Dialisi dell’actina F contro polietilenglicole 40,000 

Per valutare la pressione osmotica, l’actina F è stata sottoposta a dialisi contro 

polietilenglicole (PEG) 40,000, nello stesso modo appena descritto, con la differenza che la 

terza dialisi è stata condotta aggiungendo 0.03-1.6g di PEG 40,000 alle aliquote di tampone 
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A da 100 ml ciascuna. Alla fine dell’esperimento, condotto per 9 giorni a 21°C,  il volume 

di ogni campione è stato misurato con micropipetta Pedersen. Anche in questo caso, la 

viscosità è stata conservata per l’80-100%. L’aggiunta di PEG (la cui densità è 1.21g/ml) 

diminuisce la concentrazione dei piccoli elettroliti fino all’1.32%.  

E’ alquanto improbabile, tuttavia, che queste variazioni possano influenzare 

significativamente i risultati ottenuti. 

 

Pressione osmotica macromolecolare indotta dal polietilenglicole 

La pressione osmotica associata alle soluzioni contenenti PEG (fino a 5g per 100g di acqua) 

è stata misurata per mezzo di osmometri equipaggiati con membrane UH 100125 

Schleicher e Schuell, Mr, cutoff 25,000. La pressione osmotica macromolecolare generata 

dal PEG è correlata alla concentrazione della macromolecola dall’equazione: 

pressione osmotica macromolecolare = 980 (9c + c
2.71

) dyne/cm
2 

dove c è la concentrazione del polietilenglicole (peso per 100 ml di soluzione). 

 

Pressione osmotica proteica associata a soluzioni di actina F 

Quando abbiamo sottoposto le soluzioni di 1 ml a dialisi contro tampone A, ci si aspettava 

che l’actina F, una specie non diffusibile, con il diminuire del potenziale chimico 

dell’acqua, avrebbe generato un flusso d’acqua verso l’interno, con un concomitante 

incremento del volume del compartimento che ospita la proteina. Nonostante la durata della 

dialisi sia stata prolungata, fino a 288h a 21°C, non è avvenuta alcuna variazione nel 

volume delle soluzioni (1 ± 0.005 ml). La modificazione del potenziale chimico dell’acqua 

indotta dall’actina F, in questo caso, è stata irrilevante. 

Soluzioni di actina F equilibrate contro soluzioni di polietilenglicole 40,000 

Soluzioni di actina F sono state sottoposte a dialisi contro un tampone contenente 

concentrazioni crescenti di PEG; in questo caso, il volume della soluzione proteica è 

diminuito significativamente, in funzione dell’incremento di concentrazione del PEG. La 

concentrazione finale di actina è stata calcolata utilizzando la formula: 

 

concentrazione finale =   volume iniziale ∙ concentrazione iniziale  
volume finale 
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I risultati di questi esperimenti sono illustrati in Figura 7, dove la pressione osmotica 

macromolecolare (P) all’equilibrio è messa a confronto con la concentrazione actinica.  

 

 

 

 

 

Nella prima serie di esperimenti (cerchietti neri), la concentrazione iniziale dell’actina è 

19.2 μM, come monomero. Inizialmente, questo campione è stato equilibrato contro 

tampone A, in assenza di polietilenglicole. Dopo 168h, a 21°C, il volume della soluzione, e 

quindi la sua concentrazione, è risultato invariato (1 ± 0.005 ml). Il resto dei campioni è 

stato equilibrato per lo stesso periodo di tempo, in presenza di concentrazioni crescenti di 

PEG. Alla fine dell’esperimento, il volume è stato misurato ed è stata calcolata la 

concentrazione di actina. La relazione tra la concentrazione totale di actina, c, e la pressione 

osmotica macromolecolare è data da 

pressione osmotica macromolecolare = − 17506.66 + 1.876 ∙ 10
9
c − 2.7338 ∙ 10

11
c

1.5
 + 

1.2539 ∙ 10
13

c
2
 − 8.7418 ∙ 10

15
c

3
 dynes/cm

2
                                                                         (5) 

 

Nella seconda serie di esperimenti (triangoli bianchi), la concentrazione iniziale dell’actina 

F è 60 μM, come monomero. Questo campione è stato equilibrato contro tampone A, senza 

Figura 7. Pressione osmotica macromolecolare (dyne/cm
2
) in funzione della 

concentrazione di actina totale – Cerchi: concentrazione iniziale di actina, 

19.18 µM; triangoli: concentrazione iniziale di actina, 60 µM. 
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PEG. Dopo 173h a 21°C, non si sono riscontrate variazioni di volume (1 ± 0.005 ml). I 

restanti campioni sono stati equilibrati contro concentrazioni crescenti di PEG. 

Alla fine dell’esperimento, la pressione osmotica macromolecolare è risultata  

 13761 + 2.8393 ∙ 10
8
c − 9.3939 ∙ 10

11
c

2
 + 9.544c

3
 + 7.8378 ∙ 10

11
c

4 
dynes/cm

2
              (6) 

 

I risultati appena descritti dimostrano le diverse proprietà delle soluzioni di actina F a 

riposo e cimentate contro polietilenglicole. Una soluzione a riposo di actina 60 μM non 

sviluppa una pressione osmotica rilevante e il potenziale chimico dell’acqua nella soluzione 

è essenzialmente lo stesso del tampone A. Al contrario, la soluzione di actina F concentrata 

da 19.18 a 54.86 μM sviluppa una pressione osmotica macromolecolare di 10,852 

dynes/cm
2
, con una variazione del potenziale chimico dell’acqua pari a 

Δμw = − PVM = − 10852 ∙ 18 = − 195336 erg/mole di acqua, oppure − 7.877 ∙ 10
−6

 RT/mole 

di acqua 

Δμw è la variazione del potenziale chimico dell’acqua e VM il volume molare parziale 

dell’acqua, 18 cm
3
.  

Il potenziale chimico dell’acqua della soluzione di actina F risulta essere più basso di 7.877 

∙ 10
−6

 RT/mole di acqua, rispetto al potenziale chimico dell’acqua del tampone A. 

In questo modo, due soluzioni di actina F di identica concentrazione mostrano differenti 

comportamenti fisico-chimici. Questo fenomeno può essere facilmente spiegato, a 

condizione che la distribuzione di lunghezza dei filamenti, nei due casi, sia differente. 

 

Pressione osmotica macromolecolare ed energia libera del monomero di actina 

 In effetti, ciò è intuibile dal momento che l’energia libera del monomero di actina varia in 

funzione della pressione osmotica macromolecolare associata alla soluzione actinica. La 

variazione di energia libera può essere calcolata integrando l’equazione  

 

dμ1 = (w / m) VM (dP / d m) d m 

dove Δ μ1 è la variazione del potenziale chimico del monomero libero di actina, P è la 

pressione osmotica proteica, w è il numero di moli di acqua, m è il numero di moli del 

monomero di actina e VM il volume molare parziale dell’acqua.   
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Dopo sostituzione del termine P, sia con l’equazione (5) che con l’equazione (6), che 

correlano la pressione osmotica macromolecolare alla concentrazione totale di actina, ciò 

che ne risulta è rappresentato in Figura 8, che descrive l’incremento di energia libera per 

mole di monomero libero di actina, come funzione della concentrazione totale di actina.  

 

 

 

 

 

Nel primo esperimento (cerchi), l’aumento di concentrazione da 19.18 a 48 μM e a 226 μM 

incrementa l’energia libera del monomero libero di actina di 13.36 e di 16.77 RT/mole di 

monomero libero, rispettivamente. Nel secondo esperimento (triangoli), l’aumento della 

concentrazione totale da 60 a 98.18 μM e a 135 μM determina un incremento dell’energia 

libera del monomero libero di actina di 3.13 e 4.5 RT/mole di monomero libero, 

rispettivamente. 

 

Calcolo della distribuzione di lunghezza dei filamenti allo stato stazionario 

Secondo Sept e collaboratori (1999), la distribuzione di lunghezza dei filamenti di actina ha 

una media di ~ 7μm ed è indipendente dalla quantità totale di actina, tra 0 e 100 μM, come 

monomero.  

Figura 8. Variazione di energia libera del monomero libero di actina in 

funzione della concentrazione actinica totale. 

