2. 1. Biologia moleculara a excitabilitatii celulare

Excitabilitatea este capacitatea (conditia) unui sistem viu de a capta semnale sau mesaje, ca
forma de actualizare a informatiei, necesare organizirii lui intru existentd (Zagrean L. 2002). Din
aceastd tentativa de definitie reiese cd excitabilitatea este o conditie sine qua non a existentei oricarui
sistem viu, de la cel unicelular pana la cel mai complex sistem pluricelular. Dealtfel, capacitatea de a
capta si prelucra sau decodifica semnalul purtitor de informatie si de a raspunde printr-o reactie
biologica corespunzatoare, se manifestd de la cele mai simple forme de organizare a materiei vii §i se
continud, trecind prin structuri din ce 1n ce mai specializate, pana la capacitatea de a controla si modela
reactia de raspuns in raport cu parametrii determinanti §i proiectati in viitor, deci cu finalitate
programata (fig.2.1).

Relatia indestructibild dintre excitabilitate si existenta sistemului viu este sustinutd de suportul

Excitabilitate

Transport ionic
membranar

Identitate

Adaptabilitate

Fig. 2. 1. Interrelatiile dintre transportul ionic membranar si principalele
dimensiuni ale existentei sistemelor biologice.

Acest suport este reprezentat, in general, de dinamica repartitiei ionilor la nivelul membranelor
celulare. La radul ei, dinamica repartitiei ionilor rezultd din interactiunea legilor termodinamicii,
masei, si cAmpului electromagnetic cu sistemul de transport ionic membranar (STIM)Fig.2.9.

in ciuda caracterului relativ restrictiv atat al legilor fizice, cat si al functiei STIM, repartitia
ionilor de o parte si de alta a membranei celulare - interfata functionald dintre semnal si celula
excitabila - reprezintd un sistem departe de echilibru. Ca urmare, excitabilitatea, la nivel celular, si,
mai ales, la nivel de sistem megacelular, cum este creierul uman, reprezintd o dimensiune a carei
limite, sunt dificil de cuantificat. Cu toate acestea, cuantificarea limitelor/parametrilor excitabilitatii
sistemului nervos si muscular este o necesitate fundamentald atat din perspectiva clinica cat i a
cunoasterii celui mai complex sistem de prelucrare si, posibil, de generare a informatiei.

Raspunsul oricérei structuri vii la actiunea unnui semnal este rezultatul interactiunii specifice
dintre semnal, ca suport al informatiei si o structura capabild sa decodifice si sa-i preia mesajul
informational. Ca urmare a interactiunii, semnalul devine stimul iar structura ce preia informatia se
defineste ca receptor, stabilindu-se, astefel, relatia de conditionare reciproca functionald intre cele
doua sisteme.
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Deoarece este dificil de a stabili de la ce nivel de organizare a materiei aceste tipuri de interacti-
une pot fi cuantificate printr-un raspuns reproductibil, obiectivul acestui capitol este prezentarea meca-
nismelor moleculare ce stau la baza excitabilititii celulelor nervoase si musculare, precum si
extrapolarea lor, prin cuantificare/standardizare, in vederea utilizérii parametrilor rezultati in scop
diagnostic si/sau terapeutic. Prezentarea mecanismelor si parametrilor excitabilitatii va fi in raport cu
relatia functionala ce se stabileste intre elementele implicate in definirea excitabilitatii (fig. 2.2).

CELUHA
SISTEM

STIMUL

RECEPTOR

RASPUNS

Fig. 2.2. Interrelatia dintre elementele ce definesc excitabilitatea

Principiul fundamental al raspunsului unei celule la actiunea stimulului consta in modificarea
rapida a echilibrului dinamic initial al repartitiei ionilor de o parte si de alta a membranei celulare.
Modificarea repartitiei ionice, realizatd prin intermediul STIM, este insotitd de o modificare brusca a
potentialului electric membranar, modificare ce constituie formarea potentialului de actiune.

Integrarea functionald a ecuatiei stimul-raspuns din perspectiva temporala este de multe ori la
fel de importanti ca si excitabilitatea insdsi. In acest sens transportul ionic transmembranar,
corespunzator tuturor proceselor implicate in excitarea sau activarea unei celule, se realizeaza prin
mecanism pasiv, fard a necesita reactii chimice producitoare de energie necesard deplasarii unui
numir de ioni echivalent cu o variatie de potential membranar de cca 500 V. In realitate, transportul
ionic raspunzitor de excitarea celulara necesita un consum mare de energie, dar aceastd energie se
obtine prin transformarea energiei potentiale acumulatd in gradientul electrochimic transmembranar
ionic n energie cineticd. Energia potentiala a gradientului electrochimic ionic se obtine din procesele
metabolice celulare si se acumuleaza prin transportul ionic activ, contra gradientului de concentratie,
in special a Na" din compartimentul intracelular in cel extracelular, si a K" in sens opus. Astfel, pentru
transportul ionic activ se consuma, in timpul repausului, cca. 50% din energia produsd de celula
nervoasi. In acest fel ,,se castigi timp”, in obtinerea raspunsului, cu alte cuvinte, transportul ionic
corespunzator excitdrii celulare se realizeaza mult mai rapid in conditiile eliberarii energiei potentiale
a gradientului electrochimic.

Primul element al ecuatiei stimul — raspuns din fig. 2.2 este stimulul. Natura stimulilor ce
actioneaza in, si asupra organismului este foarte variatd. Tinind seama de natura stimulului si de
principiu ca excitarea / activarea unei celule respecta principiul cauza-efect, in sensul ca orice raspuns,
implicit, potentialul de actiune, este efectul unei cauze (stimul), se pot descrie trei mecanisme de
excitare/activare a celulelor:

1. Excitarea de catre un stimul fizic (electromagnetic-luminos, acustic, termic, modificarea brusca a
dimensiunilor unei celule) a receptorului specific sau excitarea artificiala a celulei nervoase de un
stimul electric sau magnetic;
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2. Excitarea de catre un stimul chimic din mediul extern a receptorului specific (gust, olfactiv), sau
excitarea de catre neuromediator a unei celule nervoase;

3. Excitarea prin mecanisme celulare intrinseci — aufoexcitare. Acest mecanism de excitare asigura
desfasurarea unor functii vitale (respiratia, activitatea cardiaca s.a) iar, in ultimul timp, sunt tot mai
multe argumente care sustin implicarea lui in activitatea corticala.

Toate aceste mecanisme de excitare au un factor comun- pofentialul de actiune in diferite
ipostaze care, fiind, relativ, usor cuantificabil/masurabil, reprezintd, in general, principalul ,,obiect de
lucru” pentru neuroelectrofiziologia clinicd. Astfel, tehnicile neuroelectrofiziologice fie, utilizeaza un
curent electric standardizat, in raport cu obiectivul urmarit, ca stimul pentru a masura, apoi raspunsul
electric al celulei/celulelor, din perspectiva mai multor parametri (de timp, amlitudine), fie, urmaresc
generarea naturald si conducerea potentialelor in sistemul nervos, sau, in fine, raspnsul efector
(contractia musculard). Principiul si metodologia principalelor tehnici de investigare medicald vor fi
prezentate in capitolele acestei carti.

Pentru o buna utilizare a tehnicilor neuroelectrofiziologice si o interpretare cat mai justd a
rezultatelor obtinute vor fi prezentate, in continuare, mecanismele interactiunii dintre stimul si celula a
carei consecinta este generarea potentialului de actiune. Capacitatea celulei de a raspunde la un stimul
specific depinde de polaritatea membranard din momentul actiunii. Pentru o bund intelegere a
fenomenului de polaritate membranara sunt necesare cateva precizari.

Termenul de polaritate electricdi membranard nu se referd la o diferentd de repartitie a
numarului total de anioni sau cationi intre compartimentul extra- si intracelular, deoarece numarul
total al sarcinilor anionice este considerat egal cu cel al sarcinilor cationice, atat in fiecare din cele
doua sectoare, intra- si extracelular, cat si intre ele (fig. 2.3).
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Fig. 2.3. Repartitia ionilor in sectorul intra- si extracelular. Numarul sarcinilor cationice si
anionice este egal pentru fiecare compartiment si intre cele doua compartimente. In apropierea
fatei extracelulare sunt dispusi cationi iar a celei intracelulare, anioni,

Polaritatea electrica de repaus a membranei rezultd, pe de o parte, din repartitia mai bogata a
sarcinilor pozitive in apropiere fetei externe si a celor negative in apropierea fetei citoplasmatice, iar,

68

Selectie din NEUROELECTROFIZIOLOGIE CLINICA. Editor: Leon Zagrean, 2005



pe de alta parte, din repartitia inegala, de o parte si de alta a membranei celulare, a fieccaruia dintre
principalii ioni implicati in polaritatea membranei celulare (Na", K, Ca™, CI')

Dispunerea preponderentd a cationilor si anionilor pe cele doud fete ale membranei celulare
reprezintd doar o fractiune micd din cantitatea acestora si se datoreazd prezentei in concentratie mai
mare a unor molecule Incarcate negativ (aminoacizi, proteine) in sectorul intracelular, molecule ce nu
pot difuza prin membrana celulara.

Repartitia inegala a principalelor tipuri de ioni de o parte si de alta a membranei celulare
-polaritatea membranara- reprezintd conditia principald a excitabilitatii celulare si este rezultatul
activitatii componentelor STIM: canale, pompe si transportori.

2.1.1. Sistemul de transport ionic membranar (STIM).

STIM este constituit din structuri proteice transmembranare a caror functie principald este
transportul ionilor prin membranare celulare(Fig.2.9). Aceasta functie a STIM completeaza functia
membranei celulare de a asigura identitatea celulard din punct de vedere a compozitiei chimice
citoplasmatice in in raport cu mediul extracelular si , in acelasi timp de a permite schimbul informa-
tional cu mediul extracelular. Urmare functiei de transport a STIM se indeplinesc atdt conditia de
mentinere a identitdtii celulare - nici o specie ionicd nu se afla in aceeasi concentratie, de o parte si
alta a membranei celulare - cét si cea de schimb informational, via excitabilitate, transport ionic
transmembranar controlat. Moleculele proteice ce constituie STIM reprezintd o proportie importanta
din totalitatea proteinelor membranare, controlul sintezei lor necesitind pana la 20 % din genele unei
celule, desi majoritatea acestor proteine au o lunga existentd filogenetica. Un exemplu in acest sens,
calmodulina, o proteini reglatoare a transportului celular de Ca™", se pare a fi aparut odati cu celulele
eucariote, pastrindu-se in regnul vegetal si animal. STIM

Diversificarea si cresterea numarului de structuri cu functie de transport ionic constituie aspectul
cel mai important al specializarii celulelor nervoase si musculare ca celule excitabile. Mai mult, pentru
asigurarea parametrilor functionali ai excitabilitatii neuronale, celulele gliale intervin printr-un STIM
mai putin complex, comparativ cu cel neuronal, Tn mentinerea compozitiei electrolitice a lichidului
interstitial in limite care sd favorizeze transportul ionic in neuronii Invecinati.

in raport cu mecanismul de transport ionic structurile proteice ce constituie STIM sunt denumite
canale, pompe si transportori.

