Fisiologia cellulare 
La cellula ed i compartimenti liquidi dell’organismo

La fisiologia si interessa della funzione degli organismi a molti livelli di organizzazione, dal livello subcellulare all’organismo nel suo insieme. Nell’uomo sano, molte variabili sono mantenute entro limiti molto ristretti. Questà capacita di mantenere la costanza relativa di queste variabili critiche, anche a fronte di sostanziali cambiamenti ambientali, è nota come omeostasi. Il principale scopo della ricerca fisiologica è proprio la comprensione dei meccanismi omeostatici. 

Le cellule sono le unità biologiche funzionali e strutturali di base. In natura esistono moltissimi tipi di cellule differenti, svolgono tutte reazioni chimiche e sono circondate da una membrana esterna. Ogni cellula deve procurarsi e assimilare le sostanze nutritive, eliminare i prodotti di rifiuto, sintetizzare nuovo materiale cellulare ed essere in grado di muoversi e di riprodursi. Le cellule hanno una complessa architettura interna che permette lo svolgimento di queste funzioni.

Tutte le cellule presentano una membrana cellulare, che separa il materiale vivente della cellula dall’ambiente circostante e divide, all’interno, i vari organi citoplasmatici. 
La struttura di base della membrana cellulare è costituita da un doppio strato lipidico (lipid bilayer), cioè un doppio strato di molecole lipidiche disposte con le code idrofobe (atomi neutri e apolari) di acidi grassi verso l’interno e le teste polari (cariche) all’esterno. I lipidi di membrana sono: i fosfolipidi, glicolipidi e gli steroli. 

I lipidi non formano una struttura fissa ma sono liberi di muoversi in una conformazione dinamica detta “a mosaico fluido”. Sono tuttavia presenti strutture fisse, legate covalentemente al citoscheletro. La fluidità della membrana consente che avvengano interazioni nello spessore della membrana; rende infatti possibile l’assemblaggio di gruppi di proteine, il trasporto di segnali dall’esterno all’interno, il movimento, l’accrescimento, la divisione della cellula, la formazione di giunzioni intercellulari e infine la esocitosi e l’endocitosi.

Il doppio strato lipidico è formato dunque da componenti chimici diversi che si scambiano periodicamente e che ne caratterizzano la sua asimmetricità. La asimmetricità è dovuta in particolare alla presenza dei glicolipidi che, per la loro composizione e la loro funzione di ligandi, una volta prodotti nel Golgi, hanno la limitazione di potersi disporre esclusivamente sul lato non citosolico (esterno) del doppio strato. Altro esempio di asimmetricità sono gli inositol fosfolipidi che  possono stare solo sul versante citosolico, perché fungono da secondi messaggeri. La membrana cellulare contiene inoltre alcuni carboidrati legati covalentemente ai lipidi o alle proteine a formare glicolipidi o glicoproteine. Tutti i carboidrati della membrana plasmatica sono rivolti verso l’esterno, cioè verso l’ambiente extracellulare. Importanti funzioni dei carboidrati di membrana sono ad esempio i determinanti ABO e i recettori di membrana nelle normali funzioni cellulari.

La membrana, come già accennato, può contenere molte molecole proteiche, legate non covalentemente al doppio strato lipidico; queste proteine possono essere:

· Proteine integrali di membrana che si estendono attraverso il doppio strato sporgendo da entrambe le parti per la loro natura anfipatica (le porzioni immerse nel doppio strato hanno superfici idrofobe, le porzioni che sporgono dal doppio strato sono idrofile). Le proteine di membrana possono muoversi lateralmente all’interno della membrana. Queste proteine vengono staccate dallo strato lipidico mediante l’uso di detergenti (molecole anfipatiche) che le rendono solubili in soluzioni acquose. 
· Proteine periferiche di membrana aderiscono ad alcune proteine integrali sporgenti mediante legami elettrostatici deboli. Sono più comuni quelle nel versante citoplasmatico perchè agiscono come enzimi o come fattori che trasmettono segnali transmembrana. Vengono staccate con processi di estrazione blanda. 
· Proteine ancorate ai lipidi che aderiscono covalentemente allo strato lipidico. Si distinguono due tipi di proteine di membrana ancorate ai lipidi. Quelle che si legano mediante un breve oligosaccaride legato ad una molecola di glicofosfatidil inositolo (GPI) che possono essere rilasciate in seguito all’intervento di una fosfolipasi che riconosce in modo specifico e scinde i fosfolipidi contenenti inositolo. E quelle sul versante citosolico, ancorate da lunghe catene idrocarburiche incluse nel foglietto interno del bilayer. 
Anche le proteine di membrana sono soggette a spostamenti all’interno del doppio strato lipidico..

Poiché il contenuto di una cellula è completamente avvolto dalla membrana plasmatica, tutte le comunicazioni tra la cellula e l’ambiente extracellulare devono essere mediate da questa struttura secondo una permeabilità selettiva. Il cuore idrofobico del doppio strato:

· permette l’ingresso a piccole molecole idrofobiche (N2 benzene) e polari senza carica (glicerolo, etanolo).

· impedisce l’ingresso a molecole più grandi polari senza carica (amminoacidi, glucosio, nucleotidi) e a ioni.
È ovvio che la permeabilità della membrana plasmatica a una particolare sostanza aumenta con l’aumentare della “liposolubilità” della sostanza. 
Il movimento delle molecole o dei composti attraverso la membrana cellulare può avvenire secondo due procedimenti:

· trasporto passivo: non è accoppiato all’energia, comprende 
· la diffusione semplice che comporta il movimento di molecole o di ioni secondo un gradiente di concentrazione, spostando una sostanza dalla regione più concentrata a quella meno concentrata (spostamento a valle), eliminando alla fine la differenza di concentrazione, instaurando uno stato di equilibrio dinamico. Acqua H2O, ossigeno O2 e anidride carbonica CO2 attraversano la membrana cellulare mediante la diffusione. Il tempo richiesto da un processo di diffusione aumenta in modo proporzionale al quadrato della distanza; la diffusione è estremamente rapida per distanze di valore microscopico mentre per distanze macroscopiche la diffusione diventa un processo piuttosto lento. Il coefficiente di diffusione (D) sarà proporzionale alla velocità con cui una molecola diffusibile può muoversi in un mezzo. Questo coefficiente è inversamente proporzionale alla viscosità del mezzo () e alla dimensione della molecola (r) . La velocità di diffusione (J) attraverso una membrana è proporzionale all’area della membrana (A) e alla differenza di concentrazione della sostanza diffusibile (C) ai due lati della membrana. mentre è inversamente proporzionale allo spessore della membrana
D= R T/6pr