Cerchi: concentrazione iniziale di actina, 19.18 µM  

Triangoli: concentrazione iniziale di actina, 60 µM. 
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Il modello di Biron offre l’opportunità di riprodurre la distribuzione osservata da Sept, 

utilizzando l’equazione (5). L’operazione viene eseguita assegnando il valore di 2560 (= 

7000 nm/2.73 nm) alla lunghezza numerica media, l
*
, dove 2.73 nm è l’incremento di 

lunghezza per subunità actinica (Hanson e Lowy, 1963), fissando la lunghezza massima 

numerica dei filamenti a 25,600 (69888 nm) e l’attrazione a corto raggio per monomero, u0, 

a un valore molto basso, − 10
-15

kBT, così da minimizzare le attrazioni a corto raggio e 

ottenere una curva esponenziale.  

In Figura 9, la distribuzione di Sept è riprodotta per due concentrazioni di actina F, 19.18 e 

110 μM, come monomero. Le due distribuzioni presentano la stessa lunghezza media dei 

filamenti, 7 μm. Tuttavia, la concentrazione del monomero libero differisce nei due casi, 

essendo 2.923 pM a 19.18 e 16.744 pM a 110 μM. 
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Distribuzione dei filamenti associata al loro minimo di energia libera 

L’energia libera totale dei filamenti, che presentano la distribuzione illustrata in Figura 9, 

viene calcolata mediante l’equazione (1), tenendo conto della condizione di coerenza  

Figura 9. Distribuzione dei filamenti di actina in soluzioni di actina F.  

Curva superiore: concentrazione monomerica totale, 110 µM; 

concentrazione del monomero libero, 1.6744 10
-11

 M; curva inferiore: 

concentrazione monomerica totale, 19.18 µM; concentrazione del 

monomero libero, 2.923 10
-12

 M; la linea verticale indica la lunghezza 

media dei filamenti, 7 µm.  
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ρ* =  0exp(- a + gl*3 *).  

 

A 19.18 μM, l’energia libera totale dei filamenti è 7.495 ∙ 10
-9

 RT per litro di soluzione; a 

110 μM, essa è pari a 4.29 ∙ 10
-8

 RT per litro di soluzione. Questi valori, tuttavia, non 

rappresentano il livello minimo di energia libera dei filamenti. Un ulteriore decremento, 

infatti, si verifica con l’aumentare della lunghezza media. I limiti minimi vengono registrati  

ad una lunghezza media di 34,944 nm (12800 monomeri) e corrispondono a 1.5 ∙ 10
-9

 RT 

per litro di soluzione, a 19.18 μM di actina totale, e a 8.594 ∙ 10
-9

 RT per litro di soluzione, 

a 110 μM. 

Al minimo di energia libera, tutti i filamenti di actina, inclusi i monomeri, presentano la 

stessa concentrazione, 0.0586 e 0.3357 pM a 19.18 e a 110 μM (Figura 10). 

  

 

 

 
 

 

Nella distribuzione di lunghezza descritta da Sept e collaboratori (1999), i filamenti non si 

trovano al minimo di energia libera; questo perchè la polimerizzazione dell’actina è 

associata all’idrolisi dell’ATP. Il sistema, quindi, non è all’equilibrio. Quando tutto l’ATP 

Figura 10. Distribuzione dei filamenti di actina in soluzioni di actina F 

all’equilibrio. Linea superiore: concentrazione monomerica totale, 110 

µM; concentrazione del monomero libero, 3.357 10
-13

 M; linea inferiore: 

concentrazione monomerica totale, 19.18 µM; concentrazione del 

monomero libero, 5.8638 10
-14

 M; la linea verticale indica la lunghezza 

media dei filamenti, 34.94 µm.  
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della soluzione è stato idrolizzato, la polimerizzazione è descritta semplicemente dalla 

reazione  

nADP-G-actina  F-ADP-actina 

i filamenti sono in grado di raggiungere il proprio minimo di energia libera e la loro 

distribuzione è caratterizzata dall’uguaglianza di tutte le concentrazioni.  

 

Effetto della dialisi contro polietilenglicole sulla distribuzione di lunghezza dei filamenti 

Abbiamo dimostrato che soluzioni a riposo mostrano un comportamento osmotico 

differente da quello di soluzioni con simile concentrazione, ma sottoposte a dialisi contro 

polietilenglicole.  

Spieghiamo questa caratteristica con un riarrangiamento della distribuzione dei filamenti di 

actina. Ad esempio, la distribuzione dei filamenti di una soluzione di actina 60 μM, a 

riposo, è differente da quella di una soluzione 60 μM, ottenuta dopo aver concentrato una 

soluzione originariamente di 19.18 μM.  

Per dimostrare l’effetto perturbante della dialisi contro polietilenglicole, prendiamo come 

punto di partenza la distribuzione all’equilibrio dei filamenti, riportata in Figura 10. 

Nei nostri esperimenti, dati i lunghi tempi di dialisi e l’associata idrolisi di ATP, è 

presumibile che, in assenza del polietilenglicole, il sistema evolva verso la condizione 

 

nADP-G-actina  F-ADP-actina 

 

quindi verso l’equilibrio. 

Al contrario, in presenza di PEG, il sistema si sposta verso una nuova distribuzione di 

lunghezza dei filamenti, proprio all’instaurarsi delle attrazioni a corto raggio. Queste 

attrazioni si possono riprodurre abbassando il valore di u0 (l’attrazione a corto raggio per 

monomero) fino a quando la variazione di energia libera del monomero libero, calcolata 

secondo Biron e collaboratori (2006), uguaglia quella ottenuta negli esperimenti osmotici. 

I risultati di questi calcoli sono presentati in Tabella I, dove le proprietà delle soluzioni di 

actina a riposo sono messe a confronto con le proprietà delle soluzioni actiniche, aventi la 

medesima concentrazione, ottenute da dialisi contro PEG, partendo da soluzioni a 

concentrazione più bassa. 
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Come illustrato in Tabella I, la concentrazione del monomero libero della soluzione 

perturbata di actina F e Cσ risultano leggermente diminuiti, confrontati ai valori delle 

soluzioni a riposo. La proporzione energia libera/monomero libero di actina aumenta da 

~10
-8

kBT (soluzioni a riposo) a 14.215 kBT (soluzioni perturbate). Contemporaneamente, u0 

(l’attrazione a corto raggio per monomero) decresce da −10
-15

kBT (soluzioni a riposo) a − 

5.33 ∙ 10
-7

kBT (soluzioni perturbate). Sorprendentemente, u0, in soluzioni in agitazione, 

raggiunge il valore più basso, − 5.33 ∙ 10
-7

kBT, a 54.86 μM, mentre aumenta a 

concentrazioni più elevate, essendo − 3 ∙ 10
-7

kBT, a 213.44 μM. 

Gli effetti della variazione di u0 nella distribuzione dei filamenti vengono illustrati in Figura 

11, che rappresenta il comportamento di una soluzione 19.18 μM, concentrata mediante 

dialisi contro differenti concentrazioni di PEG, a 38.4 μM (grafico in alto), a 54.84 μM 

(grafico in mezzo) e 93.66 μM (grafico in basso). 

Tabella I. Concentrazione iniziale delle soluzioni di actina F, concentrate mediante dialisi contro 

PEG, 19.18 M. Le concentrazioni riportate in Tabella sono raggiunte dopo equilibrio con soluzioni 

di PEG che generano una pressione osmotica macromolecolare di 7535, 10852, 13281, 17305 

dyne/cm
2
, rispettivamente. 
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Come si può notare in questa Figura, la concentrazione dei filamenti aumenta con la loro 

lunghezza, mentre, all’equilibrio (Figura 10), la concentrazione è indipendente dalla 

lunghezza. Tutte le curve presentano, inoltre, un’interruzione in corrispondenza della 

lunghezza media. 

 

Le nostre conclusioni 

Combinando il modello di Biron e collaboratori (2006), che, come abbiamo visto, correla 

l’energia libera dei filamenti di actina alla loro distribuzione di lunghezza, con i nostri 

studi, che mettono in relazione l’energia libera del monomero libero di actina al potenziale 

chimico dell’acqua, definiamo tre condizioni per le soluzioni di actina F: 

a.) lo stato stazionario, in cui la concentrazione dei filamenti di actina è esponenzialmente 

rapportata alla loro lunghezza (Figura 9) 

Figura 11. Distribuzione di lunghezza dei filamenti in 

soluzioni di actina F concentrate contro PEG. 