2.1.1.1. Canalele ionice

Din punct de vedere chimic, canalele ionice sunt formate din glicoproteine cu masa moleculara
cuprinsa intre 25 si 250 kDa. Acestea sunt organizate in doud sau mai multe subunitdti identice sau
diferite ce delimiteaza un canal central al carui lungime este egald cu grosimea membranei celulare
(Fig. 2.7,2.8).

Desi au fost intuite din punct de vedere al functiei lor, inca de la sfarsitul sec XIX, studiul lor a
inceput odata cu dezvoltarea tehnicii de patch-clamp de catre Erwin Neher si Bert Sakmann din anul
1976. Tehnica de patch-clamp consta in fixarea, prin suctiune, pe varful unei micropipete din sticla, cu
diametrul de 1p, a unei suprafete corespunzitoare din membrana unei celule. Prin inregistrarea
curentilor de membrana cu ajutorul unui microelectrod plasat in interiorul pipetei, se poate selecta o
zona din membrand continand un singur canal ionic(Fig.2.4).

In ultimul deceniu, abordarea din perspectiva genetica a cercetirii canalelor ionice a deschis un
nou domeniu al patologiei — canalopatii. Patologia legatd de alterarea functiilor celulelor nervoase si
musculare ca urmare a alterarii controlului genetic al sintezei proteinelor din structura STIM este
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deosebit de complexa si are un impact deosebit tinind seama de implicarea transportului ionic in
desfasurarea diverselor functii ale sistemului nervos si muscular. Pentru o clasificare a canalopatiilor
neurologice vezi Graves D.T.2005, iar pentru implicarea canalelor ionice in diferite forme ale
sindromului de epilepsie idiopatica vezi Mulley C.J. 2003.

Numarul tipurilor de canale ionice

cunoscute pand in prezent este peste 100, dar @ J_
tindnd seama de faptul cd prima descriere a ' 7 —

structurii  secundare a unei proteine ce Micropipet&
formeazd un canal a fost realizatd relativ de sticla ~\}//
recent, (Huang, 1982), este de asteptat o Canal receptor

p . p . de acetilcolina
crestere semnificativa a acestei valori.

Mecanismul de functionare al acestui
sistem de transport reprezintd unul din
criteriile de clasificare a canalelor ionice si va Celula musculara
fi prezentat pentru fiecare din tipurile mai bine

cunoscute, dar prezentarea catorva principii Fig. 2.4 Fixarea micropipetei pe membrana celulari cu
generale de functionare, este utild in vederea izolarea unui canal ionic controlat de acetilcolind, pentru

formarii unei imagini de ansamblu asupra anegistrea curentilor prin metoda patch — clamp. (Modificat
upa Kandel.E. 2000
transportului ionic prin canalele membranare.

In celula nervoasi si musculard canalele ionice permit un flux de cca. 100 000 000 ioni,
calculat pentru fiecare secunda de excitare/canal. Aceasta deplasare rapida a ionilor este pasiva numai
aparent pentru cd, in realitate, ea este determinatd de o forta ce rezultd din gradientul electrochimic,
pentru care s-a consumat energie in timpul cat celula era in stare de repaus.

Dacé analizdm si mai atent acest proces constatdm cd la mentinerea concentratiei ionice a
lichidului interstitial dintr-o anumita zona participa toate celulele din zona respectiva iar probabilitatea
ca toate aceste celule sa fie excitate simultan este foarte mica. Ca urmare, desi fiecare excitare celulara
necesitd un influx mare de ioni de sodiu si este conditionatd de un eflux de K', iar capacitatea de
transport a pompelor Na" — K, deci de restabilire a concentratiilor, raportati la unitatea de timp este
de aproximativ 1000 de ori mai redusd decat cea a canalelor ionice, este putin probabil ca prin
excitarea repetati, fiziologic, a unei celule si se produci o scidere a concentratiei extracelulare a Na"
sau o scidere a concentratiei intracelulare a K', pani la limita perturbirii excitabilititii.

Un alt principiu de functionare a canalelor ionice este capacitatea lor de a selecta, Intr-un grad
mai mare sau mai redus transportul ionic. Majoritatea canalelor permit trecerea unui singur element
ionic, dar exista §i canale ionice permeabile pentru mai multe tipuri de ioni.

Primul sau cel mai general grad de selectie este cel in raport de tipul de sarcind, pozitiva sau
negativi. Astfel existd canale selective cationice, permisive pentru ionii din lichidul extracelular: Na",
Ca®" si Mg®" dar cu o distributie si functie mai putin cunoscuti. Toate canalele anionice sunt
permeabile la CI'.

Dacéa mecanismul de selectie a cationilor §i anionilor este relativ simplu fiind dependent de
sarcina electricd a aminoacizilor din structura canalelor, mecanismul selectarii unui singur tip de ion
din categoria cationilor, este mai putin cunoscut. Unul din criteriile implicate in procesul de selectare
ionica este diametrul canalului si al ionului. Referitor la acest criteriu sunt necesare citeva precizari. In
primul rand, diametrul ionilor aflati in lichidele organismului este mai mare decét cel al atomului fizic
deoarece moleculele de apa sunt atrase electrostatic de catre cationi, prin intermediul atomului de
oxigen, si de catre anioni prin intermediul hidrogenului, formand un strat mai gros de molecule de apa,
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pentru ionii cu diametrul mai mic. Astfel diametrul ionilor de sodiu poate deveni mai mare decat cel al
ionilor de potasiu. In al doilea rand, conform rezultatelor cercetirilor realizate de citre George
Eisenman si Bertil Hille, canalele ionice prezintd o zond mai ingustd ce actioneazi ca un filtru de
selectare a ionilor.

Procesul de selectare la acest nivel nu se face numai in functie de diametrul initial al ionilor
hidratati deoarece acestia pierd o parte din moleculele de apa datoritd unor interactiuni chimice ce se
realizeaza intre ei si aminoacizii din peretele canalului.

Pierderea moleculelor de apa este proportionald cu interactiunea electrostatica dintre ioni si
aminoacizii din structura canalului. Daca aceasta forta electrostaticd este mai micd decét cea dintre
ioni §i moleculele de apa acestia nu vor putea strabate filtrul iar, daca este mai mare, legatura chimica
formatd va avea o duratd mai mica de lps. Dupd acest “timp de recunoastere” ionul este eliberat,
putand astfel, sa-si recapteze moleculele de apa.

in general, sensul de deplasare a ionilor este unic, in acest caz, canalele comportandu-se ca un
rezistor in care fluxul de curent (ioni) variaza liniar cu gradientul electrochimic. Existd un numar mai
mic de tipuri de canale prin care fluxul nu variaza liniar cu forta gradientului electrochimic, compor-
tandu-se ca un rectificator sau redresor. Aceste canale intervin in restabilirea potentialului de mem-
brana.

Dacia deplasarea ionilor prin canalele membranare este, in primul rand, asiguratd de catre forta
generatd de gradientul electrochimic, deschiderea si inchiderea canalelor este un proces complex
controlat de mai multi factori.

Trecerea dintr-o stare in alta a canalelor se realizeazd prin modificari conformationale ale
proteinelor ce le compun, induse de factorul de control al deschiderii sau Inchiderii canalului respectiv.

Studii genice si electrofiziologice au stabilit cd, in ciuda diversitatii mari a tipurilor de canale, se
cunosc doar trei familii principale de gene ce controleaza sinteza proteinelor din structura lor, si, mai
mult toate canalele apartinind unei familii genice au acelasi mecanism functional de control.

Una dintre aceste familii este raspunzatoare de formarea canalelor ionice controlate de valoarea
potentialului electric al membranei neuronale. Acest tip de canale denumite canale controlate de voltaj
sau canale voltaj-dependente include pe cele selective pentru Ca®", Na, si K.

Canalele ionice controlate de catre transmitdtori sunt codificate de o altd familie de gene si
cuprind canalele ce prezinta receptori pentru acetilcolind(Ach), acid y-aminobutiric (GABA), glicina etc.

A treia familie de gene controleaza sinteza proteinelor ce formeaza canalele ionice din structura
sinapselor electrice.

in general, dupa modul lor de functionare canalele sunt de doud categorii principale:

» canale fara poartd (nongated ion channels) care sunt deschise permanent, deci permit
transportul ionic in functie doar de gradientul electrochimic;

* canale cu poarta (gated ion channnels) a caror deschidere si inchidere este controlata prin mai
multe mecanisme.

Canalele ionice fiara poarta

Cunoscute si sub numele de canale de scurgere (din engl. leakage channels), permit deplasarea
pasiva a ionilor de K, Na*, CI'si Ca®" in timpul cit membrana plasmatica prezinti potential de repaus.
Identitatea canalelor de acest tip nu este pe deplin elucidatd dar permeabilitatea lor este mult mai mica
in comparatie cu a celor controlate de voltaj sau de neurotransmitator. Dealtfel, intre transportul ionic
prin aceste canale si cel realizat prin intermediul pompelor exista o interdependenta al carui rezultat este
stabilirea unei stari de echilibru intre cele doua sisteme de transport.
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Canalele fara poartd pentru sodiu permit influxul pasiv al acestui cation in timpul repausului
fiind in echilibru cu efluxul lui realizat de citre pompa Na - K.

O importanta deosebitd au canalele fird poarti, in special, cele de Na" pentru celulele nervoase
ce prezintd capacitatea de a genera spontan, potentiale de actiune,

Canalele firid poartd pentru clor au o repartitie celulard aseminitoare celor pentru Na', dar rata
lor de transport este, probabil, mult mai mica datorita concentratiei mari a anionilor intracelulari.

Din cele prezentate, rezulta ca transportul ionic prin aceste canale ionice se realizeaza conform
gradientului electrochimic dar fara a se ajunge niciodata la egalizarea concentratiilor dintre cele doua
sectoare separate de membrana celulard. Explicatia constd in faptul cd desi canalele fard poartd nu
prezinta un sistem propriu de control, fluxul ionic prin intermediul lor este modulat, pe de o parte, de
capacitatea mai micd de transport fatd de canalele controlate iar, pe de altd parte, concentratia
intracelulara mare a anionilor organici fixeaza electrostatic K. In acest fel, in ciuda gradientului de
concentratie si a unui numir mare de canale fird poartd, efluxul de K*, semnificativ din punct de
vedere cantitativ, nu poate avea loc decat in urma unui influx corespunzitor de sarcini pozitive.
Aceastd conditie se realizeaza in timpul depolarizarii, cand, pentru majoritatea celulelor influxul de
sarcini pozitive este produs de Na’. Dar in aceste conditii efluxul de K™ va avea loc prin canalele
controlate, a caror ratd de transport este mult mai mare decét a celor fara poarta.