J = - D A  ·  (C / x)
· l’osmosi è un movimento di acqua da una regione a maggior potenziale idrico (ipotonica e quindi con minor concentrazione di soluti) a una a minor potenziale idrico (ipertonica e quindi con maggior concentrazione di soluti) attraverso una membrana semipermeabile. Per pressione osmotica  si intende la pressione applicata in un compartimento A, che sia esattamente sufficiente a impedire l’ingresso per osmosi di acqua pura in A. Per il calcolo della pressione osmotica ci si avvale della legge di van’t Hoff:
 = R T (ic)
Il coefficiente osmotico() dipende dalle proprietà chimiche del soluto, dalla sua concentrazione e dalla temperatura. Il termine “i” indica il numero di ioni formati dalla dissociazione di una molecola di soluto e il termine “c” è la concentrazione molale del soluto. Il termine ic è detto osmolarità e si può sintetizzare come “concentrazione del soluto espresso in moli/litro”. 
· la diffusione facilitata, è azionato da un gradiente di concentrazione che consente il trasporto di molecole fortemente polari che sarebbero respinte dalle code idrofobe, mediane alcune proteine di membrana dette trasportatori facilitanti selettivi a controllo d’apertura che formano minuscoli pori idrofilici nello spessore del doppio strato (sono anche dette proteine canale). È ovvio che per molecole idrosolubili prive di carica, la permeabilità della membrana si riduce con l’aumentare delle dimensioni della molecola.
· trasporto attivo, mediato quindi da consumo di energia che si ottiene per esempio dall’ossidazione di glucosio o dalla sintesi di alcune altre sostanza (ATP). Consente alle proteine vettrici o carrier (transmembrana, altamente selettive e specializzate) di legare un soluto da una parte e di trasportarlo dalla parte opposta mediante un cambiamento della propria conformazione. Il trasporto attivo implica sempre un trasporto “a monte”, contro il gradiente di concentrazione o contro quello elettrochimico. Ci sono tre diversi metodi di trasporto attivo:

· trasportatori accoppiati (che associano al trasporto di un soluto secondo gradiente, un altro soluto contro gradiente )

· pompe ad ATP (che accoppiano il trasporto contro gradiente all’idrolisi dell’ATP)
· pompe fotoalimentate (che accoppiano il trasporto contro gradiente all’assorbimento di energia luminosa).

La comunicazione intercellulare

La comunicazione cellulare e in particolare la genesi dei messaggi nervosi dipende da rapide variazioni della differenza di potenziali elettrico esistente ai capi delle membrane. Queste variazioni sono rese possibili dalla presenza di canali ionici che costituiscono una classe di proteine integrali di membrana, coniugate in superficie con carboidrati (glicoproteine) con tre proprietà caratteristiche:

· lasciano passare gli ioni

· riconoscono e selezionano diverse specie ioniche

· si aprono e si chiudono in risposta a segnali specifici di natura elettrica, meccanica o chimica.

L’apertura e la chiusura dei canali ionici comporta l’esistenza di due o più conformazioni steriche relativamente stabili: uno stato aperto (attivo), uno stato chiuso e attivabile (di riposo), chiuso e non attivabile (refrattario). I canali in cui si può avere questa transizione di stato vengono detti canali ad accesso variabile. I canali possono venir dunque regolati in tre modi diversi: dal voltaggio, da trasmettitori di natura chimica e da pressione o stiramento.

I lipidi delle membrane hanno caratteri idrofobici e non sono miscibili con l’acqua. Gli ioni degli spazi intracellulari ed extracellulari, al contrario, sono idrofili ed attraggono con forza le molecole d’acqua tanto che attorno ad essi si forma una nuvola di molecole di acqua di idratazione legata elettrostaticamente. Per il carattere idrofobico delle membrane gli ioni possono dunque attraversare la membrana soltanto attraverso pori o aperture specializzate della membrana. Poiché gli ioni si circondano di acqua di idratazione, la loro costante di diffusione (ovvero la facilità con cui uno ione si muove in soluzione) non dipende solo dalle sue dimensioni, ma è determinata anche dall’entità dell’involucro di acqua che lo circonda: tanto più piccolo è uno ione, tanto maggiormente localizzata è la sua carica e tanto più forte il campo elettrico che lo circonda. Si stabilisce quindi una relazione ben precisa tra le dimensioni di uno ione e la sua mobilità: quanto più piccolo è uno ione, tanto minore è la sua mobilità. È possibile in questo modo creare un modello selettivo di canale per uno ione piuttosto che per un altro, semplicemente tenendo conto delle interazioni delle due specie ioniche con l’acqua. 

Non è solo questo però il modo per spiegare la selettività dei canali ionici. Si deve tener conto anche della selettività basata sul legame chimico tra uno ione e la proteina vettrice. È questa la teoria dei poro-canali; a livello del canale vi è una strettoia che funge da filtro di selettività, a livello della quale gli ioni cederebbero la maggior parte della loro acqua di idratazione e formerebbero invece legami chimici deboli (interazioni elettrostatiche) con residui di amminoacidi polari (dotati di cariche) che costituiscono le pareti del canale. Poiché la perdita dell’acqua di idratazione rappresenta una condizione sfavorevole dal punto di vista energetico per lo ione, esso riuscirà a passare attraverso il canale soltatnto se l’energia acquistata mediante l’interazione con il filtro di selettività riuscirà a compensare quella perduta con l’acqua di idratazione. In generale, gli ioni permeabili restano legati al filtro di selettività per un breve tempo, trascorso il quale, le forze elettrostatiche e di diffusione li sospingono attraverso il canale.
La tecnica del patch-clamp è stata messa a punto per la registrazione delle correnti di singoli canali ionici. Si è visto che il canale di comporta come una semplice resistenza elettrica in quanto la corrente unitaria varia linearmente con il potenziale di membrana:

          Legge di Ohm



     i = V

     R
i: intensità di corrente 

V: voltaggio esistente ai due capi della membrana

R: resistenza del canale nello stato aperto

Quando si tratta di canali ionici è comunque preferibile parlare di conduttanza (g=1/R), che è il reciproco della resistenza, e che fornisce immediatamente una misura della permeabilità ionica. Perciò la legge di Ohm viene espressa con i = gV.   

Il flusso di ioni attraverso i canali ionici è interamente passivo e non richiede alcun dispendi di energia. La direzione è l’equilibrio finale di tali flussi non sono perciò determinati dalle proprietà del canale stesso ma dal gradiente elettrico e di concentrazione esistente ai capi della membrana. Le cinetiche dei flussi ionici attraverso i canali sono caratterizzate in definitiva dalla conduttanza del canale stesso e cioè dalla corrente che attraversa il canale aperto in risposta ad una certa forza elettrochimica. Tale forza è determinata da due fattori:

· differenza di potenziale

· gradiente di concentrazione

Possiamo distinguere due canali:
· canali ohmici: il flusso di correnti varia linearmente con la forza elettromotrice ed i canali si comportano come delle semplici resistenze. Il valore della conduttanza rimane costante

· canali rettificanti: il flusso di corrente è una funzione non lineare della forza elettromotrice e la conduttanza del canale è variabile. Vi è quindi una rettificazione del flusso, ovvero un trasporto di ioni maggiore in una direzione che non in quella contraria

Altra considerazione da fare è che a basse concentrazioni la corrente aumenta in modo pressocchè lineare con la concentrazione. Per concentrazioni elevate, la corrente tende a raggiungere un valore che non aumenta più quando viene aumentata la concentrazione per la saturazione dei siti di legame per le interazioni deboli tra ione e siti polari specifici del canale.
I canali ionici possono anche venir occlusi da parte di ioni liberi a altre molecole presenti nel citoplasma o nei liquidi extracellulari. Il passaggio degli ioni nei canali può venir bloccato da sostanze che si legano all’apertura del poro acquoso o in qualche sito interno al poro.