Ascissa, lunghezza dei filamenti, µM;  

Ordinata, concentrazione dei filamenti, pM.  

Concentrazione iniziale, 19.18 µM, come monomero.  

Concentrazione finale: 38.4 µM (grafico in alto); 54.86 

µM (grafico al centro); 93.66 µM (grafico in basso). 

L’interruzione nella curva coincide con la lunghezza 

media dei filamenti, 34.94 µm. La lunghezza massima 

è stata riscontrata a 69.89 µm.  
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b.) l’equilibrio, condizione in cui la concentrazione dei filamenti di actina è indipendente 

dalla loro lunghezza (Figura 10) 

c.) l’equilibrio turbato da un macromolecola esterna, condizione in cui la concentrazione 

dei filamenti di actina aumenta leggermente, in funzione della loro lunghezza, presentando 

un’interruzione in corrispondenza della lunghezza media. 

In questo modo, oltre al contributo delle proteine, abbiamo proposto che la distribuzione di 

lunghezza dei filamenti di actina sia regolata dalla correlazione tra la reazione di 

polimerizzazione e quella di idrolisi di ATP, 

 

nATP-actina-G  => actina-F + nPi                   ΔG > 0 

ATP + H2O => ADP + Pi                                ΔG < 0 

 

e dallo stress osmotico generato dalle macromolecole circostanti. 

Per quanto riguarda il primo punto, mentre l’energia libera di idrolisi dell’ATP si avvicina 

allo zero, l’energia libera totale dei filamenti di actina decresce e la loro lunghezza media 

aumenta, così che, all’equilibrio, l’energia libera totale dei filamenti raggiunge un minimo e 

la concentrazione dei filamenti diviene indipendente dalla loro lunghezza. Sept e 

collaboratori (1999) hanno dimostrato che la lunghezza media dei filamenti è ~ 7 μm, 

mentre per Kaufmann e collaboratori (1982), così come per Käs e colleghi (1996), essa è 

pari a 22 μm. 

Secondo la nostra ipotesi, i due valori di lunghezza media appena riportati dovrebbero 

essere associati a differenti energie libere della reazione di idrolisi di ATP, dato che lo stato 

stazionario nell’esperimento di Sept è lontano dalla condizione di equilibrio. Inoltre, 

l’energia libera del monomero libero e la distribuzione di lunghezza dei filamenti di actina 

sono dettate dallo stress osmotico macromolecolare, non solo per un sistema all’equilibrio, 

come abbiamo descritto per semplicità nel nostro esempio, ma anche a qualsiasi stato 

stazionario. L’incremento dello stress osmotico macromolecolare porta ad un aumento 

dell’energia libera del monomero libero di actina e introduce un’interruzione nella curva 

che descrive la concentrazione dei filamenti, come funzione della loro lunghezza. 
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Contrazione isometrica e contrazione isotonica 

Durante la contrazione di un muscolo, si possono misurare due diverse variabili: la sua 

lunghezza e la sua tensione. Nella maggior parte dei casi, una di queste due variabili è 

mantenuta costante durante la contrazione.  

Nella contrazione isometrica, al muscolo non è consentito l'accorciamento (la sua 

lunghezza è mantenuta costante); viene misurata, quindi, la tensione prodotta.  

Nella contrazione isotonica, il carico sul muscolo (che è uguale alla tensione prodotta) è 

mantenuto costante; si misura l’accorciamento.  

Nella contrazione isometrica, entrambe le estremità del muscolo sono bloccate, 

impedendone così l’accorciamento; la contrazione viene misurata come sviluppo di 

tensione. Per poter fare ciò, una estremità del muscolo deve essere collegata ad un 

opportuno strumento per la misura della tensione, ad esempio uno “strain gauge”, elemento 

semiconduttore la cui resistenza è proporzionale alla forza che si esercita su di esso.  

 

 

La tensione prodotta da un muscolo è una forza/superficie e pertanto si misura in grammi 

peso/superficie. Il grafico sottostante schematizza il decorso temporale dello sviluppo della 

tensione nel corso di una contrazione isometrica. Un singolo stimolo produce un rapido 

aumento della tensione, che poi decade (scossa singola, o “twitch”). La durata di una scossa 

singola varia da muscolo a muscolo e decresce con l'aumentare della temperatura. Per il 

muscolo sartorio di rana, a 0°C, il tempo che solitamente intercorre tra l'inizio della 

contrazione e il suo picco è di circa 200 ms, mentre la tensione decade a zero entro 800 ms 

(traccia a). Se un secondo stimolo è applicato prima che la tensione della prima contrazione 

sia decaduta a zero, il picco della tensione del secondo stimolo è più alto di quello del 

primo (traccia b); questo effetto prende il nome di sommazione meccanica. Stimolazioni 
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ripetute a bassa frequenza producono quindi una traccia di tensione che presenta una serie 

di gibbosità (traccia c). Mano a mano che la frequenza di stimolazione viene aumentata, si 

raggiunge un punto in cui le ondulazioni si perdono e la tensione cresce in modo continuo 

fino a raggiungere uno stato stazionario (traccia d). Si dice quindi che il muscolo è in 

tetano. 

 

 

Il rapporto lunghezza-tensione, osservato nei muscoli scheletrici, si spiega con il 

meccanismo dello scorrimento dei filamenti nella contrazione muscolare. Quando la fibra 

muscolare si contrae isometricamente, la tensione che si sviluppa è proporzionale al 

numero di legami trasversali fra l'actina e la miosina. Quando il muscolo viene stirato, la 

sovrapposizione fra actina e miosina si riduce, e così diminuisce anche il numero dei 

legami trasversali. Inversamente, quando il muscolo è più corto della sua lunghezza a 

riposo, si ha la sovrapposizione dei filamenti di actina e anche questo riduce il numero di 

legami trasversali.  

La velocità con la quale i muscoli si contraggono varia inversamente al carico. Per ogni 

dato carico, la velocità è massima alla lunghezza di riposo, mentre è minore per lunghezze 

superiori o inferiori a questa.  

La contrazione isotonica rappresenta il modo di contrazione più frequente nei muscoli 

scheletrici. Nella misura della contrazione isotonica, la tensione esercitata dal muscolo è 

mantenuta costante (di solito permettendogli di sollevare un carico fisso), mentre vengono 

misurate le variazioni di lunghezza. L'apparato sperimentale tipicamente usato per studiare 

la contrazione isotonica è illustrato nello schema sottostante. Il muscolo è attaccato ad una 
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leggera leva in un modo tale da essere costretto a sollevare un carico quando si accorcia. Il 

movimento della leva può poi essere registrato su carta, mediante opportuni dispositivi. 

Quando il muscolo è rilasciato, la leva appoggia contro un punto di arresto (stop), così che 

il muscolo a riposo non deve sostenere il carico. Se non ci fosse l'arresto, il muscolo 

assumerebbe lunghezze iniziali progressivamente maggiori, mano a mano che il carico 

aumenta, e questo renderebbe più difficile l'interpretazione dei risultati al variare dei 

carichi.   

 

 

 

La figura sottostante rappresenta ciò che accade quando un muscolo si trova a sollevare un 

carico moderato, mentre è sottoposto a stimolazione tetanica (la curva della lunghezza in 

alto in realtà andrebbe rovesciata, trattandosi di un accorciamento). La tensione nel 

muscolo comincia a salire (curva di mezzo) subito dopo il primo stimolo (linea a), ma 

occorre un certo tempo prima che essa raggiunga un valore sufficiente a sollevare il carico 

(linea b); inizialmente (tratto compreso tra le linee a e b), quindi, avviene una contrazione 

senza accorciamento: il muscolo, cioè, si contrae isometricamente. Ad un certo punto (linea 

b), la tensione, continuando ad aumentare, eguaglia il carico (linea c); quando questo 

avviene, il muscolo comincia ad accorciarsi, senza che ci siano ulteriori aumenti di 

tensione; in altri termini, la tensione rimane costante per tutta la fase che segue, durante la 

quale il muscolo si contrae isotonicamente.  
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La derivata della curva della lunghezza rispetto al tempo (l/t, graficamente la pendenza 

della curva che descrive la lunghezza) esprime la velocità dell'accorciamento. Inizialmente, 

questa è massima (Vmax) ed è costante (linea tratteggiata). Mano a mano che il muscolo si 

accorcia, tuttavia, la sua velocità di accorciamento diminuisce, fino a diventare uguale a 

zero, al termine della fase di accorciamento. 