O alta functie importanta a canalelor de acest tip, dar, in general, mai putin prezentata, este
mentinerea homeostaziei presiunii osmotice si, implicit, a volumului §i formei celulare. Aceasta
functie este indeplinita prin faptul ca pe langd permeabilitatea fatd de ioni, canalele permit difuzia
moleculelor de apa.

Canale ionice cu poarta

Daca potentialul de repaus este echilibrul dintre transportul prin intermediul canalelor fara
poartd si a pompelor ionice, potentialul de actiune este rezultatul transportului ionic controlat prin
intermediul canalelor cu poarta.

Dupa mecanismul de control al transportului ionic canalele cu poarta pot fi:

1. canale voltaj-dependente - controlate de potentialul electric de membrana;
2. canale controlate de liganti;

3. canale controlate de stimuli mecanici;

4. canale controlate de concentratia altui ion decat al celui care este transportat.

In general, un canal este controlat de un singur factor dar exista canale prin care transportul este
dependent de doi factori dintre care unul este principal; ex. canalele de K" dependente de concentratia
Ca®" si de potentialul de membran.

Dintre cele patru tipuri prezentate canalele voltaj dependente si canalele mediate de
transmitatori sunt cele mai raspandite si studiate. Intre aceste doua tipuri de canale existi o
relatie de interdependenta functionald, ordinea intrdrii in activitate fiind diferitd in functie de
segmentul celular; Tn segmentul presinaptic activarea canalelor voltaj — dependente determina
eliberarea sinaptica a neurotransmitatorului care ajuns la segmentul postsinaptic induce prin
intermediul canalelor controlate chimic, modificari ale potentialului de membrana care vor
activa canalele voltaj-dependente care, la randul lor, vor produce fie un potential postsinaptic
excitator (PPSE) fie un potential postsinaptic inhibitor (PPSI).

1. Canalele voltaj — dependente sunt canalele ionice a caror poarta este controlata de
valoarea potentialului de membrana si reprezintd cel mai important tip de canale implicat in
generarea $i transmiterea potentialului de actiune. Canalele din aceasta categorie se deschid

72

Selectie din NEUROELECTROFIZIOLOGIE CLINICA. Editor: Leon Zagrean, 2005



atunci cand potentialul de membrana atinge valoarea proprie fiecdrui tip de canal. Dupa o
perioada scurtd de timp, specificd fiecarui tip de canal, in care rdamane deschis permitand
deplasarea ionilor, conform gradientului de concentratie, canalul se inchide. In aceasta
categorie sunt descrise canale pentru Na*, K", Ca®" si CI".

Canalele de sodiu controlate de voltaj sunt formate dintr-un lant polipeptidic continand cca. 2000
de aminoacizi, organizat in 4 domenii identice, care, la randul lor contin, fiecare, 6 segmente
transmembranare. Aceastd structurd reprezintd subunitatea a si este comuna tuturor tipurilor de canale
de sodiu voltaj-dependente. Unul dintre segmente, din fiecare unitate, contine un numéir mare de
resturi de aminoacizi de arginina si lizina — cei mai electropozitivi aminoacizi — §i indeplineste functia
de senzor de voltaj.

Pe langa subunitatea a canalele de sodiu voltaj-dependente mai contin incd una sau doua
subunitati B, In functie de specie si tesut, anexate la subunitatea o. Aceste subunititi controleaza
stabilitatea gi sensibilitatea subunitatii o (C.Hammond. 2001).

Variatia potentialului de membrand induce modificari de conformatie spatiald a proteinelor din
senzor si poartd determinind deschiderea sau activarea a canalului.(Fig. 2.5).

Cercetarea mecanismului deschiderii §i Inchiderii canalelor voltaj dependente inceputd cu o
jumatate de secol in urma de catre Hodgkin si Huxley, continud sa prezinte inca necunoscute. Din
cercetdrile, realizate de catre cei doi pioneri ai neuroelectrofiziologiei, rezultd ca transportul prin
canalele ionice voltaj-dependente implicd modificari conformationale reversibile a proteinelor din
structura lor, induse de variatia potentialului de membrana. Dealtfel Hodgkin si Huxley au prevazut
sistemul de poarta ca fiind o moleculd cu sarcina electricd pozitiva (gating charge) care, atunci cand

Extracelular

il

Bistrat lipidic

Fig. 2.5. Diagrama imaginara a unitatilor functionale ale unui canal si locurile de legare propuse pentru mai
multe toxine care afecteaza canalele de Na. Receptori: TTX- tetrodotoxini si saxitonind; ScTx- toxina
scorpionica si anemonicd; BTX, batrachotoxina, aconitina, veratridina si grayanotoxina; LA, loc de actiune
a anestezicelor locale; sarcinile electronegative de la capatul extracelular al porului constituie filtru de
selectivitate al canalului ionic. ( modificat dupa SIEGEL, G., J. et al.).

membrana este depolarizata s-ar putea deplasa realizdnd deschiderea canalului. Conform ipotezei lor,
aceastd deplasare ar trebui si fie insotitd de un curent de poarta (gating current). Din motive tehnice
acest curent nu a putut fi masurat decat aproape trei decenii mai tarziu de catre Clay Armstrong care,
a sugerat un model de functionare a canalelor voltaj-dependente conform caruia miscarea ionilor prin
canal, care este blocata 1n timpul potentialului de repaus, apare cdind membrana celulara este depo-
larizatd pana la o valoare denumita potential prag.

Odata atinsa valoarea potentialului prag, poarta se dechide si influxul de sodiu continud pana
cand este activata componenta de inactivare a canalului, care va opri fluxul ionic.
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Distributia canalelor de Na" voltaj-dependente a fost cercetatd prin marcarea unor substante care
se leaga specific de structura proteica a canalului. Deoarece substantele cu aceasta proprietate, produc
blocarea canalelor ionice si, implicit pierderea functiei de excitabilitate, sunt denumite neurotoxine
(tetrodoxina (TTX), batrachotoxina).

Din studii electrofiziologice efectuate in paralel cu curba de legare a TTX rezulta ca viteza de
conducere a impulsului prin axoni creste proportional cu densitatea canalelor; axonii nemielinizati
prezintd un numar relativ mic de canale din aceasta categorie, densitatea fiind cuprinsa, in functie de
celuld, intre 35 si 500 de canale/um’. In cazul densitatii de 500 de canale/um” suprafata din membrana
celulard ocupata de catre acestea nu depaseste 1/10 din suprafata totala celulara.

Variatia de potential inregistrati prin patch-clamp in timpul influxului prin canalele de Na"
voltaj-dependente corespunde ratei de transport ionic calculati la o valoare mai mare de 107 ioni/sec.

Cunoasterea mecanismului de actiune a substantelor care interactioneazi cu canalele de Na"
voltaj-dependente este necesara pentru trecerea de la aspectele teoretice la utilizarea blocantilor
acestor canale in scop terapeutic. Blocarea canalelor de Na' voltaj-dependente se poate realiza fie prin
blocarea componentei de activare fie prin intarzierea sau blocarea componentei de inactivare.
Tetrodotoxina si Saxitoxina sunt molecule hidrosolubile si competitioneaza pentru acelasi situs
extracelular producénd blocarea componentei de activare.

Sensibilitatea canalelor fatd de TTX variaza in limite destul de mari; 1n timp ce majoritatea sunt
blocate la concentratii nanomolare, canalele din miocard si din muschiul scheletic denervat necesita
concentratii de ordinul micromolar. Veninul scorpionului nord-african intarzie procesul de inactivare a
canalului crescand astfel volumul si durata influxului ionic. Ca rezultat apar furnicaturi, senzatie de
arsuri dureroase, aritmii cardiace §i chiar paralizii excitatorii. Batrachotoxina si unele substante
neurotoxice, extrase din plante, cum sunt veratridina si aconitidina, fiind liposolubile se leagd de un
situs intramembranar al structurii proteice ce constituie canalul. Efectul acestei categorii de
neurotoxice este intarzierea procesului de inactivare.

Anestezicele locale, procaina si lidocaina fac parte din grupa blocantilor canalelor de Na’
voltaj-dependente si sunt folosite in practica medicald pentru blocarea reversibild a conducerii
potentialului de actiune in fibrele nervoase senzitive §i motorii.

Canalele de Ca”" voltaj-dependente au fost descrise pentru prima dati de citre Fatt, P. si
Ginsborg, B. L. in 1958, in fibra musculard de crab. Cercetari ulterioare, au demonstrat prezenta
acestor canale in toate celulele excitabile (Hagiwara, 1983). Pentru multe tipuri de celule canalele de
Ca’" reprezintd principala componentd a generdrii potentialului de actiune, cum este in cazul fibrei
musculare la organismele nevertebrate, a fibrei muschiului neted si a majoritatii celulelor glandulare,
la vertebrate.

Ca”" de la nivelul sarcolemei si a reticulului sarcoplasmic din aceste celule.

Distributia canalelor de Ca®* voltaj-dependente la nivelul celulelor nervoase este mult mai
redusi, in comparatie cu canale de Na'; in medie, densitatea canalelor de calciu nu depiseste valoarea
de 100/um? fiind de aproape cinci ori mai mica decét cea a canalelor de sodiu. In aceiasi termeni de
comparatie, o deosebire si mai mare este intre fluxul ionic per canal — 180000 de ioni de Ca*"/ sec. —
desi gradientul lui de concentratie este cu trei ordine de marime mai mare decat al sodiului. Din
parametrii prezentati se poate deduce ca variatia curentilor generati de influxul de Ca®" este mai lenti
decat in cazul influxului de Na". Dealtfel, canalele de Ca*" voltaj-dependente sunt mai putin implicate
in transmiterea axonicd, la distante mari, a potentialului de actiune. Functia lor este mai importantd in

74

Selectie din NEUROELECTROFIZIOLOGIE CLINICA. Editor: Leon Zagrean, 2005



determinarea modelului de generare a potentialului de actiune in dendrite si corpul celular, prin
controlul sintezei si, mai ales, al eliberarii neurotrasmitatorului la nivelul segmentului presinaptic

Dupa criterii electrofiziologice si farmacologice canalele de Ca®" voltaj-dependente sunt
clasificate in doud tipuri distincte (Shepherd, 1994) :

« Canalele de Ca® de tip T se caracterizeaza prin activarea lor produsi de citre o depolarizare
de valoare redusd (—65 mV). Activarea simultand a mai multor canale dintr-o celuld determina o
variatie de potential de scurtd duratd sau tranzitorie, de unde deriva si numele. Canalele din acest tip
sunt mai bine reprezentate in membrana plasmatica a dendritelor si a corpului neuronal. La acest nivel,
prin activarea simultand a mai multor canale determinatd de prezenta unui numar mare de sinapse, se
genereaza un potential de actiune care este rezultatul functiei de integrare spatio-temporala indeplinita
de celula nervoasd. Functia de integrare prin intermediul acestui tip de canale ionice este de o
importanta deosebitd datoritd capacitatii acestora de a integra multitudinea de semnalele sinaptice de
intensitate atat de mica incat pentru alte tipuri de canale voltaj-dependente este de valoare subliminara.