In tutti i neuroni è presente una separazione di cariche elettriche; ciò determina il formarsi di una eccedena di cariche positive sulla faccia esterna della membrana ed un eccesso di cariche negative su quella interna. Questa separazione di cariche si mantiene costante e dà origine ad una differenza di potenziale elettrico (o di voltaggio) ai capi della membrana di una cellula a riposo, che viene detta appunto potenziale di membrana di riposo. Esso è definito come:

Vm = Vint – Vext
Nella maggior parte dei neuroni esso varia fra -60 e -70 mV. Questo perché nessuna specie ionica è distribuita in maniera omogenea sulle due facce della membrana delle cellule nervose: gli Na+ e i Cl- sono maggiormente rappresentati all’esterno delle cellule, mentre i K+ e gli anioni organici (soprattutto aminoacidi e proteine) sono concentrati all’interno.
La diversa diffusione degli ioni attraverso la membrana è dipesa da due componenti:

· gradiente chimico: il flusso è diretto verso il compartimento meno concentrato

· gradiente elettrico, il flusso è diretto verso il compartimento con carica netta di segno opposto

Dal confronto qualitativo di queste due forze si può prevedere la direzione del flusso netto dello ione. La grandezza che ci permette di confrontare i contributi relativi della concentrazione ionica e del potenziale elettrico è definita potenziale elettrochimico di uno ione ().La differenza di potenziale elettrochimico () di uno ione X+ attraverso la membrana si calcola in energia/mole ed è definito:
intext = RT In [X+] int + z F (Vint – Vext)

          [X+] ext
RT In [X+] int

indica la tendenza del flusso secondo il gradiente di concentrazione
          [X+] ext
z F (Vint – Vext)
indica la tendenza del flusso secondo gradiente elettrico
Gli ioni si muoveranno spontaneamente dal compartimento con potenziale elettrochimico più alto verso il compartimento con potenziale più basso. Questo fluire spontaneo dissipa energia e, in teoria, quest’energia può essere utilizzata per eseguire un lavoro (v. catena respiratoria).

All’equilibrio pertanto 

Vint – Vext= RT In [X+] int = RT In [X+] ext
        z F     [X+] ext       z F    [X+] int 
Questa è l’equazione di Nerst. È valida solo nelle condizioni di equilibrio e permette di calcolare la differenza di potenziale elettrico necessaria per generare una forza elettrica uguale e contraria alla forza del gradiente chimico. Il valore che troviamo con l’equazione di Nerst è anche detto potenziale di equilibrio dello ione X+.(EX) Ciascuno ione “tenderà” a portare la differenza di potenziale transmembranario verso il valore del suo potenziale di equilibrio. Più permeabile è una membrana ad uno ione, maggiore sarà la capacità di questo ione di portare la differenza di potenziale elettrico verso il suo potenziale di equilibrio. 

Le cellule nervose sono permeabili a riposo al K+, agli Na+ e al Cl- e quindi vi deve essere un modo mediante il quale:

· si mantengono costanti i tre gradienti di concentrazione ai capi della membrana, 

· tali gradienti determinino il valore finale del potenziale di membrana di riposo.  
I flussi di Na+ e K+ che hanno luogo attraverso i canali passivi sono controbilanciati da processi attivi di trasporto degli stessi ioni: nella pompa sodio-potassio, ad esempio, gli ioni Na+, a causa della forte presenza di ioni negativi all’interno della cellula si spostano all’interno secondo gradiente, alterando le cariche negative. Dall’interno poi lo ione Na+ si adatta ad una proteina di trasporto e, dopo aver ottenuto energia dalla sintesi di ATP e dalla fosforilazione di un gruppo fosfato unito alla proteina, questa cambia configurazione e lo ione Na+ è rilasciato all’esterno. Questa nuova configurazione è adatta agli ioni K+ che vengono accolti dall’esterno e portati all’interno. A questo punto, lo ione K+ fa si che il gruppo fosfato si stacchi dalla proteina, provocando così un ritorno alla configurazione precedente. La pompa sospinge dunque i due ioni contro il loro gradiente chimico netto. Di conseguenza, la cellula, in condizioni di riposo, non è in stato di equilibrio, ma in stato stazionario. La concentrazione intracellulare del Cl- può variare invece liberamente perché su di esso agiscono perlopiù soltanto forze passive. 
L’equazione della conduttanza studia invece le relazioni tra i tre ioni diffusibili e predice la differenza di potenziale attraverso la membrana nello stato di riposo. 

 Vm = g K · EK +  g Na ·  E Na + g Cl  ·  E Cl 
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Il potenziale elettrico transmembranario risulta dalla media ponderata dei potenziali di equilibrio per tutti gli ioni ai quali la membrana è permeabile. Il fattore ponderale è (g . Alla base del meccanismo ionico del potenziale d’azione vi è dunque la conduttanza. Nello stato di riposo la conduttanza dello ione K è molto maggiore di tutti gli altri ioni presenti, pertanto Vm si avvicina al valore del potenziale di Nerst di equilibrio EK.

Ricordiamo che la conduttanza della membrana verso uno ione è una grandezza in qualche modo simile alla permeabilità della membrana verso quello ione, in quanto entrambe misurano la facilità con la quale lo ione considerato attraversa la membrana. Tuttavia, la permeabilità è una proprietà intrinseca della membrana, mentre la conduttanza è una grandezza elettrica (misuratà in ampere per volt) che dipende sia dalla permeabilità della membrana che dalla concentrazione degli ioni presente in soluzione.

Abbiamo appurato come ogni cellula abbia un suo determinato potenziale di riposo della membrana derivante dalla media ponderata dei potenziali di equilibrio di tutti gli ioni ai quali la membrana è permeabile. Questa differenza di potenziale è nella cellula muscolare di -90mV.

Questo potenziale di membrana può essere modificato da impulsi di corrente che, a seconda della direzione del flusso di corrente, possono essere:

· depolarizzanti (es. da -90mV a -70mV)

· iperpolarizzanti (es: da-90mV a -100mV)

è ovvio che maggiore sarà l’impulso di corrente che attraverso la membrana, più ampia sarà la variazione del potenziale di membrana.
Si distinguono in base all’intensità dell’impulso due tipi di potenziali:

· potenziale elettrotonico, dovuto ai circuiti locali di corrente e condotto con decremento. L’ampiezza della variazione di potenziale decresce esponenzialmente con l’aumentare della distanza dal punto di applicazione della corrente. Essa decade al 37% della sua massima ampiezza dopo una distanza pari alla sua costante di spazio. La costante di spazio è eguale a ( rm / rin. Una corrente che fluisce attraverso la resistenza di membrana rm viene persa, mentre quella che passa attraverso la resistenza longitudinale rin trasferisce il segnale elettrico. Maggiore è il rapporto rm / rin , più efficiente è il trasporto del segnale lungo la fibra. Le costanti di spazio hanno in genere un valore di 1-2 mm. La dissipazione del potenziale intermembranario è dovuto alla resistenza della membrana (rm) che, nonostante sia molto più elevata della resistenza del citoplasma (rin), non si comporta da perfetto isolante. Questo potenziale è detto risposta locale. 
· potenziale d’azione, propagato e caratterizzato da un segnale autorinforzante. L’ampiezza e la forma del potenziale d’azione rimangono costanti per tutta l’estenzione della fibra. 
Per spiegare i meccanismi di comunicazione locale degli impulsi elettrici dobbiamo soffermarci su tre proprietà elettriche passive del neurone:

· la resistenza della membrana a riposo: influenza l’ampiezza dei segnali elettrici. La cellula che possiede la resistenza di ingresso più elevata andrà incontro ad una variazione maggiore del potenziale di membrana. La resistenza dipenderà sia dalla densità dei canali passivi presenti sulla membrana, sia dalle dimensioni del neurone. Quanto più grande sarà il neurone, tanto più estesa sarà la sua superficie e tanto più bassa la sua resistenza d’ingresso, in quanto maggiore sarà il numero dei canali attraverso i quali potranno passare gli ioni.Le fibre che possiedono un diametro maggiore hanno quindi velocità di conduzione più elevata;la resistenza del citoplasma alla conduzione lungo la fibra si riduce quando il diametro della fibra aumenta.
· la capacità della membrana: prolunga la durata dei segnali elettrici. Quanto maggiore sarà l’area della membrana, tanto maggiore sarà il numero di cariche che vi potranno essere accumulate ad ogni potenziale dato. La capacità della membrana ha l’effetto di ridurre la velocità con cui varia il potenziale di membrana in risposta ad un impulso di corrente. Per un neurone di grandi dimensioni saranno necessarie più cariche e quindi più corrente per determinare una data variazione del potenziale di membrana, rispetto ad un neurone più piccolo.
· la resistenza assiale intracellulare dell’assone e dei dendriti: influenzano l’efficienza con cui vengono condotti i messaggi; gli assoni di maggior diametro avranno costanti di spazio più lunghi di assoni di dimensioni minori.
Un potenziale di azione è dunque una variazione rapida del potenziale di membrana seguita da un ritorno alla condizione di riposo. Si attua nel momento in cui si applicano alla membrana impulsi di corrente depolarizzante di ampiezza progressivamente crescente e si raggiunge un valore potenziale di membrana (valore soglia) per il quale si ha una inversione della polarità della membrana (l’interno della cellula diventa positivo rispetto all’esterno). Il valore soglia può anche esser inteso come quel particolare valore di Vm per il quale la corrente ionica netta cambia di senso diventando entrante, da uscente che era, cominciando a depositare cariche positive sulla faccia interna della membrana.
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Alla base del meccanismo ionico del potenziale d’azione (Em) c’è la conduttanza (g), essendo il fattore ponderale di ciascuno ione il contributo dello stesso ione alla conduttanza ionica totale della membrana. Ricordiamo inoltre che ogni ione “tenderà” a portare la differenza di potenziale transmembranario verso il valore del suo potenziale di equilibrio (E Na , E K , E Cl). Quindi più permeabile è una membrana a uno ione, maggiore sarà la capacità di questo ione di portare la differenza di potenziale elettrico verso il suo potenziale di equilibrio. Il potenziale d’azione nell’assone è pertanto dovuto all’aumento sequenziale delle conduttanze agli ioni Na+ e K+:

· g Na aumenta molto rapidamente durante la fase di ascesa del potenziale d’azione, provocando depolarizzazione e inversione della polarità di membrana, in quanto E Na è circa +65mV. g Na torna poi rapidamente verso i valori di riposo per un fenomeno conosciuto come inattivazione da voltaggio.
· g K aumenta in ritardo e in modo più graduale portando la situazione verso i valori di riposo, in quanto E K è di circa -100mV. Durante la fase di iperpolarizzazione postuma, quando la membrana è più negativa rispetto al potenziale di riposo (più polarizzata), il gNa  è tornato al suo normale valore, mentre g K rimane ancora piuttosto elevata.
Con una certa approssimazione si può dire che, al picco del potenziale d’azione, il potenziale di membrana si avvicina al potenziale d’equilibrio del Na+, allo stesso modo in cui esso si avvicina a quello del K+ in condizioni di riposo. Se la membrana viene depolarizzata in maniera sufficiente per aprire l’accesso ad alcuni canali Na+ voltaggio-dipendenti, questi faranno passare una corrente Na+ entrante, che determinerà un’ulteriore depolarizzazione. Questa ulteriore depolarizzazione provocherà a sua volta l’apertura di nuovi canali Na+ e perciò anche una corrente Na+ entrante più intensa. Prenderà inizio in tal modo un ciclo rigenerativo che rende impossibile il mantenimento di un potenziale di membrana stabile. Questo ciclo a feed-back positivo finirà con il trascinare il potenziale di membrana verso il picco del potenziale d’azione.

Le correnti ioniche si servono di due tipi distinti di canali situati nella membrana plasmatici, ciascuno dotato di caratteristiche speciali e di una spiccata selettività (possiedono infatti una porzione ristretta detta filtro selettivo). Differenti tipi di cellule generano potenziali d'azione di forma diversa in quanto possiedono popolazioni di​verse di canali ionici voltaggio-dipendenti. I canali ionici sono proteine integrali di membrana dotate di pori iono-selettivi. Regioni di un proteina di canale ionico agiscono come barriere responsabili dell'attivazione e dell'inattivazione del canale. Un canale ionico tipicamente può trovarsi in due sta​ti: di alta conduttività (aperto) e di bassa conduttività (chiuso). Il canale oscilla casualmente tra lo stato aperto e lo stato chiuso. Per un canale voltaggio-di​pendente, la frazione di tempo in cui il canale si trova nello stato aperto dipende dalla differenza di poten​ziale attraverso la membrana.
Quando una cellula è parzialmente depolarizzata, si verifica la chiusura delle barriere di inattivazione dei canali sodici. Una volta che i canali sodici si sono inattivati, la membrana deve ripolarizzarsi al valore del normale potenziale di riposo prima che i canali si possano aprire di nuovo. Tale fenomeno è detto inattivazione da voltaggio e rende in parte conto di particolari proprietà delle cellule eccitabili, come:

· refrattarietà: per quasi tutta la durata del potenziale d’azione la membrana è refrattaria a ogni ulteriore stimolazione; è cioè incapace di generare nuovi potenziali. Distinguiamo:

· periodo refrattario assoluto: una frazione consistente dei canali sodici è inattivata dal voltaggio

· periodo refrattario relativo: la cellula è di nuovo in grado di generare un nuovo potenziale d’azione, ma lo stimolo deve essere più intenso del normale. 

· accomodazione: se la depolarizzazione è sufficientemente lenta, la soglia di eccitabilità può essere superata senza che si verifichi un potenziale d’azione. Può infatti non essere raggiunto quel numero critico di canali sodici aperti, necessario perché si instauri un potenziale d’azione.
Nella regione depolarizzata la superficie esterna della membrana è negativa rispetto alle regioni contigue, mentre la superficie interna della membrana depolarizzata è carica positivamente rispetto alle zone interne circostanti. Queste aree depolarizzanti costituiscono, a loro volta, la fonte di flussi di correnti locali che depolarizzano altre porzioni della membrana ancora più lontane dalla sede della depolarizzazione iniziale. Questi circuiti sono responsabili della conduzione dei segnali sottosoglia e dei poten​ziali d'azione lungo le cellule eccitabili. I potenziali elettrotonici vengono condotti con decremento per una distanza pari alla loro costante di spazio (1-2 mm); i potenziali d'azione invece si propagano e si rigenerano (molte fibre nervose e muscolari hanno lunghezze superiori a 1-2 mm e la conduzione con decremento non avrebbe dunque senso).  
Il potenziale d’azione serve dunque a condurre un impulso elettrico per l’intera lunghezza delle fibre. La propagazione del potenziale d’azione richiede la generazione di “nuovi” potenziali d’azione man mano che essi si propagano lungo la cellula. In que​sto modo durante la conduzione i potenziali d'azione mantengono la loro forma e ampiezza. Il codice per la trasmissione delle informazioni lungo gli assoni può avvalersi solo di variazioni della frequenza.
La velocità di conduzione di un potenziale d’azione  è determinata dalle proprie​tà elettriche del citoplasma e della membrana. Le cellule con diametro maggiore hanno una velocità di conduzione più ele​vata; le fibre con la guaina mielinica aumentano notevolmente la loro veloci​tà di conduzione. La guaina mielinica, rappresentata da avvolgimenti ripetuti della membrana basale di cellule di Sshwann, funge da isolante rendendo la resistenza effettiva della membrana molto più elevata. Grazie a queste guaine dunque, i potenziali d'azione si generano so​lo a livello dei nodi di Ranvier e quindi sono condotti da un nodo di Ranvier all'altro. Poiché il tempo necessario per generare un potenziale d'azione a livello dei nodi è inferiore a quello neces​sario per condurre il potenziale nelle regioni internodali, il potenziale d'azione sembra «saltare» da un no​do all'altro. Questo tipo di conduzione è definita con​duzione saltatoria.
Le sinapsi sono giunzioni intercellulari altamente specializzate che uniscono tra loro i neuroni di ogni via ner​vosa. Simili giunzioni intercellulari legano anche i motoneuroni con le loro cellule effettrici, le fibre muscolari scheletriche. Queste particolari sinapsi vengono chiamate giunzione neuromuscolare o placche motrici. 
I singoli neuroni comunicano tra loro tramite un numero molto variabile di sinapsi che dipende dalla loro localizzazione e funzione all'interno del sistema nervoso. Classicamente, l’assone di un neurone contrae sinapsi col dendrite di un altro neurone (sinapsi asso-dendritica), ma è possibile rinvenire sinapsi tra assoni e corpi cellulari (sinapsi asso-somatiche) o tra assoni di neuroni diversi (sinapsi asso-assoniche). Sono frequenti anche sinapsi “en passant ” in cui l’assone nel suo decorso presenta dei rigonfiamenti che lo mettono in contatto con altri neuroni. 