Quando il periodo di stimolazione termina, il muscolo torna a distendersi per effetto del 

carico e l'allungamento continua, fino a che la leva non incontra nuovamente l'arresto; a 

questo punto, il rilasciamento diventa isometrico (non avviene ulteriore variazione di 

lunghezza) e la tensione nel muscolo continua a scendere, fino a raggiungere i consueti 

livelli di riposo. 

Se questa procedura viene ripetuta con carichi di diversa entità, le contrazioni vengono 

modificate sotto tre aspetti diversi:   

1) Il ritardo tra lo stimolo e l'inizio dell'accorciamento ha una durata maggiore in caso di 

carichi più elevati. Questo fenomeno è illustrato nel grafico che segue, che mostra il tratto 

iniziale della curva della lunghezza per carichi diversi; il momento in cui viene inviato lo 

stimolo è indicato dalla freccia (corrispondente al punto a della figura precedente) mentre 

l'inizio dell'accorciamento (che corrisponde alla linea b della medesima figura) è indicato 

dal punto in cui la curva flette verso l'alto. L'aumento del ritardo è dovuto al fatto che la 

fase di contrazione isometrica, ovvero il tempo richiesto dal muscolo per sviluppare una 

tensione uguale al carico, aumenta con l'aumentare del carico. 
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2) L'accorciamento totale diminuisce aumentando il carico. Questo perché la tensione che 

un muscolo può sviluppare diminuisce con il diminuire della lunghezza e, quindi, il 

muscolo più caricato può accorciarsi di meno, prima che la tensione isometrica diventi 

uguale al carico. Per la spiegazione si faccia riferimento al grafico seguente. La curva 

rappresenta la relazione tensione-lunghezza totale. Si consideri un muscolo che ha una 

lunghezza iniziale pari ad a e che deve sollevare successivamente i carichi P1 e P2 (P1>P2). 

Il muscolo inizia a contrarsi senza accorciamento (fase isometrica), sino a che non sviluppa 

una tensione uguale al carico P1. A questo punto, inizia l'accorciamento senza ulteriore 

aumento di tensione (fase isotonica), che continua fino a che viene raggiunto il punto x di 

equilibrio. L'accorciamento totale, quindi, sarà pari a (a  b).  

Se si considera ora il caso in cui lo stesso muscolo, partendo dalla stessa lunghezza iniziale 

a, venga confrontato con un carico P2, la fase di contrazione isometrica risulta più breve 

(P2<P1) e al raggiungimento del nuovo punto di equilibrio y, il muscolo risulterà accorciato 

di (a  c), maggiore di (a  b). 
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3) Durante la fase a velocità costante della contrazione isotonica (fase iniziale), la velocità 

di accorciamento decresce con l'aumentare del carico (si osservi il grafico precedente). La 

velocità di accorciamento diventa zero quando il carico eguaglia la massima tensione che 

può essere raggiunta durante una contrazione isometrica del muscolo a quella lunghezza. 

 

La manovra di Huxley-Simmons 

La manovra di Huxley-Simmons consiste nell’applicare una lieve e rapida variazione alla 

lunghezza di una singola fibra muscolare, che si trova nello stato isometrico, e nel misurare 

il conseguente recupero della tensione ad una stabilita lunghezza sarcomerica (Huxley e 

Simmons, 1971). Huxley e Simmons scoprirono che il recupero della tensione risultava più 

veloce dell’accorciamento della fibra. Per spiegare tale comportamento, essi ipotizzarono 

che il ponte crociato dovesse essere costituito da due elementi strutturali, uno di tipo 

elastico, la cui lunghezza viene alterata contemporaneamente alla variazione di lunghezza, 

ed uno di tipo visco-elastico, in grado di ripristinare la tensione del sistema. Il primo 

processo è fortemente influenzato dal carico, mentre sembra che il secondo processo ne sia 

indipendente.  

La definizione del sistema venne quindi migliorata introducendo un elemento elastico 

addizionale. L’elasticità e il rapido recupero della tensione vennero descritti dunque dalla 

combinazione di due componenti elastiche e di una viscosa (Ford et al., 1977). In questi 

studi, la variazione di lunghezza era completa in ~ 0.2 ms e la risposta tensiva venne 

suddivisa in quattro fasi: 1.) un iniziale cambiamento di tensione, concomitante alla 

variazione di lunghezza applicata; 2.) un rapido recupero parziale verso la tensione 

originale, della durata di 2-5 ms; 3.) un recupero lento, 10-50 ms; 4.) un ritorno ancora più 

lento, 10-50 ms, alla tensione originale. 

La manovra di Huxley-Simmons incontrò subito molto favore, in quanto si riteneva che il 

rapido rilascio potesse sincronizzare i ponti crociati; il rapido recupero della tensione, 

inoltre, venne considerato come una manifestazione del colpo di forza, benché il recupero 

avvenga a lunghezza costante della fibra. 

Tale manovra venne utilizzata per analizzare: la rapida rigenerazione del colpo di forza 

miosinico nel muscolo contrattile (Irving et al., 1992; Lombardi et al., 1992); la riflessione 



63 

 

a raggi X 14.5 nm (Lombardi et al., 1995); l’inclinazione elastica delle teste miosiniche 

durante la contrazione muscolare (Dobbie et al., 1998); il rapido rilascio e la frequenza dei 

colpi di forza (He et al., 1999, He et al., 2000). Nonostante questi esperimenti siano stati 

condotti servendosi delle tecniche più raffinate, riteniamo che alcuni risultati siano in 

qualche modo sopravvalutati.  

E’ opinione condivisa che il rapido rilascio di una fibra muscolare nello stato isometrico 

rappresenti un evento di tipo elastico. In effetti, la variazione iniziale della tensione avviene 

simultaneamente alla variazione di lunghezza che viene applicata; un fenomeno, questo, 

che dovrebbe denotare come la fibra possegga una determinata cedevolezza (Ford et al., 

1977). Di un evento elastico possono essere calcolate le variazioni della lunghezza e della 

forza. Il calcolo è eseguito sulla base di un accorciamento di 6 nm per metà sarcomero. 

Come illustrato in Figura 12 (cerchietti neri), l’accorciamento è caratterizzato da un 

comportamento armonico. La velocità della contrazione aumenta da zero ad un livello 

massimo, quando la fibra raggiunge la lunghezza a riposo. La porzione negativa della parte 

discendente della curva descrive la compressione della fibra, sotto l’azione dell’energia 

cinetica accumulata durante l’accorciamento.  

Tale Figura presenta, inoltre, la effettiva variazione di lunghezza di una fibra muscolare 

(cerchi vuoti) misurata durante lo stesso rilascio (Ford et al., 1977). E’ evidente che il 

rilascio spontaneo è più rapido (~ 43 µs), rispetto a quello sperimentale (~ 180 µs). 

 

 

       
 

Figura 12. Time course del rilascio rapido – Variazione di 

lunghezza durante un rilascio di 6 nm/metà sarcomero (cerchi 

vuoti). Variazione di lunghezza spontanea calcolata durante lo 

stesso rilascio (cerchietti neri). Per i calcoli, sono state utilizzate le 

stesse condizioni di Ford e coll. (1977): P0, = 2.7 10
6
 dyne/cm

2
; 

lunghezza della fibra, 0.534 cm; sezione della fibra, 1.89 10
-4 

cm
2
; 

densità della fibra, 1.19 g/cm
3
; lunghezza del sarcomero, 2 10

-4
 

cm; rigidità della fibra, 159270 dyne/cm. 
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Nonostante, ad una prima osservazione, l’entità della contrazione sperimentale possa essere 

considerata costante, un esame più dettagliato ed attento dimostra che l’accorciamento è 

lento all’inizio, più rapido nella parte centrale e nuovamente lento verso la fine. Le prime 

due componenti dell’accorciamento seguono un andamento armonico, ma il rallentato 

aspetto dell’ultima parte richiede il coinvolgimento di una forza aggiuntiva, che si opponga 

alla contrazione. Il sospetto che sorge, quindi, è che il rilassamento rapido sia un evento 

guidato. Ciò viene confermato dall’osservazione di diverse misure di accorciamento, 

registrate a differenti punti di rilascio (Figura 13).  