Prin aceste particularitati de excitabilitate canalele de tip T determind descarcarile rapide
ritmice, in special, de la nivelul S.N.C. Prezenta semnificativa a tipului T de canale voltaj-dependente
in miocard a favorizat cercetarea lor electrofiziologica la nivelul acestor celule, datorita facilitatilor
tehnice de laborator.

« Canale de Ca”" de tip L , identificate in neuron de citre Richard Tsien si colab. (Nowycky,
1985), se caracterizeaza prin faptul cd activarea lor este determinatd de un prag mai inalt de
depolarizare (20 mV) iar variatia curentului indus de influxul de Ca’ este de durati mai lunga,
comparativ cu tipul T, de unde rezultd si denumirea de canale cu activitate de lungad duratd (long
lasting channel). Aceste canale determind, in special, in terminatiile dendritice, potentiale de Ca**
implicate In transmiterea sinaptica.

Canalele de potasiu voltaj-dependente reprezinta, de departe, cea mai mare diversitate de canale
ionice controlate de valoarea potentialului de membrana. Desi acest tip de canale nu intervine, in mod
direct, pentru realizarea functiei mesagerului chimic pentru celule, participarea lui la desfasurarea
activitatii celulei nervoase este indispensabila. Semnificatia functionald deosebitd a canalelor de
potasiu rezulta din faptul ca ionii de potasiu sunt responsabili de controlul celui mai important factor al
excitabilitatii celulelor, si mai ales al celulelor nervoase — potentialul membranar de repaus. Astfel,
ionii de K" controleazi majoritatea proceselor ionice membranare, responsabile de activitatea electric
a celulei nervoase:

= mentinerea potentialului membranar de repaus;

= scaderea excitabilitatii celulare prin hiperpolarizarea membranei;

= controlul duratei potentialului de actiune prin rapiditatea realizarii repolarizarii;
= controlul influxului de Ca*" etc.

Canalele de K" prezinti in structura lor una din cele patru unititi ce alcituiesc canalele de Na' si
Ca®" (vezi fig. 2.6).

Tinand seama numai de functiile enumerate ale ionilor de K" si de faptul cd fiecare dintre ele
este realizatd prin intermediul unor canale ionice distincte, rezultd complexitatea acestui sistem de
transport. Deoarece este dificila realizarea unei clasificiri care se respecte toate criteriile
electrofiziologice si functionale, existd mai multe clasificari din care mai cunoscuta este cea propusa
de citre Shepherd, G. M. 1994. dupid care canalele de K' voltaj-dependente sunt impirtite in
urmatoarele categorii:

* Canale de rectificare Intarziata (delayed rectifier), prezente, la majoritatea celulelor excitabile,
sunt activate la un interval scurt dupa o depolarizare puternica, iar inactivarea lor se desfasoara relativ
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lent. Durata celor doud procese variaza de la o celuld la alta atdt de semnificativ incat nu se poate
exclude posibilitatea existentei mai multor tipuri structurale incluse 1n aceasta categorie.

Rolul cel mai important al acestor canale este limitarea duratei desfasurarii potentialelor de
actiune. Majoritatea axonilor prezinti numai acest tip de canale de K* voltaj-dependente, desi unele
zone sunt sdrace sau lipsite de aceste canale, cum este axolema nodurilor Ranvier.

* Canalele de potasiu Ca-dependente sunt activate in prezenta cresterii concentratiei
citoplasmatice a calciului ionic. La o concentratie a Ca®” normali, de repaus, canalele de K™ rimén
inchise. Daci valoarea concentratiei citosolice creste la 10uM, ca urmare a influxului de Ca>" prin
canalele voltaj- dependente, canalele de potasiu dependente de calciu, se activeaza functionand
asemanator celor de rectificare intarziatd. Ca urmare ionii de potasiu parasesc celula determinand o
hiperpolarizare lenta. Acest balans ionic are ca rezultat pastrarea in limite normale a excitabilitatii
celulare, opunandu-se depolarizirii precoce care ar urma unui influx de Ca®". Unele celule pot
prezenta mai multe tipuri de canale de K dependente de Ca®" deosebindu-se intre ele prin conductanta
determinata prin tehnica de patch clamp si prin sensibilitatea fata de diferite substante blocante.

coo

— K, —> —p e Ko

Fig. 2.6 Structura transmembranari a canalelor ionice Kv - canale de K voltaj-
dependente; Kir - canale de K de rectificare Kca - canale de K* activate de Ca **.

Curentul de posthiperpolarizare, produs de activarea acestui tip de canale prin depolarizare, este
lent, si creste in timpul descarcarilor repetitive de potentiale, reflectind sensibilitatea lui fatd de
cresterea concentratiei de Ca®". Functia acestui curent este de a determina incetinirea treptati a
descarcarilor de potentiale ceea ce permite neuronului sa intrerupa descarcarea de impulsuri declansate
de catre un stimul, pentru a putea raspunde la altul.

* Canalele de potasiu de tip M sunt activate prin depolarizare, dar spre deosebire de alte canale
ionice acestea nu prezintd un mecanism propriu, specializat de inactivare. Aceste canale sunt cuplate
cu receptori din membrana celulara. Dintre receptorii implicati in acest proces, un receptor colinergic,
muscarinic (ce conferd denumirea “M” tipului de canale) si un receptor pentru peptidul asemanator
gonadoliberinei (GnRH-like peptide), sunt mai bine cunoscuti ca modulatori ai neuronilor continand
canale de K" de tip M.
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Un aspect functional interesant al acestor canale este dependenta de timp. Mai mult, s-a constat
ca activitatea unor canale din acest tip este stimulatd de catre substantele adrenergice prin intermediul
B-receptorilor si de catre somatostatin, avand ca mesager secund AMPc.

Deoarece aproape in fiecare an este descris cite un canal, cateva tipuri de canale permeabile
pentru acest cation si a caror identitate structurala si functionald nu este inca suficient stabilita, sunt
incluse de catre Steve Watson si Debbie Girdlestone in categoria “alte canale”. Din aceastd categorie
fac parte canale dependente doar partial de valoarea potentialului de membrana.

Canalele de K* dependente de ATP sunt controlate de raportul ATP/ADP intracelular. Unele
din canalele din acest tip sunt dependente si de valoarea pH -lui extracelular. Dintre blocantii si
inhibitorii canalelor din acest tip fac parte tolbutamidul, fentolamina lidocaina, tetraetilamoniu (TEA),
4-aminopiridina (4 AP), s.a.

Canalele de K* dependente de Na' sunt deschise cand concentratia intracelulard a sodiului
depageste valoarea de 20 mM. Conductanta acestor canale este mult mai mare (~ 220pS), comparativ
cu celelalte canale permeabile pentru K™; 1 siemen (S) =1/ohm. Canalele din acest tip sunt blocate de
catre TEA si 4 AP.

Canalele de K" senzitive la cresterea de volum a celulei se deschid atunci cand volumul celulei
creste peste valoarea normald. Activarea acestor canale este produsd, in general, cand cresterea
volumului celular este rezultatul unui dezechilibru osmotic intre compartimentul intra- si extracelular,
urmat de patrunderea osmoticad intracelulard a apei. Mecanismul de activare al acestui tip de canale
poate fi interpretat ca o reflectare a relatiei dintre concentratia mediului in care se afla celula si
excitabilitatea ei. Lidocaina si ginidina sunt blocante ale canalelor de K dependente volumul celular.

Canalele de clor voltaj-dependente sunt mai putin cunoscute si, probabil, mai putin raspandite la
nivelul celulelor nervoase. Functia lor este atestatd pentru celule miocardice, fibrele musculare striate
si pentru o varietate mare de celule epiteliale.

Dupa descrierea principalelor canale ionice voltaj-dependente, se poate constata, cu usurinta, ca
in ciuda diversitatii lor mari §i a variatiilor relativ restranse a valorii potentialului de membrana, proce-
sele de activare si inactivare a canalelor se realizeaza cu o mare precizie integrata la nivel celular si
supracelular, dificil de imaginat, i, mai ales, de descris, in dinamica desfasurérii lor.

Participarea celor doud categorii principale de canale ionice - fara poarta si controlate de voltaj -
la mentinerea potentialului de repaus, respectiv, la generarea potentialului de actiune necesita
interventia celei de a treia categorii de canale ionice, a caror functie este controlatd de
neurotransmitator sau neuromediator in vederea transmiterii semnalului de la o celula la alta.

Potentialul de actiune, odatd generat intr-un segment al celulei nervoase, este transmis prin
fibrele nervose pand la capatul lor terminal unde, In urma unor procese declangate prin intermediul
canalelor ionice voltaj-dependente, determina eliberarea transmitatorului in spatiul sau fanta sinaptica.

Transmiterea informatiei mediatd de transmitatorul eliberat de segmentul presinaptic, la
segmentul postsinaptic se realizeaza prin intermediul canalelor ionice care vor fi activate
specific de catre acesta prin cuplarea lui cu receptorii care, de cele mai multe ori, sunt inclusi
in structura canalelor pe care le activeaza.

2. Canalele ionice controlate de liganti sunt canale controlate de substante chimice
sintetizate fie de alte celule decat cea in structura careia se afla, fie de celula din care face parte.

Canalele controlate de substante (liganti) provenind de la alte celule reprezinta tipul cel mai bine
cunoscut definind, in general, canalele controlate, direct, de neurotransmitator §i implicate in
transmiterea sinaptica rapida.
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Fig. 2.7. Schema generala a receptorului - canal mediat de Ach. 1,2,3- pozitiile
aminoacizilor din structura filtrului de selectie. Poarta reprezintd zona cea mai ingustd a
porului. In partea extracelulari a moleculei proteice reprezentind receptorul-canal se
afla locul de legare a transmitdtorului. (modificat dupa Zigmond M.I. et al. 1999).

Canalele din aceasta categorie, localizate In segmentul postsinaptic al sinapselor cu transmitere rapida,
excitatorie sau inhibitorie, sunt adesea descrisi ca receptorii ionotropici.Din aceastd categorie fac
parte, in general, receptorii pentru neurotransmitatorii nonpeptidergici, precum acetilcolind, glutamat,
glicina, ac.y -aminobutiric, s.a.

Situs RedoX gy de legare agonisti GLU, NMDA
Situs de legare antagonisti APV, CPP

Spatiu extracelular

Il

LI

Spatiu intracelular

Situsur de fosforiiare
Fig. 2.8. Schema generald a canalului-receptor pentru NMDA. Sunt prezentate,
aproximativ, situsurile de legare ale agonistilor si antagonistilor. NMDA - N-metil-D-
aspartat; GLU- glutamat; PCP- fenciclidina; MK-801- dizocilpina, APV- D-2-amino-5-
phosphonopentanoic  acid, = 3-(2-Carboxypiperazin-4-yl)propanephosphonic  acid.