Per ogni sinapsi, la condu​zione dell'impulso è solitamente unidirezionale, ma la risposta può essere eccitatoria o inibitoria, in relazione alla specifica natura della sinapsi e alla sua localizzazione all'interno del sistema nervoso. Sono state anche descritte sinapsi per le quali la conduzione dell’impulso è bidirezionale.

Dal punto di vista funzionale le sinapsi si distinguono in 

· sinapsi chimiche: il neurone presinaptico rilascia una sostanza chimica chiamata neurotrasmettitore che si lega a specifici proteici della membrana postsinaptica modificandone il potenziale di membrana. Vi si presenta un ritardo sinaptico dell’impulso di 0.5 ms dovuto principalmente al tempo necessario per la liberazione del neurotrasmettitore. La conduzione è unidirezionale e la risposta può essere sia di tipo eccitatorio sia inibitorio. Le sinapsi chimiche hanno due vantaggi principali; amplificano i segnali e sono modulabili. 
· sinapsi elettriche: le due cellule sono a contatto tramite gap junctions che consentono la comunicazione tramite il passaggio diretto di correnti ioniche da una cellula all’altra. Il passaggio è mediato da canali proteici chiamati connessoni e formati da 6 subunità di connessina. Questi canali possono essere regolati con un aumento della concentrazione intracellulare di Ca+ o H+ oppure in risposta alla depolarizzazione di una o di entrambe le cellule. Hanno bassa resistenza e conduttanza elevata, e la corrente che li percorre, provenendo dalla cellula presinaptica, deposita cariche positive sulla membrana della cellula postsinaptica, depolarizzandola.  Non vi è ritardo sinaptico (sono infatti particolarmente adatte per azioni riflesse in cui sia necessaria una rapida trasmissione tra cellule). La conduzione è spesso bidirezionale. La trasmissione elettrica non è solo monopolio del sistema nervoso; la troviamo anche nel cuore, come nel muscolo liscio ed a livello dell’epitelio epatico.
Per studiare più approfonditamente le sinapsi chimiche, prendiamo come esempio il caso di una placca motrice. L'assone responsabile della propagazione dello stimolo, dopo aver perso la mielina,  termina con un rigonfiamento o bottone terminale; questo è separato dalla membrana plasmatica dell'opposto neu​rone o dalla cellula effettrice da uno stretto spazio intercel​lulare di larghezza uniforme (20-30 nm) detto fessura o camera intersinaptica. I bottoni terminali contengono vescicole circondate da membrana, contenenti neurotrasmettitori, dette vescicole sinaptiche di circa 50 nm di diametro (nella giunzione neuromuscolare contengono acetilcolina). Ogni bottone contiene inoltre canali Ca2+ voltaggi-dipendenti che fanno entrare Ca2+ nella terminazione ad ogni potenziale d’azione; i Ca2+ a loro volta, promuovono la fusione delle vescicole sinaptiche con la membrana della terminazione e tale fusione determina infine la liberazione del contenuto delle vescicole.  La membrana post-sinaptica in prossimità della sinapsi si in vagina formando una doccia sinaptica, ulteriormente invaginata in numerose pliche giunzionali. Le molecole recettrici per il neurotrasmettitore sono concentrate in prossimità delle aperture delle pliche giunzionali. 

Le proprietà che caratterizzano un neurotrasmettitore sono:

· viene sintetizzato nel neurone

· è presente sulla terminazione presinaptica e viene liberato in quantità sufficiente per esercitare l’azione che gli si attribuisce su un neurone postsinaptico o su un organo effettore

· quando viene introdotto dall’esterno (farmaco) in concentrazioni opportune, è in grado di  riprodurre esattamente l’azione del neurotrasmettitore liberato per via endogena

· esiste un meccanismo specifico per il suo smaltimento dalla fessura sinaptica

Il sistema nervoso utilizza due grandi classi di sostanze chimiche per inviare i propri messaggi:

· molecole di basso peso molecolare:

· acetilcolina: neurotrasmettitore usato da tutti gli assoni motori che originano dal midollo sinale. È il trasmettitore di tutti i neuroni autonomi pregangliari e delle fibre parasimpatiche postgangliari.
· ammine biogene (catecolammine, serotonina e istamina): le catecolammine (noradrenalina, adrenalina, dopamina) sono tutte sintetizzate dalla tiroxina e sono i principali neurotrasmettitori dei neuroni simpatici postgangliari. La serotonina deriva dal triptofano ed è contenuta in neuroni presenti in alcuni nuclei del tronco encefalico. L’istamina viene sintetizzata a partire dall’istidina ed è presente in alcuni neuroni dell’ipotalamo. 
· aminoacidi neurotrasmettitori: la glicina è un trasmettitore di tipo inibitorio liberato dagli interneuroni spinali. Il GABA viene sintetizzato a partire dal glutammato, è il principale neurotrasmettitore inibitorio delle cellule dei gangli della basse, delle cellule di Purkinje del cervelletto e di alcuni interneuroni spinali. Il glutammato e l’aspartato esercitano un potente effetto eccitatorio su molti neuroni cerebrali
· peptidi neuroattivi:
· peptidi oppioidi: pos​sono essere definiti come quelle sostanze ad azione diretta i cui effetti sono antagonizzati in modo stereospe-cifico dal naloxone. Le tre principali classi di peptidi oppioidi presenti nei mammiferi sono le encefaline, le endorfine e la dinorfina. I peptidi oppioidi sono presenti in molti di neuroni del sistema nervoso centrale e nei neuroni intrinseci dell'ap​parato gastrointestinale. Gli oppioidi esercitano azioni ini​bitorie anche in alcune strutture cerebrali coinvolte nella percezione del dolore. I peptidi oppioidi sono tra i più po​tenti analgesici conosciuti.
· peptidi non oppioidi: La sostanza P, è presente in alcuni tipi di neuroni ce​rebrali, nei neuroni afferenti primari e nei neuroni dei plessi nervosi del tratto gastrointestinale.  La sostanza P interviene nella trasmissione del dolore ed esercita un potente effet​to sul muscolo liscio.  Il polipeptide intestinale vasoattivo (VIP)  è molto diffuso nel sistema nervoso centrale e nei plessi nervosi del tratto gastrointestinale. Sembra agire come neurotrasmettitore inibitorio sul muscolo liscio vascolare e avascolare, e come trasmettito​re eccitatorio sulle cellule epiteliali delle ghiandole. La secretina, il glucagone e il polipeptide gastroini-bitore (GIP) sono molecole la cui funzione come ormoni è stata ben caratterizzata. Questi peptidi sono anche presenti in particolari neuroni del sistema nervoso centrale ma la loro funzione a questo livello non è ancora nota.
Vediamo ora quali sono gli avvenimenti che si verificano durante la trasmissione neuromuscolare:

· arrivo del potenziale d’azione al terminale presinaptico della fibra motrice 

· la depolarizzazione della membrana plasmatici del terminale provoca l’apertura dei canali del Ca2+ voltaggio-dipendenti, i quali tendono a rimanere aperti per tutta la durata del potenziale d’azione
· il Ca2+ all’interno del terminale provoca la fusione delle vescicole sinaptiche con la membrana plasmatici. Le vescicole sono ancorate al citoscheletro da proteine dette sinapsine. Se le sinapsine sono inattivate dalla fosforilazione da parte di chinasi  Ca2+-calmodulina-dipendenti e determinano quindi la liberazione delle vescicole eliminando i legami che le fissano al citoscheletro
· avviene l’endocitosi regolata del neurotrasmettitore. Le vescicole di neurotrasmettitor si fondono con la membrana presinaptica a livello di specifici siti chiamati zone attive. Come in altri processi di esocitosi, il rilascio di neurotrasmettitori coinvolge le proteine SNARE: la v-SNARE nella membrana vescicolare e le t-SNARE nella membrana plasmatica presinaptica. Il neurotrasmettitore è solitamente liberato per pacchetti; ogni pacchetto corrisponde alla liberazione del contenuto di una singola vescicola sinaptica  ed è detto quanto. La liberazione di un quanto di neurotrasmettitore può anche essere spontanea; in questo caso si parla di potenziali di placca in miniatura, MEPP, che provocano una depolarizzazione della membrana insufficiente a far insorgere un potenziale d’azione. 

· il neurotrasmettitore diffonde dello spazio intersinaptico

· il neurotrasmettitore  si combina con recettori specifici della membrana post-giunzionale che sono canali ionici controllati da ligandi. Ogni volta che si apre un canale, esso lascia passare una corrente di intensità fissa (apertura del tipo tutto-o-nulla)
· il legame del neurotrasmettitore al recettore, provoca un aumento transitorio della conduttanza della membrana post-sinaptica al Na+ e al K+. L’aumento è transitorio perché il neurotrasmettitore è subito idrolizzato. Ad esempio l’acetilcolina viene idrolizzata in colina e acetato dall’enzima acetilcolinesterasi della membrana post-sinaptica. La colina così prodotta viene ricaptata dalla membrana presinaptica e usata per la nuova sintesi di acetilcolina per condensazione con l’acetilCoA.
· le correnti ioniche così generate provocano la depolarizzazione transitoria della regione della placca (potenziale di placca, EPP)

· depolarizzazione delle zone della membrana muscolare contigue alla regione della placca, la depolarizzazione si propaga per conduzione elettrotonica alle regioni contigue del sarcolemma (membrana plasmatica della fibra muscolare)

· quando il potenziale raggiunge il valore soglia si ha la nascita del potenziale d’azione

Il caso elencato subito sopra e riferito alle giunzioni neuromuscolari è riferibile anche alla comunicazione tra due neuroni. La differenza principale tra i due sistemi stà nel luogo in cui nasce il potenziale d’azione. La porzione del neurone dove origina l’assone è chiamata cono di emergenza; la porzione dell’assone più vicina al soma del neurone è detta segmento iniziale. La regione cono di emergenza-segmento iniziale, è detta zona grilletto; possiede infatti una soglia di eccitabilità più bassa di quella della restante parte del neurone, ed è in questa regione che insorgerà quindi un potenziale d’azione, purchè la somma di tutte le afferente che arrivano a questo neurone provochi una depolarizzazione superiore alla soglia di eccitabilità. 
Secondo le relazioni tra input e output, le sinapsi possono essere classificate in:

· tipo uno-a-uno: un singolo potenziale d’azione nella cellula presinaptica evoca un singolo potenziale d’azione nella cellula postsinaptica. È il caso della giunzione neuromuscolare

· tipo uno-a-molti: un singolo potenziale d’azione nella cellula presinaptica evoca diversi potenziali d’azione nella cellula postsinaptica

· tipo molti-a-uno: un solo potenziale d’azion nella cellula presinaptica non è sufficiente a generare un potenziale d’azione nella cellula postsinaptica. Per depolarizzare questa cellula fino al valore soglia è necessario l’arrivo quasi simultaneo di potenziali d’azione condotti da diverse fibre presinaptiche. È il caso del motoneurone spinale.

Le sinapsi possono essere di tipologie in base alla loro funzione e alla loro morfologia ultrastrutturale:

· Inibitorie (tipo II di Gray o simmetriche): sono localizzate sul corpo cellulare o soma (asso-somatiche); una depolarizzazione determinata da una corrente eccitatoria che nasca da un dendrite dovrà prima passare attraverso il corpo cellulare per portarsi verso il segmento iniziale dell’assone. L’attività inibitoria localizzata sul corpo cellulare farà aprire canali Cl- e cortocircuiterà quindi buona parte della depolarizzzazione prodotta dalla diffusione della corrente eccitatoria. Di conseguenza, l’influenza della corrente eccitatoria sul potenziale di membrana della zona d’innesco verrà fortemente ridotta. È caratterizzata da una densità postsinaptica più sottile, di spessore simile a quella presinaptica, ed uno spazio intersinaptico meno ampio e privo della linea densa intermedia. Solitamente presenta vescicole pleoforme a core scuro contenenti neurotrasmettitori come il GABA e la glicina .
· Eccitatorie (tipo I di Gray o asimmetriche): sono localizzate sulle spine dendridiche (assodendridiche) che rappresentano siti di ingresso sinaptico altamente specializzati e, in generale, comprendono un collo sottile e una testa più espansa. Sono caratterizzate da una densità postsinaptica più pronunciata di quella presinaptica e da una fessura sinaptica relativamente ampia che spesso contiene una linea intermedia densa. Solitamente presenta vescicole rotondeggianti a core chiaro contenenti neurotrasmettitori come acetilcolina e glutammato. 

· Modulatorie: sono localizzate sulle terminazioni assonali (asso-assoniche). Non esercitano influenza diretta sulla zona grilletto quindi in genere influenzano indirettamente l’attività del neurone postsinaptico regolando la quantità di neurotrasmettitore che viene liberata dalle terminazioni nervose sulla cellula postsinaptica stessa.