 

 
 

 

 

Questo non può di certo avvenire in un rilassamento elastico spontaneo, dove le porzioni 

iniziali delle curve, generate dai rilasci rapidi di differenti lunghezze, dovrebbero 

sovrapporsi, dal momento che tutti i rilasci iniziano alla stessa forza isometrica.  

Si è inoltre determinata la variazione di forza associata al rilascio spontaneo di 6 nm per 

metà sarcomero. Anche in questo caso è stato riscontrato un comportamento armonico 

(Figura 14, cerchietti neri). La forza (e la concomitante accelerazione) diventa nulla. Nella 

parte negativa della curva, la forza viene ripristinata a spese dell’energia cinetica 

accumulata nella parte positiva della curva. 

 

Figura 13. Variazioni di lunghezza misurate durante il rilascio 

rapido (dati estrapolati da Ford e coll., 1977). I rilasci sono 

rappresentati in nm per metà sarcomero: 1.5 nm (cerchi bianchi); 3.0 

nm (triangoli neri); 4.5 nm (triangoli bianchi); 6.0 nm (cerchi neri).  
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In effetti, se il rapido rilascio di una fibra muscolare nello stato isometrico è un evento 

elastico (Ford et al., 1977), non dovrebbe sorprendere il fatto che questo rilascio venga 

seguito da un rapido recupero; in un evento elastico, infatti, l’energia non viene dissipata. 

L’energia cinetica accumulata durante il rilascio dovrebbe comprimere la fibra (porzione 

negativa della parte discendente della curva di Figura 12). Nelle condizioni sperimentali di 

Ford et al. tutto questo non avviene: la fibra non può accorciarsi oltre la lunghezza a riposo, 

né tantomeno si può allungare nuovamente. Viene stabilita una nuova situazione 

isometrica. 

Nel caso di un corpo elastico, la flessione determina il comportamento illustrato in Figura 

15, dove l’accorciamento in seguito a rapido rilascio (Figura 15a) è seguito da una fase di 

allungamento (Figura 15b).  

Figura 14. Time course della forza durante il rilascio rapido – Variazione 

per 6 nm/metà sarcomero (cerchi bianchi). Variazione calcolata durante lo 

stesso tipo di rilascio (cerchi neri). Anche in questo caso, i calcoli sono 

stati tratti da Ford e coll. (1977): P0, = 2.7 10
6
 dyne/cm

2
; lunghezza della 

fibra, 0.534 cm; sezione della fibra, 1.89 10
-4 

cm
2
; densità della fibra, 1.19 

g/cm
3
; lunghezza del sarcomero, 2 10

-4
 cm; rigidità della fibra, 159270 

dyne/cm.  
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Nel recupero sperimentale della fibra, una larga frazione della forza isometrica originale 

viene ripristinata, mentre ciò non avviene per quanto riguarda la lunghezza iniziale. Per 

caratterizzare questa dissociazione, la rigidità putativa della fibra deve essere incrementata, 

così che il ripristino della forza viene associato ad un lieve recupero della lunghezza della 

fibra. La massa putativa della fibra viene anch’essa aumentata.  

Si deve inoltre stabilire un valore adeguato all’energia cinetica. Al termine del rilascio 

spontaneo (Figura 12, cerchietti neri) la massa della fibra è 0.00012 g; l’accorciamento è 

pari a 116.564 cm/s; l’energia cinetica, a forza zero, è 0.816 erg. Al termine del rilascio 

sperimentale di 6 nm per metà sarcomero, sono disponibili solamente 0.0097 erg. Questo 

dimostra che l’energia cinetica resa disponibile nel corso del rapido rilascio spontaneo 

(0.816 erg) viene enormemente dissipata nella procedura sperimentale. In queste 

condizioni, per riprodurre la prima parte del recupero sperimentale, la rigidità della fibra 

deve essere portata a 4.76 10
6
 dyne/cm e la massa a 0.32427 g. 

I risultati di questa simulazione sono presentati in Figura 16. Il rapido recupero raffigurato 

nella parte superiore, cerchi bianchi, rappresenta quello sperimentale. 

Figura 15. Rilascio rapido e conseguente allungamento dovuto a 

flessione di un corpo elastico a.) Rilascio rapido, stesse condizioni 

di Figura 11.  

b.) Rapido recupero, energia cinetica iniziale, 0.815917 erg; 

rigidità della fibra, 159270 dyne/cm; massa della fibra, 0.00012 g.  

c.) Recupero isometrico, energia cinetica iniziale, 0.815917 erg, 

rigidità iniziale, 1.2713 10
9
 dyne/cm; massa della fibra, 0.9608 g. 
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L’energia cinetica acquisita nel corso del rilascio rapido non chiarisce completamente il 

ripristino della forza osservata sperimentalmente. Nella parte inferiore della Figura sono 

riportate le variazioni minori di lunghezza della fibra.  

 

 

 

Ciò che ci si domanda è se il rilascio e il rapido recupero siano l’espressione dell’attività di 

un’unica o di più strutture fisiche. 

Huxley, nel 1969, propose che la struttura del ponte crociato, capace di generare la forza, 

fosse attaccata al filamento miosinico, con un legame di 40 nm, presentando estremità 

flessibili su entrambe le terminazioni. La struttura che produce la forza poteva quindi 

legarsi al filamento di actina e subire le stesse modificazioni conformazionali, generando la 

medesima forza longitudinale. Seguendo questa ipotesi, Huxley e Simmons (1971) 

collegarono il rilascio rapido e il veloce recupero a due elementi strutturali in serie. Il 

rilascio venne associato ad un elemento elastico, la cui lunghezza variava simultaneamente 

Figura 16. Simulazione del recupero 

rapido 

Parte superiore della figura, cerchi 

bianchi: recupero sperimentale dopo 

rilascio rapido di 6 nm per metà 

sarcomero. Cerchi neri: curva ottenuta 

dalla riflessione del rilascio rapido 

spontaneo. Rigidità della fibra 1.27 10
9
 

dyne/cm, massa della fibra 0.9608 g, 

energia cinetica 0.0097 erg.  

Parte inferiore della figura: il recupero 

della lunghezza della fibra è 

rappresentato da un’ onda di minima 

ampiezza.  
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con la modificazione della lunghezza dell’intera fibra. Il recupero fu legato ad un ulteriore 

elemento, di natura visco-elastica, che aveva la capacità di ripristinare la propria lunghezza 

in pochi millisecondi.  

Il rilascio rapido è una sequenza di eventi che coinvolge il filamento di actina, la struttura 

del ponte crociato e il legame di 40 nm. Dal momento che la struttura che produce la forza 

e il legame sono in serie, la forza che vi è associata deve attenuarsi in concomitanza al 

rapido rilascio. Inoltre, la variazione nella lunghezza deve essere suddivisa tra le due 

componenti del ponte crociato, in ragione delle loro rispettive rigidità. La rigidità che 

caratterizza il rilascio è quindi la rigidità media della struttura che genera la forza e quella 

del legame di 40 nm, che, presi individualmente, risultano ancora sconosciuti. 

L’analisi della riflessione a raggi X 14.5 nm supporta ulteriormente l’ipotesi che l’elemento 

elastico e l’elemento che genera la forza convergano in un’unica struttura.  

Huxley HE e collaboratori (Huxley et al., 1981; Piazzesi et al., 1994) dimostrarono che la 

manovra di Huxley-Simmons, nel muscolo sartorio di Rana Esculenta, è accompagnata da 

intense variazioni della riflessione a raggi X. Dal momento che si pensa che tale riflessione 

abbia luogo da un pattern ripetuto di ponti crociati miosinici lungo tutta la lunghezza del 

muscolo, questi cambiamenti sono stati considerati una diretta evidenza che lo scorrimento 

dei filamenti di actina su quelli di miosina, durante la contrazione, è prodotto dal 

movimento longitudinale dei ponti crociati. 