(modificat dupa Zigmond M.L. et al., 1999). 78
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Deoarece receptorii din aceastd categorie sunt canale ionice ce contin in structura lor unul sau
mai multe locusuri de legare a neurotransmitatorului, In prezent este mai frecvent folosit termenul de
receptor — canal.

Din varietatea mare de receptori de aceasta categorie, mai bine cunoscut este receptorul-canal
colinergic nicotinic (Fig. 2.7.). Acesta este format din cinci subunitati: doud a, si cate una vy, B si 9.
Fiecare subunitate este compusa din patru domenii transmembranare. Unul din domeniul fiecarei
unitati contine aminoacizii Incarcati negativ orientati spre interiorul canalului si dispusi in trei inele In
jurul canalului porului. Aceste inele constituie filtrul de selectie a cationilor.

Receptorul-canal pentru glutamat are o structurd mai complexa si participa la transportul de
Ca’" in celula nervoasa..

Deoarece Ca®" pe langa rolurile multiple pe care le indeplineste, poate deveni neurotoxic la
concentratii intracelulare crescute, controlul acestui canal este dependent de mai multe substante (Fig. 2.8).

Canalele controlate de liganti sintetizati de celula din care fac parte pot fi:

- canale controlate de proteine G sau de mesageri secunzi (Ca®", IPsetc.), descrise si ca receptori
metabotropici, si care participa la transmiterea sinaptica lentd sau la modularea transmiterii sinaptice;

- canale controlate de neurotransmitator dar localizate pe segmentul presinaptic, avind rolul de
a controla eliberarea si concentratia acestuia in spatiul sinaptic (autoreceptori)

De mentionat cd de multe ori acelagi neurotransmititor poate actiona pe ambele tipuri de
receptori determinand raspuns rapid sau mai lent.

Cuplarea neurotransmitatorului cu canalul ionic poate avea doua efecte:

a. Influxul de Na" in segmentul postsinaptic, urmat de depolarizare si generarea potentialului
postsinaptic excitator (PPSE) care se va propaga in celula.

b. Efluxul de K+ sau influxul de CI" in segmentul postsinaptic, urmat de hiperpolarizare si
generarea potentialului postsinaptic inhibitor (PPSI) care se va inhiba celula, in sensul, de a
diminua excitabilitatea celulei, faicind-o mult mai greu depolarizabila.

intre cele doua tipuri de sinapse existd un echilibru ce conferi starea de functionalitate a creierului.

3. Canalele ionice controlate de stimuli mecanici denumite canale mecanosenzitive au o
raspandire largd in organism atét in teritoriul somatic cat si n cel vegetativ. Poarta canalelor de acest
tip este ancoratd prin intermediul unor proteine fibrilare de un situs de ancorare plasat la o distanta
corespunzatoare dimensiunilor celulare, iIn membrana plasmaticad a aceleasi celule sau a celulei
invecinate (Fig. 2.9.). Modificarea distantei dintre poarta si situs-ul de ancorare ca urmare a
modificarii dimensiunilor celulei, respectiv, a distantei dintre cele doud celule, determina deschiderea
canalelor si un transport ionic corespunzator, care induce diferite procese in functie de tipul de celula.

A situs de B situs de
extrcelular ancorare ancorare

w& ﬁ% "echiart

proteind
fibrilara

intracelular

membrana
celulara

intracelular

poartd extrcelular

” H Rmembrané
t: t: & celulara

intracelular

fibrilara

ionic localizate in aceeasi celula, poarta este deschisa prin alungirea celulei.
B. Situs-ul de ancorare si canalul ionic localizate in doud aldturate, poarta se

deschide prin cresterea distantei dintre cele doua celule. ﬁt = E :
(Adaptat dupa C.Hammond 2001)

Fig. 2.9. Canale ionice mecanosenzitive. A. Situs-ul de ancorare si canalul Nm
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Transformarea unui semnal mecanic in semnal electric defineste fenomenul de
mecanotransductie i caracterizeaza o varietate mare de mecanoreceptori care indeplinesc diverse
functii in organism. In receptorii tactili, auditivi, vestibulari, proprioreceptori, receptori vegetativi ca
baroreceptori si voloreceptori din aparatul cardiovascular deschiderea acestui tip de canale declanseaza
un potential de receptor care este transmis la centrul reflexului corespunzator iar in celule musculare
cardiace sau vasculare, influxul ionic favorizeaza fenomenul contractil.

4. Canalele ionice controlate de concentratia altor ioni decat a celui transportat reprezintd un tip
mai restrins de canale implicate in interelatia K*, Ca®" H" , avind un rol, in general, de modulare si
integrare a excitabilitati.

Din prezentarea principalelor tipuri de canale ionice se pot desprinde cateva concluzii despre
relatia dintre structura si rolul lor 1n asigurarea functiei celulei excitabile.

Canalele fara poartd permit transportul ionic transmembranar controlat de gradientul electro-
chimic mentinind valoarea potentialului membranar de repaus.

Canalele voltaj-dependente de Na' si K" asiguri realizarea fazelor de depolarizare si repolarizare
a potentialului de actiune precum si deplasarea lui pe distante mari. Canalele de Ca*" voltaj-depen-
dente au rol, in special, in eliberarea neuromediatorului din veziculele sinaptice.

Canalele controlate de neurotransmitator sunt responsabile, In primul rand de transmiterea
semnalului de 1a o celuld la alta

2.1.1.2. Pompele ionice

Pompele ionice din celulele nervoase sunt considerate ca cel mai activ sistem de transport ionic
deoarece activitatea lor este aproape continua fiind putin dependenta de starea de activitate a celulei si
reprezintd cel mai mare consumator de energie rezultatd din activitatea metabolicad celulard. Se
apreciaza cd peste 50% din energia consumatd de celula nervoasd este folositd pentru activitatea
pompelor ionice.

Din punct de vedere chimic pompele ionice sunt proteine complexe din structura membranelor
celulare, incluse intr-o familie de proteine denumiti ATP-aze de tip P deoarece mecanismul de
transport implica fosforilarea unui reziduu aspartil din structura lor.

Prin activitatea lor pompele asigurd gradientul de concentratie ionicd la nivelul membranei
celulare, a reticulului endoplasmic si a mitocondrilor.

Din punct de vedere functional transportul prin intermediul pompelor ionice contracareaza
transportul prin toate tipurile de canale ionice.

Pentru celula nervoasa este mai importantd activitatea pompelor care asigurd repartizarea
inegald a Na”, K, Ca®* si CI', conditie obligatorie a excitabilititii.

Pompa de sodiu-potasiu Este o proteind dispusa integral in grosimea membranei, tuturor
celulelor avand ca functie expulzarea Na' din celuli si introducerea K'. Identificati ca enzimi a cirei
activitate de hidrolizi a ATP era dependenti de concentratia Na'-si K', afost denumits, initial,
ATP-azi Na'-K' dependenti.

Prin studii ulterioare, s-a dovedit ci pompa Na™-K" este un complex format din dou# subunititi
diferite.

Subunitatea o este o moleculda proteica politopa continand cca 1000 de aminoacizi care
formeazd 10 segmente transmembranare. Se poate prezenta sub forma a trei izomeri identificati in
sistemul nervos. Aceasta subunitate are activitate catalitica, prezintd pe suprafata intracelulara un situs
de legare pentru Na' si unul pentru ATP, iar pe suprafata extracelulard un situs pentru K si unul
pentru ouabaind, o substantd glicozidica extrasa din semintele unor liane din padurile ecuatoriale, cu
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structurd asemanaroare strofantinei si digitalicelor. Toate aceste substante blocheaza, in proportie
diferitd pompa Na'-K si sunt utilizate in scop terapeutic.

Subunitatea 3 este de natura glicoproteica, are rol de reglare a activitatii de transport si de fixare
a pompei in structura membranei celulare. Pentru aceastd subunitate au fost identificate trei forme
izomere, dintre care ; este mai raspanditd. Izomerul 3, este identificat in creierul embrionar ca
molecula de adeziune pe celulele gliale. Pe masura ce creierul devine matur, izomerul 3, este mai bine
exprimat pe astrocit si mai redus in neuron.

Din cercetarile mecanismului de actiune al acestui sistem de transport ionic rezulta ca:

= efluxul de Na'si influxul de K' sunt strans dependente de hidroliza ATP;

= transportul ionic nu se poate realiza dect atunci cAnd Na" si ATP se afli in interiorul celulei iar
K" in exteriorul ei;

= ouabaina este inhibitorie numai cand se afla in exteriorul membranei, unde se leagd competitiv
cu K" pe acelasi situs;

= pentru fiecare moleculd de ATP hidrolizata, trei ioni de sodiu sunt transportati in exterior i doi
ioni de K" introdusi in celula.

Activitatea de transport a pompei poate sa fie dedusa din capacitatea ei de a hiroliza aproximativ
100 de molecule de ATP pe fiecare secunda.

Intre activitatea pompei si potentialul de membrand existi o relatie de interdependenta care
este, de fapt, un mecanism de reglare a fluxului ionic membranar. Prin intensificarea efluxului de Na*
se produce hiperpolarizarea membranei, ceea ce are ca rezultat scaderea excitabilitatii §i incetinirea
disocierii sodiului din subunitatea catalitica.

Cand celula este in repaus se realizeaza un echilibru intre cantitatea de ioni care se deplaseaza
pasiv, prin difuzie, si cantitatea de ioni transportati activ prin intermediul pompei. Aceastd stare de
echilibru (steady state) reprezintd un echilibru intre cele doua forme de transport ionic, cu pastrarea
permanenta a unui gradient electrochimic care determina potentialul de membrana.

Pompa Na'-K" este cel mai important sistem de transport membranar al tuturor celulelor
animale. Pentru o celula nervoasa la care fiecare impuls nervos generat si transmis determind un influx
pasiv de Na“ si un eflux pasiv de K, energia necesard transportului acestor ioni in sens opus
gradientului electrochimic poate reprezenta pana la doua treimi din consumul total energetic.

Pompele de calciu. Diferenta mare de concentratie intra-extracelulara precum si diversitatea de
functii a Ca”" la nivel celular pretind un sistem de control foarte precis al transportului si homeostaziei
acestui ion. Pompele de Ca’" sunt localizate in membrana celulard si in peretele reticulului
endoplasmic care reprezinti un adevirat depozit de Ca>". Prin activitatea pompelor este scizuti
concentratia Ca”" citosolic. Prin intermediul canalelor de Ca®, care au aceeasi localizare ca si
pompele, se produce cresterea concentratiei lui citoplasmatice.