La risposta postsinaptica ad un impulso può essere di due tipi, in base al tipo di neurone presinaptico, inibitorio o eccitatorio:
· potenziale postsinaptico eccitatorio (EPSP): la depolarizzazione porta il motoneurone più vicino alla soglia di eccitabilità. Gli EPSP sono provocati da un incremento transitorio della conduttanza della membrana postsinaptica sia al K+ sia al Na+. Il neurotrasmettitore eccitatorio liberato dai neuroni afferenti primari è l’aminoacido L-glutammato, che è anche il principale neurotrasmettitore eccitatorio del cervello e del midollo spinale.
· potenziale postsinaptico inibitorio (IPSP): la iperpolarizzazione porta il motoneurone più lontano dalla soglia di eccitabilità, bloccando il potenziale di membrana intorno al valore di ECl. Gli IPSP sono determinati infatti da un aumento della conduttanza della membrana postsinaptica al Cl-. La carica totale positiva netta, all’interno della cellula, diminuisce e la membrana di conseguenza si iperpolarizza. L’acido -ammino-butirrico (GABA) è uno dei principali nurotrasmettitori inibitori cerebrali e del midollo spinale.
In ogni istante la cellula postsinaptica integra le varie afferente eccitatorie e inibitorie e questo processo di integrazione dei vari input è detto sommazione; si distingue:

· sommazione spaziale: il decremento di una corrente depolarizzante della sua propagazione passiva è determinato dalla sua costante di spazio. Nelle cellule che hanno una lunga costante di spazio, i segnali elettrici riescono a raggiungere la zona grilletto dopo essere andati incontro ad una modesta riduzione d’ampiezza; nelle cellule che sono caratterizzate da una costante di spazio corta, i segnali elettrici decadono rapidamente d’ampiezza con l distanza percorsa. Pertanto i neuroni con costante di spazio lunga hanno maggiore probabilità di venir portati a soglia dall’attività contemporanea di due diverse afferente che entrano in contatto con il neurone in siti diversi, che non i neuroni con una costante di spazio corta.
· sommazione temporale: quando un neurone presinaptico invia due o più potenziali d’azione in rapida successione, in modo tale che i potenziali postsinaptici possono sommarsi nel tempo. Dipende dalla costante di tempo del neurone; i neuroni caratterizzati da una lunga costante di tempo hanno maggior capacità di sommazione temporale che non i neuroni con costante di tempo più breve. 

La modulazione dell’attività sinaptica può avvenire seguendo diverse vie:
· la facilitazione: l’assone presinaptico viene stimolato ripetitivamente e la risposta postsinaptica aumenta progressivamente con ogni stimolo. Il grado della facilitazione dipende dalla frequenza della stimolazione presinaptica. Questo fenomeno si esaurisce rapidamente. La stimolazione ripetitiva provoca la liberazione di un maggior numero di quanti di trasmettitore.
· il potenziamento post-tetanico: un neurone presinaptico viene stimolato con treni di stimoli ad alta frequenza per diversi secondi e la risposta postsinaptica viene incrementata. Il fenomeno è duraturo. Gli aumentati livelli intracellulari di Ca2+ provocano la liberazione di una maggiore quantità di mediatore chimico durante la stimolazione ripetitiva.

· il potenziamento a lungo termine: la stimolazione ripetitiva di alcune sinapsi cerebrali aumenta l’efficacia della trasmissione. Può persistere anche giorni o settimane. L’aumentata efficacia sinaptica sembra riguardare sia l’elemento presinaptico (rilascio di quantità maggiori di neurotrasmettitore) sia quello postsinaptico (aumentata risposta al neurotrasmettitore). I meccanismi alla base del potenziamento a lungo termine sono:

· l’entrata del Ca2+ mediante i recettori per il glutammato NMDA a livello postsinaptico e la consequenziale attivazione dell’enzima Ca2+Calmodulina chinasi II, attivante proteine essenziali per l’aumentata risposta al neurotrasmettitore;

· la diffusione dell’ossido d’azoto, NO, da parte della membrana presinaptica, che incrementa il rilascio di neurotrasmettitore da parte del terminale nervoso presinaptico.
Quando comunque si stimola ripetitivamente una sinapsi per un periodo prolungato, si arriva ad un punto in cui ogni ulteriore stimolo presinaptico provoca una risposta postsinaptica di minor ampiezza. Questa “fatica sinaptica” potrebbe verificarsi per una riduzione del contenuto quantico.  

Tutta una serie di molecole di baso peso molecolare e di peptici possono fungere da neurotrasmettitori, ma l’azione che essi esercitano sull’elemento postsinaptico non dipende dalla loro struttura chimica ma piuttosto dalle proprietà dei recettori che li riconoscono e con i quali essi si legano. I recettori postsinaptici regolano poi l’accesso ai canali ionici sia con meccanismi diretti (recettori ionotropici), che indirettamente catalizzando la formazione di una serie di secondi messaggeri (recettori metabotropici).  Questi ultimi sono infatti membri della prima fase del processo di traduzione del segnale che modifica la funzione di un canale ionico nella membrana postsinaptica. 

Consideriamo ora i recettori per i neurotrasmettitori inibitori; i recettori per il GABA e la glicina appartengono alla superfamiglia dei canali ionici regolati da ligando. In particolare il GABA ha due differenti recettori:
· GABAA: è un canale del Cl- regolato dal GABA e formato da 5 subunità

· GABAB: è un recettore metabotropico il cui legame con il GABA attiva una proteina eterotrimerica legante il GTP (proteina G) che induce l’attivazione dei canali potassici, con conseguente iperpolarizazione della cellula postsinaptica e inibizione dei canali del Ca2+
Come esempio di recettori per i neurotrasmettitori eccitatori (recettori EAA) consideriamo i recettori per il glutammato
· AMPA (acido a-amino-3-idrossi-5-metil-4-isoxazolepropionico): la sua attivazione provoca un EPSP dovuto all’aumentata conduttanza di Na+ e K+
· NMDA (N-metil-D-aspartato): la sua attivazione provoca un EPSP dovuto all’aumentata conduttanza di Na+ e K+ e del Ca2+. Il passaggio del Ca2+ è però ostruito dal Mg2+. L’aumento della conduttanza di Ca2+ avviene solo dopo che la depolarizzazione della cellula postsinaptica ad opera dell’attivazione dell’AMPA sia partita e abbia debellato l’ostruzione del Mg2+ per repulsione elettrostatica.  Si attiva dunque anche l’ingresso ai Ca2+ nella cellula provocando un ulteriore depolarizzazione. Pertanto il recettore NMDA è un recettore attivato non solo da glutammato ma anche dal voltaggio. L’entrata del Ca2+ comporta anche l’attivazione di una serie di enzimi e di chinasi di secondo messaggero calcio-dipendenti nella cellula.
Focalizziamo ora la nostra attenzione sui recettori metabotropici. Questi controllano indirettamente l’accesso ai canali infatti il riconoscimento del neurotrasmettitore e l’attivazione degli effettori viene effettuato da molecole diverse. Vi sono due principali classi di recettori metabotropici:
· recettori accoppiati a proteine-G: la molecola recettrice è accoppiata alla molecola effettrice da una proteia-G (recettori  adrenergici, recettori muscarinici per l’ACh, GABAB, recettori per la rodopsina). L’effettore è costituito da un enzima che produce un secondo messaggero che, a sua volta, innesca a cascata una serie di reazioni biochimiche che vanno ad attivare protein-chinasi specifiche in grado di fosforilare diverse proteine cellulari a livello di residui di serina o treonina, o mobilizza riserve intracellulari di Ca2+. Allo stato inattivo, le proteine-G sono legate ad una molecola di GDP.Quando un neurotrasmettitore si lega al recettore, si innesca una sequenza di reazioni chimiche. Il recettore interagisce dapprima con la proteina-G determinandovi un cambiamento di conformazione che provoca il distacco di GDP e la sua sostituzione con una molecola di GTP. La proteina G inattiva è un eterotrimero ; dopo l’attivazione e il legame con il GTP la subunità  si dissocia dalla coppia . La subunita  si lega quindi con un enzima effettore che è l’adenilato ciclasi nel sistema dell’AMPc, la fosfolipasi C nel sistema diacil-glicerolo-inositol-polifosfati e la fosfolipasi A2 nel sistema dell’acido arachidonico. 
· recettori tirosin-chinasi: la molecola recettrice nel segmento citoplasmatico è un enzima capace di autofosforilarsi o di fosforilare altre proteine a livello di residui di tirosina. Quando si accoppia ad un ligando (in particolar modo a neuopeptidi) il recettore, che originariamente era costituito da una coppia di monomeri, si associa a formare un dimero. Questa dimerizzazione attiva la chinasi intracellulare. Ciascuno dei due monomeri fosforica l’altro su un residuo di tiroxina. Questa autofosforilazione attiva ulteriormente la chinasi che si dimostra ora in grado di fosforilare altre proteine citoplasmatiche. Il segmento citoplasmatico di questi recettori ha la proprietà di associarsi ad altre chinasi attive sui canali ionici. I substrati delle tirosin-chinasi appartengono ad una particolare classe di proteine che, a quanto sembra, hanno la funzione specifica di indurre modificazioni a lungo termine delle funzioni neuronali.
Tra i secondi messaggeri meglio conosciuti vi sono:

· AMPc è prodotta dall’azione dell’enzima adenilato ciclasi. Questo enzima è una proteina integrale di membrana ed è controllato dal legame della subunità  di una proteina G attivata. Vi sono parecchi tipi di subunità  e le proteine G associate ai diversi tipi di subunità  svolgono azioni diverse: le subunità s sono attivanti, le i invece determinano in attivazione. Il tempo durante il quale viene sintetizzato AMPc è regolato dall’attività GTPasica intrinseca della subunitàdopo l’idrolisi del GTP la subunità  si riporta sulla coppia  ed è pronta per un nuovo ciclo di attivazione. L’AMPc prodotto andrà poi ad attivare protein-chinasi AMPc-dipendenti determinando la dissociazione delle loro subunità regolatrici dalle subunità catalitiche. La subunità catalitica potrà dunque trasferire il gruppo fosforico dell’ATP su gruppi idrossilici di specifici residui di treonina e di serina. Quando la concentrazione dell’AMPc tende a scemare, il secondo messaggero si dissocia dalle subunità regolatricilibere, che si combinano di nuoco con le subunità catalitiche, fermando la fosforilazione.
· Secondi messaggeri prodotti dall’idrolisi dei fosfolipidi delle membrane: l’azione della fosfolipasi C libera diversi polifosfati dell’inositolo e il diacilglicerolo, mentre la fosfolipasi A2, libera l’acido arachidonico. L’inositolo si lega a specifici canali del Ca2+ modulati dal ligando presenti nel reticolo endoplasmatico; i Ca2+ agiscono spesso dopo aver formato un complesso con una piccola molecola proteica, la calmodulina. Il legame con il complesso Ca2+-calmodulina determina una modificazione nella conformazine della molecola chinasica (proteina chinasi Ca2+-calmodulina dipendente o proteina chinasi C) che ne attiva la regione catalitica. Il diacilglicerolo, insieme al Ca2+ liberatosi, attiva una proteina chinasi C, che agisce su substrati proteici di notevole importanza. L’acido arachidonico è il precursore necessario alla sintesi cellulare di prostaglandine, prostacicline, trombossani e leucotrieni, che cono importanti classi di potenti regolatori. Le prostaglandine, le prostacicline e i trombossani sono sintetizzati nella via dipendente della ciclossigenasi, mentre i leucotrieni sono sintetizzati nella via dipendente della lipossigenasi. L’acido arachidonico e i suoi metabolici sono fortemente liposolubili e diffondono con facilità attraverso le membrane. Essi possono manifestare la propria attività sia all’interno della cellula da cui hanno avuto origine chi in cellule vicine, ivi comprese cellule presinaptiche. Questo tipo di azione transcellulare ha fatto supporre che queste sostanze possano agire  come messaggeri sinaptici retrogradi. 
· Sostanze gassose facilmente diffusibili: l’enzima ossido nitrico sintetasi libera ossido nitrico (NO) in risposta all’azione del glutammato sui recettori NMDA in presenza di Ca2+, mentre l’eme ossigenasi dà origine a monossido di carbonio (CO). L’NO è un ormone locale che viene liberato dalle cellule endoteliali e che determina il rilasciamento della muscolatura liscia delle pareti vasali. La loro facile diffusibilità li rende degli efficaci messaggeri transcellulari.
· GMPc: è prodotto dalla guanilil-ciclasi che, viene attivata per il tramite di recettori specifici da diversi neurotrasmettitori ed ormoni. I livelli intracellulari di GMPc aumentano dunque senza l’intermediazione di una proteina G o di qualunque altra proteina di traduzione del segnale. La presenza di elevate concentrazioni di questo secondo messaggero stimolano l’attività della proteina-chinasi GMPc-dipendente, nella quale, a differenza di quella AMPc-dipendente, i domini regolatrici e catalitici sono localizzati in un’unica catena polipeptidica. La proteina -chinasi GMPc-dipendente attivata determina quindi la fosforilazione delle proteine bersaglio intracellulari.
I secondi messaggeri che si vengono a formare determinano delle modificazioni a carico di proteine specifiche della cellula. Questi effetti vengono raggiunti o attraverso un legame diretto del secondo messaggero con una proteina bersaglio (o regolatrice) o mediante l’attivazione di una protein-chinasi che fosforila la proteina bersaglio. Poiché una sola protein-chinasi è in grado di fosforilare molte e diverse proteine bersaglio, alterando in tal modo e in maniera sostanziale la loro attività, questi enzimi determinano spesso un’amplificazione dei segnali ed una distribuzione regionale.

In molti neuroni, la fosforilazione di una proteina può determinare la chiusura o l’apertura di canali ionici e regolare quindi l’efficacia con cui le cellule inviano i propri messaggi. 

Alcuni canali K+ sono sotto il controllo di secondi messaggeri attivati per via sinaptica. È il caso del recettore muscarinico dell’ACh che si trova nei gangli spinali. Al contrario dei recettori nicotinici del muscolo scheletrico che regolano direttamente l’accesso di un canale ionico. I recettori muscarinici attivano un sistema di secondo messaggero che chiude un canale K+ voltaggio-dipendente, detto vanale di tipo M. La chiusura di questi canali esercita un’azione depolarizzante sui neuroni e ne aumenta l’eccitabilità, contrastandone la tendenza ad accomodarsi progressivamente elevando il livello di soglia nel corso di scariche ripetitive.
I secondi messaggeri e le proteine-G possono anche agire direttamente sui canali ionici senza l’intervento di una fosforilazione o defosforilazione. I canali ionici selettivi per i cationi dei fotorecettori e delle cellule bipolari depolarizzanti della retina sono ad esempio aperti per azione diretta del GMPc. Si è visto anche che proteine G si spostano direttamente all’interno della membrana e interagiscono con un canale ionico, determinandone l’apertura o la chiusura. In alcuni di questi canali è la subunità  che attiva direttamente il canale, in altri tipi è invece la subunità  la responsabile dell’attività modulatoria.

L'esposizione prolungata di una cellula a un particolare agonista spesso determina in quella cellula una minore responsività a quell'agonista. Questo fenomeno si verifica in due modi: mediante down-regulatìon, che si riferisce a una riduzione del numero dei recettori, e mediante desen​sibilizzazione, che significa una ridotta risposta all'agonista. Il primo processo si verifica mediante endocitosi di recettori e la loro successiva degradazione nei lisosomi.  I recettori accoppiati alla proteina G possono essere fosforilati quan​do l'AMPc nel citosol è elevato. La fosforilazione di un recettore desensibilizza un recettore; vale a dire, la fosforilazione riduce la capacità del recettore di influenzare la sua proteina effettrice. La fosforilazione di un recettore -adrenergico da parte di una specifica proteina chinasi consente al recettore di as​sociarsi con una proteina regolatrice, chiamata -arrestina. Il legame della -arrestina desensibilizza il -recettore e promuove la sua internalizzazione.