Irving et al. (1992), ripetendo il medesimo esperimento su fibre muscolari isolate, con 

risoluzione maggiore, non trovarono una variazione rilevante nell’intensità della riflessione 

a raggi X 14.5 nm, concludendo, in seguito, che lo scorrimento dei filamenti, nel rilascio 

rapido, non è accompagnato dal movimento dei ponti crociati e che solamente i movimenti 

delle teste miosiniche, che mettono in evidenza la variazione di intensità, vengono associati 

alla produzione di forza. 

Alcuni anni dopo, lo stesso gruppo di studiosi giunse a conclusioni sostanzialmente 

differenti. Esaminando il rapido stiramento delle fibre muscolari nello stato isometrico, 

Lombardi e collaboratori (1995) riscontrarono un notevole decremento dell’intensità della 

riflessione a raggi X 14.5 nm, che suggeriva come una significativa parte dell’elasticità 

istantanea del muscolo si trovasse all’interno della testa miosinica.  
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Ma dove finisce l’energia associata alla componente elastica della manovra di Huxley-

Simmons?  

E’ generalmente approvato che la componente veloce di questa manovra manifesti un 

comportamento elastico. Una proprietà fondamentale dei sistemi elastici è la loro capacità 

di non dissipare l’energia sottoforma di calore. La questione che ci si pone è in che modo e 

dove venga distribuita l’energia elastica coinvolta nella contrazione rapida.  

Per essere in grado di dare una risposta, abbiamo valutato l’ energia elastica coinvolta in 

questo processo, ricostruendo un sistema elastico. Facendo questo, abbiamo riscontrato che 

una rilevante quantità di energia viene resa disponibile dal rilascio rapido a favore di altri 

eventi, come il recupero veloce. Questa osservazione cambia certamente l’economia totale 

della manovra di Huxley-Simmons. 

In effetti, se parte del recupero è prodotta dall’energia cinetica accumulata nel corso del 

rilascio rapido, si dovrebbe trovare una relazione tra l’entità del rilascio rapido e quella del 

primo recupero. Sfortunatamente l’influenza che l’entità del primo ha sul secondo è 

completamente ignota.  

Durante la contrazione, i ponti crociati sono funzionalmente asincroni (Huxley, 2000). Se, 

al termine del rilascio rapido, essi fossero realmente sincronizzati, potrebbero allo stesso 

tempo generare il successivo colpo di forza e la tensione sviluppata sarebbe di molto 

superiore a quella isometrica. Inoltre, la tensione oscillerebbe fino al nuovo raggiungimento 

della condizione di asimmetria.  

Sembra ragionevole considerare il sarcomero come l’unità operativa della contrazione 

muscolare. Tutti i filamenti spessi in una metà del sarcomero si legano allo stesso disco Z, 

pertanto la forza sviluppata dai ponti crociati viene applicata al medesimo disco Z e 

contribuisce alla tensione della fibra. Se ciò veramente avviene, la frequenza di questi 

eventi contrattili è data da:  

 

frequenza dei colpi di forza = NF 
.
 NH 

.
 kATPasi 

   

dove,  NF = 2000 - 8000 è il numero dei filamenti spessi per sarcomero; NH = 300 è il 

numero delle teste di miosina per metà sarcomero;  kATPase varia tra 7.42 s
-1

 (stato 
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isometrico) e 17.57 s
-1

 (He et al., 1999). In metà sarcomero, quindi, la frequenza dei colpi 

di forza copre da 4.65  10
6 

s
-1

 a 42  10
6
 s

-1
.  

La convinzione di Dobbie et al. (1998) che il colpo di forza non contribuisca alla risposta di 

forza durante il ciclo di 320 µs, risulta, quindi, infondata, come lo è l’idea che il rilascio 

rapido non sia influenzato dal colpo di forza. A dir la verità, i colpi di forza modulano 

continuamente lo stato della fibra, in un modo talmente minuzioso che non riesce ad essere 

documentato con i mezzi attualmente disponibili. E’ anche questa la ragione per cui il 

pronto recupero non dovrebbe essere considerato una misura del colpo di forza.     

 

L’accelerazione del carico: un parametro negletto nella 

contrazione muscolare 

Il concetto che i ponti crociati operino ciclicamente, attacco, impegno di forza e distacco 

dopo scorrimento dei filamenti, sufficiente a portare la forza vicino allo zero, fu formulato 

per la prima volta da Needham, nel 1950.  

Inizialmente si pensava che la forza si generasse istantaneamente all’instaurarsi del ponte 

crociato (Huxley A. F., 1957); è tuttavia probabile che la prima fase di attacco non sia 

rigida abbastanza da trasmettere della forza (Huxley A.F., 1974). Questa supposizione è 

supportata da risultati ottenuti nel muscolo attivo, dove l’ accorciamento è preceduto da una 

considerevole attività ATPasica, non attribuibile alla contrazione del sarcomero, ma che 

accompagna un periodo di rapido sviluppo di forza (He et al., 1999, 2000).  

Apparentemente, il muscolo attivo si prepara alla contrazione, sviluppando forze adeguate 

al carico che dovrà sopportare. Ulteriore evidenza a questo aspetto è data dalle previsioni 

del nostro modello:   

- per dare inizio alla contrazione i ponti crociati devono raggiungere un valore soglia nella 

forza 

-   il livello di questa soglia aumenta con il carico (Grazi e Di Bona, 2005, 2006) 

 

Il modello 

Inizialmente, quando il modello (descritto dettagliatamente in Appendice) fu presentato 

(Grazi e Di Bona, 2005, 2006), l’accelerazione di gravità venne scelta a rappresentare 
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l’accelerazione del carico e il carico veniva modificato cambiando la massa. Di 

conseguenza, lo stato pre-stazionario della contrazione risultava abbastanza rapido, di pochi 

μs, rendendo impossibile la riuscita di un riscontro sperimentale. 

Ciò che abbiamo osservato in seguito è che, a carico costante, la durata dello stato pre-

stazionario aumenta significativamente con la diminuzione dell’accelerazione del carico. 

Questo periodo potrebbe raggiungere anche il millisecondo, permettendo quindi di testare 

sperimentalmente il modello. Negli studi che riguardano la contrazione delle miofibrille, 

vengono condotte dettagliate misurazioni della relazione forza-lunghezza, ma non si fa mai 

esplicita menzione al valore dell’accelerazione associata al carico; in realtà, questo 

parametro è di notevole importanza, dato che determina la durata dello stato pre-stazionario 

della contrazione.  

La nostra indagine venne eseguita supponendo che la produzione di forza muscolare non 

varia in concomitanza dell’accelerazione associata al carico. Tuttavia, a causa della fine 

regolazione a cui va incontro la contrazione muscolare, non possiamo escludere che ciò 

possa avvenire. Ad esempio, la fase stazionaria potrebbe risultare inalterata, mentre 

potrebbero variare la produzione di forza e il rendimento, contemporaneamente ad una 

modificazione dell’accelerazione del carico. Questo aspetto potrebbe essere una sfida per 

futuri esperimenti. 

Il modello consente di convertire l’energia erogata nel corso dell’idrolisi dell’ATP in 

energia cinetica associata allo scorrimento del filamento sottile su quello spesso. Tale 

scorrimento è descritto da un moto uniformemente accelerato. Poiché nella contrazione 

isotonica, il moto è uniforme, la conversione dal moto uniformemente accelerato al moto 

uniforme è ottenuta introducendo una componente viscosa. 

 

Effetto dell’accelerazione del carico sulla forza iniziale 

Come detto precedentemente, nel precedente lavoro avevamo considerato il carico come un 

peso (aL = 980 cm.s
-2

), dunque per variare il carico, modificavamo la sua massa. 