Din cercetiri recente reiese ci structura si mecanismul pompei de Ca*, in special in ceea ce
priveste cooperarea cu molecula de ATP, sunt foarte aseminitoare cu pompa Na' — K'. Dupi unii
autori, asemandrile sunt atat de mari incat se poate considera ca cele doua pompe deriva dintr-o mole-
culd ancestrald comuna (Shepherd, 1994). Un argument 1n sustinerea acestei idei este faptul ca aceste
sisteme de transport se afla in membrana celulara a unor bacterii actuale.

Componenta functionald interesanta a pompei este capatul carboxiterminal care prin inter-
actiunea cu segmentul ATP-azic si situsul de legare al calciului, exercita un efect inhibitor asupra
activitatii pompei. Rezultatul acestei interactiuni este mentinerea concentratiei citosolice de Ca®" la o
valoare necesard desfasurarii proceselor celulare. Cresterea concentratiei citosolice a calciului peste
valoarea normala, determind interventia unei alte molecule proteice complexe, probabil de o varsta
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comparabili cu cea a pompei. Ca®", in exces, legandu-se de calmoduling, ii blocheazi efectul inhibitor
asupra activitatii pompei iar rezultatul acestei interactiuni este cresterea activitatii pompei de a scoate
Ca’" din celula.

Pompa de calciu din peretele reticulului endoplasmatic, mai bine studiatd in celula miocardica,
indeplineste functia de a transporta acest cation de la concentratia mica din citosol inspre concentratia
mai mare din lumenul reticulului endoplasmatic.

Mecanismul de transport al acestei pompe este controlat tot de o molecula proteica cunoscuta
sub numele de fosfolamban a carei functie constad 1n reglarea activitatii pompei de calciu din reticulul
sarcoplasmic; cand nu este fosforilat are efect inhibitor, iar 1n starea fosforilata, acest efect este blocat.
Fosforilarea este dependenti de AMPc si de o proteinkinazi activata de Ca®".

Importanta acestui sistem de reglare a concentratiei citosolice de calciu reiese si din faptul ca
fosfolambanul este identificat in celula miocardica, fibra musculara neteda si muschiul striat lent,
lipsind din cel rapid si din celula nervoasa (Katz, 1992).

Pompa de clor. Desi concentratia si distributia ionilor de clor §i sodiu sunt apropiate,
mecanismul si sistemul de transport activ transmembranar pentru Cl” sunt mult mai putin cunoscute.
Participarea ionilor de clor la activitatea neuronala este foarte importantd mai ales la nivelul sinapselor
inhibitorii din SNC. Prezenta canalelor de CI” dintre care, probabil, majoritatea nu sunt prevazute cu
sistem propriu de control (non-gated channels), impune cel putin urméitoarea intrebare: daca
concentratia extracelulard a Cl” este de cel putin zece ori mai mare decat concentratia intracelulara, iar
majoritatea canalelor membranare pentru CI” nu sunt controlate nici de neurotransmitator nici de
gradientul electric membranar, de ce nu se realizeaza influxul pasiv de CI prin difuzie?

Raspunsul ar putea consta din faptul ca in interiorul celulei se afla numeroase saruri ale acizilor
glutamic, aspartic si fosforic precum si o cantitate de proteine mult mai mare decét extracelular.
Datorita valorii pH-lui intracelular toate aceste substante se manifestd ca purtitoare de sarcini
negative. Spre deosebire de majoritatea celorlalte substante purtatoare de sarcini electrice, deci
implicate in generarea gradientului electric transmembranar, anionii intracelulari avand molecula mai
mare nu pot strdbate membrana plasmaticd. Ca urmare, ionii de clor, desi prezintd un gradient de
concentratie favorabil influxului, nu patrund in celuld datoritd excesului de sarcini negative greu
mobilizabile din celuld. Dealtfel aceste sarcini negative intracelulare se opun si efluxului de K,
contracarand forta ce rezulta din gradientul lui de concentratie. Aceste doud aspecte determinate de
mobilitatea mult mai redusa a anionilor intracelulari prin membrana plasmatica datoritd moleculei lor
mai mari, pe de o parte si lipsei unui sistem de transport corespunzator, pe de altd parte, contribuie
intr-un mod substantial la mentinerea si dinamica potentialului electric de membrana.

in ciuda implicarii Cl" in transmiterea sinaptici GABA-ergica, pani in prezent nu au fost aduse
dovezi clare despre existenta unei ATP-aze care sa transporte activ Cl” din celuld. Probabil cel mai
important sistem de transport al Cl” din celula nervoasa este simporterul K, CL.

2.1.1.3. Transportori ionici

Transportorii ionici sunt molecule proteice transmembranare care leaga ionul sau alte particule
dintr-o parte a membranei, le transportd prin membrana si le elibereaza de partea opusd a membranei
celulare (Somjen G. 2004). Acest sistem de transport este repartizat in toate celulele si Indeplineste o
mare diversitate de functii, in raport cu tipul si activitatea celularad, dobandind, astfel statutul de
element celular functional indispensabil (Fig.2.10). Din perspectiva excitabilitatii celulare, sistemul de
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Fig. 2. 10. Componentele sistemului de transport ionic membranar.

transportori membranari poate fi prezentat ca un sistem care integreaza excitabilitatea fiecarei celule in
in raport cu statusul metabolic propriu si al organismului. Aceasta integrare se realizeaza prin functia
transportorilor membranari de conectare a transportului ionic cu metabolismul celular, echilibrul
osmotic si, mai ales, cu echilibrul acido-bazic al celulei si al mediului extracelular.

Conectarea functionald dintre STIM si principalii parametri ai homeostazei celulare se
rasfringe si asupra relatiei dintre acestia §i excitabilitate. Aceastd relatie se manifestd in cazul
modificarilor de excitabilitate induse de perturbarile metabolice si ale echilibrului acido-bazic din
diverse stari patologice. La randul ei, cresterea excitabilitatii peste limita normald, urmata de o
activitate nervoasa §i, mai ales, musculard corespunzatoare, poate determina modificéri ale echilibrului
acido-bazic.

La sfarsitul acestui capitol se pot desprinde cateva concluzii:

v’ sistemul de transport ionic membranar (STIM), in repaus, controleaza distributia ionilor de o
parte si alta a membranei celulare, mentinind starea departe de echilibru, iar, sub actiunea
unui stimul specific, permite apropierea de echilibru a sistemului;

v’ daca in repaus, starea departe de echilibru a distributiei ionilor se mentine prin consum de
energie si acumularea energiei potentiale a sistemului, apropierea de echilibru se realizeaza
printr-un flux ionic incomparabil mai mare, consumindu-se doar energia potentiala.
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2.2. Potentiale de membrana

Potentialul de membrana, in general, defineste o diferentd de potential electric intre
compartimentul intra- si extracelular si este rezultatul ditributiei ionilor de o parte si alta a membranei
celulare. Din capitolul 2.1. reiese ca distributia ionicd in cele doud compartimente separate de
membrana celulard este controlatd de STIM si integratd continuu 1n raport de starea de excitare si
activitatea metabolica celulard. Valorile concentratiilor principalilor ioni care contribuie la valoarea
potentialului electric prezintd o variatie permanenta, mentinindu-se intr-o stare mai apropiatd sau mai
indepartatd de echilibru. Din acest motiv valoarea concentratiei fiecarui ion, acceptatd ca baza de
discutie (vezi fig 2.11.) , este o valoare medie care variaza, uneori semnificativ, in functie de specie,
organism, celula si timp.

Potentialul electric membranar corespunzator acestui echilibru, in coditii de repaus, este
definit ca potential de repaus. Valoarea potentialului de repaus al celulei nervoase, cuprinsa intre -50
i -80mV, este determinatd in cea mai mare masurd de echilibrul ionilor de potasiu.

Cand valoarea potentialului de membrand devine mai putin negativd decat potentialul de
repaus, fenomenul este denumit depolarizare iar cand devine mai negativa, hiperpolarizare; revenirea
din ambele stari spre valoarea de repaus a potentialului defineste procesul de repolarizare (Fig. 2.12)

Aceste procese au loc in mod continuu in celula excitabild in diferite grade, in functie de mai
multi factori, intra- si extracelulari i sunt insotite de variatii mici ale potentialului electric, locale sau
care se deplaseaza pe distante mici, constituind potentialul electrotonic.

Cand procesul de depolarizare atinge un prag
critic al potentialului de membrand se declanseaza
deschiderea canalelor controlate de voltaj si, ca urmare a
unui influx cationic mult amplificat fatd de cel din
repaus, are loc o modificare, de scurtd duratd a polaritatii
membranei, ceea ce constituie suportul pentru
potentialul de actiune.

Din cele prezentate, mai sus, rezultd ca
potentialul de membrana are ca suport distributia ionilor
de o parte si de alta a membranei celulare, distributie
care, la rAndul ei, este rezultatul actiunii integrate a unei
multitudini de factori apartinind fiecarei celule sau

domeniului extracelular. Din actiunea acestui concert de
factori reiese dimensiunea  dinamicd a  valorii o . .. .
Fig. 2.11. Valorile concentratiilor (mM) intra-
si extracelulare a principalilor ioni din celula
diferitelor stari ale acestuia in relatie cu celula sau tipul ~ nervoasi. A- anionii anorganici.

potentialului de membrand §i necesitatea descrierii

de celule deoarece, spre exemplu, o variatie de potential
de 15 mV in sensul depolarizérii poate sau nu sd induca o depolarizare generatoare de potential de
actiune, in functie de valoarea potentialului de repaus, a potentialului prag si mai ales, de rapiditatea
de producere a variatiei de potential.

Intre cele trei forme de manifestare ale potentialului electric de membrani existd o
interdependenta functionala avind ca element comun concentratia ionica reald si care este modulata de
factorul temporal si de organizarea spatiala sinaptica.
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2.2.1.Potentialul de repaus

Repartitia inegald de o parte si de alta a membranei celulare a principalilor ioni este rezultatul
activitatii sistemului de transport ionic membranar (STIM) si reprezinta o conditie obligatorie pentru
mentinerea excitabilitatii celulare. Transportul ionic la nivel celular este un proces continuu indiferent
de starea de activitate a celulei, dar valoarea parametrilor de transport variaza in functie de activitatea celulei.

Din aceastd perspectiva se poate descrie transportul ionic si valoarea potentialului de
membrana a celulei excitabile Tn conditii de repaus si de activare sau excitare.

Starea de repaus a unei celule excitabile se caracterizeaza prin stabilirea unui echilibru
dinamic intre fluxul ionic prin mecanisme pasive s§i active pentru fiecare dintre ionii principali
participanti la realizarea potentialului de membrana. Realizarea acestui echilibru este sustinutd de
mentinerea concentratiei ionice si a potentialului de membrani la valori aproape constante. In aceasta
stare diferenta de concentratie de o parte si de alta a membranei celulare pentru fiecare ion este
maxima i corespunde valorii maxime a gradientului de concentratie.

Potentialul de repaus, defineste diferenta de potential transmembranar ce permite celulei
excitabile sa raspunda actiunii unui stimul, prin modificarea rapida a repartitiei ionice si, implicit, a
valorii potentialului de membrana generind potentialul de actiune. in repaus, distributia ionilor de o
parte si de alta a membranei plasmatice este rezultatul interrelatiei dintre permeabilitatea selectiva a
membranei §i cuplarea transportului ionic cu procesele metabolice energogenetice.

Permeabilitatea membranei celulare fatd de o anumita substanta se defineste prin proprietatea
membranei respective de a permite transportul pasiv, conform legilor fizice. Suportul permeabilitatii
selective a membranei fatd de transportul ionic este reprezentat de canalele ionice din structura ei si
asigura potentialul de membrana si participa la homeostazia hidroelectrolitica celulara.

Din punct de vedere functional sunt descrise canale ionice cu poartd si canale ionice fara
poarta pentru principalii ioni implicati in mentinerea potentialului de membrana: K*, Na", Ca*" si CI
care permit trasportul selectiv, controlat diferit in functie de tipul de canal.

Pentru ambele tipuri de canale, cu sau fard poarta, in general, forta motrice principala care
determind transportul ionic este gradientul electrochimic. Transportul prin canalele fara poarta este,
practic, continuu si in echilibru cu transportul activ prin pompele ionice si prin transportori. Fluxul
ionic prin aceste doud sisteme antagonice de transport este mult mai redus comparativ cu fluxul prin
canalele cu poarta si detine functia principald in mentinerea potentialului de repaus.

Un aspect functional important ce caracterizeaza permeabilitatea membranara selectiva este
dependenta de factorul temporal. Conform acestui parametru se poate afirma cad membrana celulelor
excitabile este permeabild la toti ionii anorganici din lichidul intra- §i extracelular. Dar aceasta
permeabilitate nu este continud pentru toti ionii §i pentru toate tipurile de canale ci se manifesta
alternativ, n functie de starea functionald a celulei. Mai mult, activarea si inactivarea canalelor cu
poartd este dependenta de factorul temporal in sensul ca fiecare tip de canal prezintd o perioada proprie
de latentd si o durata a starii “deschis”. Astfel, pe langd diversitatea canalelor rezultind din existenta
mecanismelor de activare, diversitatea canalelor este amplificatd prin implicarea factorului temporal.

Valoarea potetialului de repaus (=50 si —80 mV) pentru majoritatea neuronilor este stabilitd
prin masurarea diferentei de potential cu ajutorul a doi microelectrozi dintre care unul este plasat
intracelular iar celalalt, extracelular. Cei doi electrozi sunt conectati la un amplificator de voltaj, care
la randul lui este cuplat cu un osciloscop ce permite cuantificarea amplitudinii potentialului
transmembranar (V).

Vin = Vin = Vex
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unde Vj, este potentialul intracelular iar V., cel extracelular. Deoarece, conform conventiei,
electrodul extracelular este zero, potentialul membranar de repaus (Vg) este egal cu potentialul
intracelular (V).

Potentialul de repaus poate fi calculat in functie de valoarea concentartiei intra- extracelulare a
ionilor care participd la determinarea potentialului de membrana. Tinind seama de faptul ca pentru
toate celulele excitabile canalele de K* fird poartd au rispandirea si ponderea cea mai importanti in
mentinerea potentialului de repaus se poate afirma ca potentialul de repaus reprezintd potentialul de
echilibru al potasiului.

Valoarea potentialului de echilibru al potasiului se poate calcula conform ecuatiei lui Nerst:
RT [K Jext

Ex = In
“T 7 [K Jing

unde Ex este valoarea potentialului de echilibru al potasiului, cand concentratiile lui, intra- si extrace-
lulara sunt in echilibru; R — constanta gazelor; T — temperatura, in grade Kelvin; z — valenta potasiului;
F — constanta Faraday; [K" ]ox si [K Jini — concentratia extra- si intracelulard a K. inlocuind in formula
de mai sus valorile z = 1, RT/ZF la 25°C = 26 mV si constanta de transformare a logaritmului natural
in logaritm in baza 10, care este 2,3 se obtine valoarea potentialului de echilibru al potasiului care
variaza in functie de concentratia acestuia in raport cu diferite celule. In tabelul 2.1 se poate urmari
valoarea de potentialului de echilibru a ionilor principali corespunzitoare concentratiilor dintr-un
neuron cerebral de la sobolan si din axonul gigant.

Tabel 2.1.Valoarea potentialului de echilibru in raport cu concentratia principalilor ioni

Ion concentratie concentratie potential de
intracelulard (mM) extracelulara (mM) echilibru (mV)
c=| K 140 3 -97
g8
gL Na’ 7 140 +75
“ 2l ar 7 140 75
K’ 400 20 -75
§E| Na' 50 440 +55
SR
< cr 52 560 -60

Valoarea potentialului de repaus determinata prin inregistrari electrofiziologice este, in general
mai micad decat valoarea calculatd conform ecuatiei lui Nerst. Aceasta diferenta se explica prin faptul
ca valoarea potentialului de membrand obtinutd conform ecuatiei lui Nerst cuprinde in calcul numai
concentratia potasiului, in timp ce valoarea determinatd electrofiziologic, este rezultatul participarii
mai multor ioni, cu pondere diferitd, in functie de tipul de celula, si, mai ales, de tipul si distributia canalelor.

Pentru celula gliala valoarea potentialului de repaus determinata electrofiziologic este cea mai
apropiatd de valoarea potentialului de echilibru al potasiului, deoarece permeabilitatea membranei
celulare fatd de potasiu este incomparabil mai mare fata de permeabilitatea pentru sodiu sau clor.
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Neuronii centrali avind mai multe canale ionice fard poartd pentru Na si Cl, comparativ cu
celula gliala, potentialul lor de repaus este cel mai departe de potentialul de echilibru al potasiului.

Sarcolema celulei musculare scheletice contine, comparabil cu alte celule excitabile, un numar
mai mare de canale fara poarta pentru clor, conferindu-i astfel o participare aproape egala cu potasiul
la mentinerea potentialului de repaus.

Pentru calcularea potentialului de repaus in functie de concentratia mai multor ioni se poate

utiliza ecuatia Goldman-Hodkin-Katz:

RT PK[K+]ext. + PNa[Na+] ext .+ PC][CI—]int
EM: In

F PK [K+]int + PNa[Na+]int~ + PCI[CI-]ext

Din cele prezentate reiese ca valoarea potentialului de repaus este rezultatul participarii tuturor
sistemelor membranare de transport dintre care, ponderea cea mai mare, o detin canalele de K" fird
poartd. Importanta acestor canale rezultd din cercetarile efectuate pe celulele gliale a caror membrana
plasmaticd prezintd canale fird poartd, permeabile aproape in exclusivitate pentru K . Tinand seama
ca gradientul de concentratie transmembranar al acestui cation are, aproximativ, aceeasi valoare ca si
la nivelul celorlalte celule excitabile, este nevoie sa analizim mecanismul lui de mentinere, in ciuda
numeroaselor canale deschise permanent fatd de K'. Factorul principal care se opune efluxului de K*
este forta electrostatici datoratd concentratiei mari a anionilor organici intracelulari pentru care
membrana celulard nu este permeabila (Fig. 2.11). Pe de alti parte, concentratia mare a ionilor de Na"
din mediul extracelular, se opune efluxului de K*, care ar rezulta din gradientul lui de concentratie. Ca
urmare a actiunii celor doui forte electrostatice ce se opun efluxului ionilor de K™, se mentine valoarea
mare a gradientului de concentratie al acestui cation in celule excitabile, in repaus.

Ecuatia factorilor ce asigurd echilibrul de mentinere a potentialului de membrana cuprinde, pe
langa fortele gradientului electrochimic, i activitatea de transport activ a pompelor ionice, in special a
pompelor de Na-K si Ca. Activitatea acestora depinde de cel putin doi factori principali. Metabolismul
energetic al celulei asigura functionarea continud a acestora iar concentratia ionicd modeleaza rata lor
de transport.

Un aspect deosebit al potentialului de repaus este relatia dintre acesta §i generarea
potentialului de actiune din celule cu activitate electrica spontand, raspunzéitoare de desfasurarea unor
functii vitale precum activitatea neuronilor din centrii respiratori, pace-maker-ul cardiac etc. Din
perspectiva potentialului de repaus, in general, aceste celule apar ca ,lipsite” de capacitatea de a
mentine potentialul de repaus, permitind o depolarizare fara stimuli din exteriorul celulei.

In final, despre potentialul de repaus, se pot desprinde citeva concluzii:

v' potentialul de repaus este o masurd a repartitiei ionice de o parte si de alta a
membranei celulare;

v’ repartitia ionicd este un parametru integrativ al structurii si functiei sistemului de
transport ionic membranar (STIM) corelat cu activitatea metabolica a celulei;

v potentialul de repaus este o premisd/conditie a excitabilitatii celulare, in sensul ¢ in
functie de valoarea potentialului de repaus in momentul cand intervine stimulul se va
genera raspunsul celulei prin modificarea potentialului de membrand ce constituie
potentialul de actiune.
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2.2.2.Potentialul electrotonic

Modificarile de potential electric membranar, de amplitudine inferioard celei generatoare de
potential de actiune si care se produc intr-o anumitd zond a celulei nervoase ca urmare a actiunii unor
stimuli, neuromediatorilor, neuromodulatorilor sau a altor substante care interactioneaza cu transportul
ionic transmembranar, constituie potentialul electrotonic. Pentru o mai buna intelegere a acestei
notiuni sa urmarim modificarile de potential de membrand induse de transmiterea sinaptica
axodendriticd si de actiunea unui stimul mecanic asupra receptorilor de intindere din fusul
neuromuscular.

Transmiterea potentialului de actiune de la un neuron la altul se face, in general, prin multiple
sinapse (in medie 1000) intre terminatiile axonice si dendritice ale celor doi neuroni. Localizarea
sinapselor in compartimentul dendritic este destul de neomogena, distanta de la fiecare sinapsa pana la
segmentul initial al axonului, locul unde se genereaza potentialul de actiune, fiind foarte variabila.
Eliberarea neurotransmitatorului va induce la nivelul fiecarei sinapse, prin cuplarea cu canalele
receptor, potentialul postsinaptic excitator care se va transmite ca o variatie de potential de membrana
spre corpul celular si spre varful dendritei. Aceastd variatie de potential ce pleacd de la fiecare sinapsa
constituie potentialul electrotonic.

In cazul alungirii bruste a fibrelor musculare intrafuzale (ex. lovirea tendonului sau
modificarea bruscd a pozitiei corpului sau al unui segment urmare actiunii unei forte exterioare
organismului-inertia) se vor produce si modificari de tensiune a terminatiilor nervoase senziteive cu
care fibrele musculare sunt in contact. Modificarile de tensiune vor induce deschiderea canalelor
ionice din mecanoreceptorii terminatiilor nervoase, urmatd de modificari ale potentialului de
membrana care se vor deplasa sub formad de potential electrotonic pana la primul nod Ranvier al
axonului senzitiv unde va genera potentialul de receptor, transmis, apoi la maduva spinarii.