Il carico, tuttavia, può essere cambiato andando ad agire sull’accelerazione, lasciando 

costante la massa.  
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Negli esperimenti eseguiti in seguito alla formulazione della suddetta ipotesi, è stata 

riprodotta la massa isometrica  

m2iso = 2 sS P0 / (980 cm s
-2

)  

e l’accelerazione a differenti carichi è risultata pari a  

aLO = F2 / m2iso  

In questo modo, ad ogni singolo carico, 

F2 = g m2 = aLO m2iso  

dove, g, rappresenta l’accelerazione di gravità. 

I dati riguardanti la curva forza-velocità sono stati ottenuti dal lavoro di He et al. (1999), 

con P0 = 190 kN/m
2
. 

Nella nuova condizione, la forza iniziale F1 richiesta per dare inizio alla contrazione è 

minore rispetto a quella richiesta per soddisfare la condizione precedente.  

Diminuisce con il carico anche il rapporto tra i due valori, essendo 

0.992 a P/P0 = 0.94737 e 0.0576 a P/P0 = 0.0526 (Figura 17). 

 

 

 

La differenza tra le due condizioni è raffigurata in dettaglio nella Figura 18, dove vengono 

presentate tre coppie di curve, ottenute a P/P0 di 0.578947 (in alto), 0.368421 

(al centro) e 0.157895 (in basso). Ogni curva è costituita da un tratto discendente 

(stiramento causato dal carico) e da un tratto ascendente (accorciamento). 

Figura 17. Relazione tra la forza iniziale F1, a variabile 

accelerazione del carico e massa costante (m2iso), e quella a 

costante accelerazione del carico (980 cm s
-2

) e massa variabile, 

come funzione di P/P0.  
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Nella coppia in alto, l’accelerazione del carico, la F1 iniziale e i minimi sono 980 cm.s
-2

 

0.03660248253 dyne e – 0.0024467 nm (curva superiore); 567.368 cm.s
-2

, 0.0295915665 

dyne e – 0.003128 nm (curva inferiore). Nella coppia di mezzo, tali valori sono 

rispettivamente 980 cm.s
-2

, 0.0158060124224 dyne e  0.00968152 nm (curva superiore); 

361.053 cm.s
-2

, 0.00856316 dyne e – 0.0178394 nm (curva inferiore). 

Infine, per la coppia in basso, essi sono 980 cm.s
-2

, 0.00311082992 dyne e – 0.0516705 nm 

(curva superiore); 154.737 cm.s
-2

, 0.00062608 dyne e – 0.148636 nm (curva inferiore). 

Così, allo stesso P/P0, abbassando l’accelerazione del carico, sia la F1 iniziale, che il 

minimo, si riducono. I due fenomeni sono molto più pronunciati a carichi bassi. 

In Figura 19, sono rappresentati i risultati degli effetti della riduzione dell’accelerazione del 

carico da 154.737 cm.s
-2

 (curva superiore) a 50 cm.s
-2

 (curva centrale) e a 20 cm.s
-2

 (curva 

inferiore) a P/P0 = 0.157895. 

 

Figura 18. Rappresentazione dello stiramento e dell’accorciamento, in 

tre coppie di curve, a P/P0 di 0.578947 (in alto), 0.368421 (al centro) e 

0.157895 (in basso). 
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La riduzione dell’accelerazione del carico è accompagnata dalla diminuzione della F1 

iniziale da 0.00062608, a 0.0002102 e a 0.00008491 dyne. I minimi delle curve decrescono 

da – 0.149331 nm a – 0.272377 nm e a – 0.95088 nm. La loro posizione viene dislocata da 

~50 μs a ~100 μs e a ~310 μs. 

Effetti dell’accelerazione del carico sulla rigidità iniziale della miofibrilla 

Per quanto riguarda la rigidità iniziale della miofibrilla, una stima di essa si può ottenere 

dividendo la differenza tra F2 ed F1 per stvM, ovvero la differenza tra la lunghezza della 

fibra nella sua massima estensione e nella condizione di riposo 

(F2 - F1) / stvM  

Come ci si aspettava, la rigidità aumenta con l’ incremento di P/P0, ma si riduce con il 

decrescere dell’accelerazione del carico. Infatti, quando quest’ultima diminuisce da 980 a 

100 cm.s
-2

, la rigidità decresce a sua volta da 0.305 a 0.085 mN/nm a P/P0 = 0.368; da 1.42 

a 0.41 mN/nm a P/P0 = 0.579; e da 3.24 a 1.43 mN/nm a P/P0 = 0.789 (Figura 20). 

 

Figura 19. Effetti della riduzione dell’accelerazione del carico da 154.737 

cm.s
-2

 (curva superiore) a 50 cm.s
-2

 (curva centrale) e a 20 cm.s
-2

 (curva 

inferiore). 

P/P0 = 0.157895. 
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Effetto dell’accelerazione del carico sulla viscosità 

Secondo il nostro modello, la viscosità è rappresentata dal parametro k, utilizzato per 

adattare la velocità in assenza di attrito, alla velocità sperimentale allo stato stazionario. 

Il confronto tra la situazione in assenza e in presenza di viscosità è illustrato in Figura 21, 

dove viene esaminato il comportamento della miofibrilla, ad accelerazioni del carico di 980 

e 50 cm.s
-2

, con P/P0 = 0.947368.  

 

 

 

 

Figura 20. La rigidità in funzione dell’accelerazione del carico  

Cerchi neri, P/P0 = 0.368; cerchi bianchi, P/P0 = 0.579; Õ, P/P0 = 0.789.  

Figura 21. Progresso della contrazione, in assenza e in presenza di attrito, a 

due accelerazioni del carico - P/P0 = 0.947368. Accelerazione del carico, 

980 cm.s
-2

 

(linee 1 e 3) e 50 cm.s
-2

 (linee 2 e 4). Attrito, assente (linee 1 e 2), presente 

(linee 3 e 4).  
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Per dare inizio alla contrazione, ad un’accelerazione del carico di 980 cm.s
-2

 (linee 1 e 3), è 

necessaria una F1 iniziale di 0.08853609356 dyne, mentre ad un’accelerazione del carico 

pari a 50 cm.s
-2

 (linee 2 e 4), la F1 richiesta è 0.0334112648 dyne. 

Sia in assenza, che in presenza, di viscosità, lo stato pre-stazionario presenta una durata 

maggiore, con bassa accelerazione (~ 35 μs), rispetto a quando l’accelerazione è più alta 

(~5 μs).  

In assenza di attrito (linee 1 e 2), la velocità stazionaria è la medesima, sia con bassa che 

con elevata accelerazione. 

Tuttavia, per misurare la velocità sperimentale (linee 3 e 4), si devono utilizzare due 

differenti valori per k.  

k = 6.433 10-6 s a 980 cm.s
-2

 (linea 3)  

k = 53.27 10-6 s a 50 cm.s
-2

 (linea 4). 

Il modello è quindi adeguato per fornire una risposta al nostro quesito, cioè se le variazioni 

dell’accelerazione del carico evochino risposte contrattili diverse. 

 

Appendice  

Il nostro modello consiste in due fasi. La prima considera gli effetti del colpo di forza in 

assenza di qualsiasi impedimento. Nella seconda fase, viene introdotta la componente 

viscosa per misurare sperimentalmente la velocità e il rendimento della contrazione. 

Il sarcomero è costituito da n = 2000 unità elementari (Ernst, 1977); la sua sezione 

trasversale è 

sS = n 3 √3/2 r2  

e la parte mobile della massa di metà sarcomero, m1, è 

m1 = n (ρ 3 √3/2 r2 lS/2 - 300 MWM/(2 N))  

dove, ρ = 1.035 g/cm
3
, è la densità del muscolo sartorio di rana (Truong, 1974); r = 25 nm, 

è la distanza che intercorre tra i centri di due filamenti di actina adiacenti; ls = 2.7 μm, è la 

lunghezza del sarcomero; 300 è il numero di molecole di miosina nel filamento spesso; 

MWM è la massa molecolare della miosina, 407 kD (Margossian e Lowey, 1982), N è il 

numero di Avogadro. 
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Prima fase 

Il colpo di forza è potenziato dall’idrolisi di ATP, 7.44 10
-8

 pJ per molecola, EATP, 

(Kushmerick, 1969). I colpi di forza avvengono casualmente e la sequenza di questi eventi 

produce la contrazione muscolare (Duke, 1999; Huxley, 2004). 