In ambele exemple potentialul electrotonic va genera sau nu, in functie procesului de sumatie,
un potential ce se va deplasa, neschimbat, pe distante mai mari, ca potential de actiune, respectiv
potential de receptor.

Potentialul electrotonic si procesul de sumatie spatiotemporald sunt elementele esentiale ale
functiei de procesare si integrare a semnalului la nivelul fiecarei celule si, implicit, la nivelul
sistemului nervos.

2.2.3.Potentialul de actiune

Sistemul nervos este cel mai complex si performant sistem biologic de captare, procesare,
stocare a semnalului ca suport al informatiei §i, probabil, de generare a informatiei. Daca, pana in
prezent, capacitatea creierului de a genera informatie a raimas doar la nivelul unor tentative discrete
filosofice sau artistice, functiile de captare, procesare si stocare a informatiei au beneficiat de un
interes mai mare din partea cercetarii stiintifice. Prin aceste procese sistemul nervos indeplineste
functia fundamentald de integrare, pe de o parte, a functiilor componentelor organismului in vederea
functionarii lui ca sistem, iar, pe de altd parte, de integrare a acestuia In mediu de viata.

Printre cele mai vechi referinte scrise care fac legatura intre lezarea creierului si simptomele
induse, sunt cele consemnate intr-un papirus egiptean din sec. XVII i.c. si care cuprinde transcrierea
unor documente scrise cu cca. cinci milenii in urma. Papirusul a fost descoperit la Teba, in 1862, de
Edwin Smith (Voiculescu Vlad, Mircea Steriade. 1963) si descifrat de catre James Breasted in anul
1930, (Kandel, 2003)

88

Selectie din NEUROELECTROFIZIOLOGIE CLINICA. Editor: Leon Zagrean, 2005



Primele referiri la natura suportului de trasmitere a semnalului in sistemul nervos si intre
acesta si celelalte componente ale organismului provin din medicina sacerdotald, au fost preluate de
catre grecii antici care considerau ca creierul secretd un fluid sau “spirit” care este transmis prin nervi
la muschi. Aceastd conceptie despre exitabilitatea creierului si natura suportului de comunicare dintre
creier si componentele organismului §i interrelatia lui cu mediul de viata se identifica in doud idei, care
elaborate din perioada lui Aristotel (384-322 1i.c.), au devenit dogme dainuind mai bine de doua
milenii. Una se refera la inexcitabilitatea creierului si a fost detronata de doi fiziologi Fritsch si Hitzig,
in 1870, care au inlocuit stimulul mecanic aristotelian cu stimulul electric. Cealalta idee-dogma sustine
localizarea functiilor psihice si ale sensibilitatii In inima, si, In ciuda unor argumente de observatie
clinica sau experimentald, a fost sustinuta pana la aparitia lucrarii lui William Harvey ,,De motu cordis
et sanguinis in animalibus”. 1628.

Primele date experimentale despre natura electrici a semnalului ce determind contractia
musculara apartin lui Luigi Galvani care in 1791 a demonstrat contractia a unui muschi de broasca
dupa stimularea lui electricd. Dupa numai cincizeci de ani, Carlo Matteuci, a obtinut primele rezultate
despre natura electrica a impulsului nervos. Dubois Reymond realizeaza in 1851 prima detectare
electromiografica prin masurarea curentilor emisi de un muschi de iepure, in timpul contractiei. Dupa
1900 prin utilizarea galvanometrului cu coarda se reuseste descrierea curentilor musculari in diferite
tipuri de contractie. Din aceastd perioadd dateazd si primele cercetiri roménesti in domeniul
electromiografiei (Athanasiu, 1. si Marinescu, Gh. 1929). Primele cercetdri experimentale asupra
curentilor electrici cerebrali au fost realizate de catre Caton in 1875 iar prima inregistrare
experimentald de tip electroencefalografic, apartine lui Pravdici-Neminski (1913). Hans Berger
(1924), propune termenul de electroencefalograma pentru inregistrarea activitatii electrice corticale)
odatd cu primele inregistrari efectuate la om. In prezent, un numir mare de tehnici de cercetare si
investigare clinicd se bazeaza pe Inregistrarea §i analiza curentilor electrici ce Insotesc activitatea
celulelor excitabile.

Din perspectiva functiei de sistem informational, suportul cel mai important de transmitere si
prelucrare a semnalului in sistemul nervos este potentialul de actiune. Din punct de vedere al
transportului ionic membranar, potentialul de actiune este rezultatul unei ,,perturbdri” bruste a
echilibrului dinamic al repartitiei ionilor corespunzatoare potentialului de repaus. Cauza si
mecanismul care genereazd aceastd modificare diferd in functie de tipul de celuld. Generarea
potentialului de actiune este un proces complex care se declanseaza, in general, Intr-o zona specializata
a celulelor excitabile. In aceastd zona de declansare (trigger zone) ajung si se integreaza variatiile de
potential membranar induse prin trei mecanisme principale: 1) de actiunea unui stimul specific asupra
terminatiilor senzitive; 2) actiunea unui neurotransmititor asupra receptorilor postsinaptici;
3) depolarizarea spontana a unor celule excitabile, precum celulele miocardice, neuroni din centrii
nervosi prevazuti cu automatism.

In cazul neuronilor senzitivi, variatia potentialului de membrani indusi de actiunea unui
stimul asupra terminatiilor axonice se va transmite ca potential de receptor pana la zona de integrare
sau declansare, reprezentatd de primul nod Ranvier. Daca potentialul de receptor este suficient de
puternic se va declansa potentialul de actiune care va fi transmis spre segmentul nervos central.

Pentru neuronii care primesc semnale de la alti neuroni prin intermediul sinapselor, zona de
declansare a potentialului de actiune este reprezentatd de segmentul initial al axonului unde ajung
variatiile de potential generate la nivelul sinapselor localizate in compartimentul dendritic sau somatic
al neuronului respectiv. Dupa integrarea potentialelor sinaptice, potentialul de actiune generat se va
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deplasa spre capatul distal al axonului, unde va determina eliberarea neurotransmitatorului in sinapsele
derivate din axonul respectiv.

Dacd in urma integrarii variatiilor de potential reprezentind potentialele de receptor sau
potentialele sinaptice rezultd, la nivelul zonei de declansare, o variatie de potential echivalentad valorii
prag a neuronului respectiv, se deschid canalele ionice voltaj dependente care vor declansa potentialul
de actiune.

Intr-o prima fazi se deschid canalele voltaj dependente care vor permite un influx rapid de
cationi care va determina scdderea diferentei de potential — faza de depolarizare — urmata de
deschiderea canalelor de potasiu voltaj dependente prin care efluxul ionic va readuce potentialul de
membrana la valoarea potentialului de repaus — faza de repolarizare. Pentru majoritatea celulelor
efluxul de potasiu continua dupa revenirea potentialului la valorea potentialului de repaus, rezultind,
astfel, o posthiperpolarizare denumita si hiperpolarizare postpotential ( Fig.2.12).

+30
0 eececccccccccccsccodeleccccccccccccccccccesccccccccccccccccccccccccsccne
depolarizare > » repolarizare
S
E
g
>
- 55| potential prag
70 potential s
- -——W——— ——————————————————
hiperpolarizare \ repolarizare

v

timp (ms)

Fig. 2.12. Variatia potentialului de membrana (Vm) in raport cu activitatea celulei nervoase

Faza de depolarizare, pentru majoritatea celulelor excitabile din organismul uman, este
determinatd de deschiderea canalelor de Na voltaj dependente. La valoarea prag al potentialului de
membrana se deschid un numar limitat de canale care vor induce, apoi, activarea in cascada, prin
mecanism de feed-back pozitiv, a canalelor, insotitd de o crestere corespunzatoare a conductantei §i o
variatie de potential de cca.100 mV.(Fig.2.13). Durata fazei de depolarizare este mai mica de Ims
rezultind din timpul in care un canal ramane in starea deschis- cca. 0,43 ms pentru neuronii cerebrali si
0,7 ms pentru fibra musculard scheletici (Hammond C. 2001). Deoarece canalele de Na voltaj
dependente dintr-o celula nu se deschid simultan, durata depolarizarii depaseste putin durata cat un
canal raméane deschis.

Faza de repolarizare a potentialului de actiune este determinata de deschiderea canalelor voltaj
dependente pentru potasiu. Pe baza proprietatilor fiziologice se descriu doud categorii de canale de K
controlate de potentialul de membrana: 1) canale de rectificare intarziatd care se activeazd §i se
deschid dupa o perioada de cca. 4 ms dupa depolarizare si se inactiveazd mult mai lent decat canalele
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de sodiu; 2) canale de tip A care activeaza si se inactiveaza rapid. Parametrii de functionare a canalelor
din prima categorie prezintd o mare variabilitate din perspectiva timpului si asigurad repolarizarea
membranei(Fig.2.13).

mV|
20

Fig. 2.13. Variatia conductantei pentru Na (gNa) si K (gK) in timpul potentialului de actiune (PA)

Pentru un numar mult mai redus de tipuri de celule excitabile potentialul de actiune nu este
dependent numai de canale voltaj dependente pentru sodiu ci si de alti cationi. Astfel, potentialele de
actiune din celulele Purkinje din cerebel, din terminatiile axonice din neurohipofizd si din celulele
(fibrele) Purkinje din miocard, sunt dependente, intr-o masura mai mare sau mai mica, de calciu.

Dupa ce un canal a fost deschis urmeaza starea de inactivare in care fluxul ionic este oprit dar
canalul nu poate fi activat decat dupa inchiderea portii si revenirea potentialului de membrana la
valoarea de repaus. Aceastd secventd a starilor functionale ale canalelor ionice determind si
controleaza perioada refractard si, implicit, asigurd deplasarea unidirectionald a potentialului de
actiune, in conditii fiziologice.

Perioada refractara reprezinta timpul de la debutul unui potential de actiune pana la momentul
recuperdrii posibilititii generarii unui nou potential. In aceasti perioadd aplicarea unui stimul,
indiferent de intensitate, nu poate induce modificari ale potentialului de membrand deoarece canalele
voltaj dependente pentru Na sunt sau deschise sau in starea de inactivare.Tinind seama cd deschiderea
canalelor nu se face simultan iar perioada in care sunt deschise si cea de inactivare sunt constante
rezultd cd primele canale care se deschid vor fi primele care vor deveni disponibile pentru un nou
stimul. Astfel, in periaoda refractara absolutd nici un canal nu poate fi activat de un nou stimul iar in
perioada refractard relativd se poate obtine un raspuns, mai ales la un stimul supraliminar, prin
implicarea unui numar mai mic de canale ionice.

Potentialul de actiune, odata declansat se transmite diferit prin axonii mielinizati si
nemielinizati (vezi cap. 3)
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