L’energia e la forza sviluppate dal colpo di forza sono legate dall’equazione 

 

EATP = F1 l                                                                                                                      

 

dove, F1 è la forza media sulla distanza l ad inizio contrazione ed l è lo scorrimento dei 

filamenti spessi e sottili. 

In presenza di un carico, P, la forza che si oppone, F2, è 

 

F2 = 2 sS P                                                                                                                       

 

il fattore 2 sta ad indicare il fatto che solamente la metà della sezione trasversale totale della 

fibra è occupata dall’apparato contrattile (Merah e Morel, 1993).  

La forza generata da un singolo colpo di forza è, generalmente, più bassa di F2; è quindi 

necessario sommare l’energia totale sviluppata. Ciò è possibile se la frequenza dei colpi di 

forza oltrepassa un certo livello, così che non tutta l’energia sviluppata da un colpo di forza 

viene utilizzata prima dell’instaurarsi del successivo. La condizione viene soddisfatta se lo 

spazio percorso nel tempo tra due colpi di forza è minore di 

 

l = EATP / F1 

in questo modo, la frazione che rimane dall’energia iniziale, 1- |lA| / l, va ad aggiungersi 

all’energia sviluppata dal colpo di forza successivo.  

Seconda fase 

Per convertire il moto uniformemente accelerato della prima parte, nel moto uniforme 

osservato sperimentalmente, abbiamo introdotto, come abbiamo già detto, la componente 

viscosa.  

Per fare questo, si deve assegnare una forma iperbolica alla velocità, vV, delle masse, m1 ed 

m2, che si muovono per effetto della forza F1  

 

vV = k ad t / (k + t)  
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Il programma è stato eseguito in due stadi: 

a. nella prima fase, e in presenza di un carico esterno, è stato determinato il livello minimo 

di F1 in grado di promuovere l’accorciamento, in assenza di impedimento viscoso. 

b. nella seconda parte, sono stati stabiliti i valori di k, in grado di uguagliare la velocità 

calcolata, vV, alla velocità osservata, vO. Il programma è stato fermato a 

vV / vO < 1.001. 
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Conclusioni 

Il movimento cellulare avviene mediante protrusione della membrana anteriore, contatto 

con il substrato sottostante e retrazione del lembo posteriore, in sequenza ciclica, come 

raffigurato nella Figura che segue: 

 

 

 

La regione più attiva è il lamellipodio anteriore (vedi Foto 7), un’area molto ricca di 

filamenti actinici, che si presentano sottoforma di reti dense e piccoli fasci. 

 

 

 

 

Foto 7. Lamellipodi: estensioni dinamiche durante il movimento. 
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 L’assemblaggio e il disassemblaggio del filamento di actina è un fenomeno molto 

complesso, regolato a diversi livelli.  

Come abbiamo visto, al processo contribuiscono numerose proteine ausiliarie, con 

differenti funzioni.  

Meccanismi basici di regolazione, inoltre, sono la concentrazione macromolecolare e la 

concentrazione di ATP. La prima modula le proprietà delle proteine ausiliarie 

citoscheletriche e promuove la conversione dei filamenti di actina in fasci. Quest’ultimo 

aspetto viene favorito maggiormente dalla presenza di tropomiosina e inibito in presenza di 

caldesmone e filamina. La concentrazione macromolecolare orienta l’azione gelificante 

dell’α-actinina principalmente verso la formazione di fasci, ostacolando, in questo modo, 

l’azione della gelsolina. 

Anche l’ATP è un potenziale strumento di regolazione. A causa della disomogenea 

distribuzione di sistemi che lo producono e di altri che lo consumano, si crea una disparità 

nella domanda-offerta di ATP; questo avviene, ad esempio, nelle cellule epatiche, dove le 

proteine situate alla periferia della cellula (quindi ad una maggiore distanza dai mitocondri) 

vanno incontro a più acute diminuzioni nella concentrazione di ATP, rispetto alle proteine 

situate in prossimità dell’apparato mitocondriale (Aw e Jones, 1985). 

La deplezione dell’ATP causa la disorganizzazione delle fibre stressorie, in cellule di 

muscolo liscio vascolare, in coltura (Kwon et al., 2002).  

Sembra dunque che la concentrazione di ATP possa influenzare il comportamento 

dell’actina nella cellula; tuttavia, a causa della molteplicità dei fattori di regolazione che 

vengono coinvolti, non si hanno certezze sui reali effetti che le variazioni di concentrazione 

del nucleotide possano avere in vivo. 

Abbiamo dimostrato, infatti, come nella distribuzione di lunghezza descritta da Sept e 

collaboratori (1999), i filamenti non si trovino al minimo di energia libera, in quanto la 

polimerizzazione dell’actina è un fenomeno associato all’idrolisi dell’ATP. Quando l’ATP 

della soluzione viene idrolizzato totalmente, il processo di polimerizzazione è descritto 

dalla reazione  

nADP-G-actina  F-ADP-actina 
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i filamenti possono così raggiungere il proprio minimo di energia libera e la loro 

distribuzione presenta concentrazioni identiche.  

Siamo giunti alla conclusione che un riarrangiamento della distribuzione dei filamenti di 

actina sia il motivo per cui soluzioni a riposo presentano un comportamento osmotico 

discordante da quello di soluzioni con simile concentrazione, sottoposte a dialisi contro 

polietilenglicole.  

Combinando il modello di Biron e collaboratori (2006) con i nostri studi, abbiamo definito 

tre condizioni per le soluzioni di actina F: lo stato stazionario, l’equilibrio e  l’equilibrio 

turbato da un macromolecola esterna. 

In questo modo, oltre al contributo delle proteine, abbiamo proposto che la distribuzione di 

lunghezza dei filamenti di actina sia regolata dalla correlazione tra la reazione di 

polimerizzazione e quella di idrolisi di ATP.  

Nei nostri studi, abbiamo, inoltre, preso in esame la manovra di Huxley-Simmons, che 

consiste nel rilascio immediato del muscolo in contrazione isometrica e nel successivo 

recupero della tensione. Assumendo che questo rilascio sia un processo di natura elastica, 

tenendo conto della tensione isometrica e della rigidità del muscolo, siamo giunti ad 

affermare che il rilascio spontaneo della fibra richiede un periodo di  ~ 43 μs ed avviene più 

velocemente, rispetto a quello osservato sperimentalmente (~ 180 μs). Abbiamo 

determinato l’energia elastica interessata in tale processo, ricostruendo un sistema elastico, 

riscontrando che una considerevole quantità di energia viene resa utilizzabile dal rilascio 

rapido a favore di altri eventi, come il recupero veloce.  

Durante la contrazione, i ponti crociati sono asincroni. Se si potessero sincronizzare, al 

termine del rilascio rapido, potrebbero al contempo generare il successivo colpo di forza e 

la tensione sviluppata sarebbe superiore a quella isometrica. Abbiamo misurato la 

frequenza dei colpi di forza in metà sarcomero, riscontrandola a valori compresi tra 4  10
6
 

e 40  10
6
 s

-1
. Con tale frequenza, non vi è alcuna parte della manovra di Huxley-Simmons, 

che possa “sfuggire” al controllo del colpo di forza. Non vi è quindi alcuna ragione per 

considerare il conseguente recupero della tensione come un’indicazione della lunghezza del 

colpo di forza.  
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Un ultimo aspetto che abbiamo esaminato è il carico, da cui dipende la risposta contrattile 

di un muscolo attivo. L’accelerazione ad esso associata è un fattore di estrema rilevanza nel 

determinare il time course della contrazione. Ciò che abbiamo potuto osservare è che, a 

carico costante, la durata dello stato pre-stazionario aumenta significativamente, con la 

diminuzione dell’accelerazione del carico. Questo periodo potrebbe raggiungere anche il 

millisecondo, permettendo quindi di testare sperimentalmente il modello.  

Dato che, come abbiamo visto, la contrazione muscolare è soggetta a fine regolazione, non 

si può escludere che una variazione di tale parametro possa avvenire realmente. 

Contemporaneamente a questa modificazione, potrebbero variare, ad esempio, la potenza e 

il rendimento della contrazione, suggerendo così ulteriori ed approfondite indagini, che 

potrebbero essere oggetto di sfide future.  
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