FISIOLOGIA ANIMALE

- TRASPORTI ATTRAVERSO EPITELI -

EPITELI >

tessuti
superfici limite tra organismo e ambiente esterno (corepeesavita in comunicazione con
I'esterno: gli organi cavi)

EPITELIO PAVIMENTOSO STRATIFICATO epidermide>

protettivo
trasporto (solo anfibi)
permeabile a gas e vapore acqueo

EPITELIO PSEUDOSTRATIFICATOpolmoni>

EPITELIO BATIPRISMATICO

cellule cilindriche

trasporto

assorbente (intestinale, prevalentemente)
secernente (mucosa gastrica)

mista (cistifellea)

Gli epiteli si comportano come una membrana plasivétice viene selezionato il materiale.

. Membrana baso — laterale

glicocalice

( Membrana apicale o luminale

SRR

funzionale

Cellule polarizzate ela diversita morfologigolarita biochimica

Elettrica

MICROVILLI -

altezza tra 0.1 e 3m

il diametro basale #,, dellaltezza

aumentano la superficie di assorbimento

filamenti contrattili diactina che prendono contatto tra di lonar(culing e un polipeptide
(110.000 D) x il contatto tra actina e pareti €dmodulina Alla base vi sono filamenti
contrattili dimiosina e prende il nome derminal web

actina e miosina interagiscono tra di Iroontrazione isometrica (> tensione, = lunghezza)
GLICOCALICE—>all'esterno dei microvilli ed ha funzione meccanicapiditezione, di
supporto di enzimi




|_—¥ CANALE INTERCELLULARE: riassorbimento kD a cavallo dell'epitelio

MEMBRANA BASALE CONNETTIVALE: funzione meccanica ed &
composta da urlamina basaleprodotta da cellule epiteliali e da una
lamina reticolare composta da filamenti prodotti da cellule connettivali.
La membrana basale connettivale € composta da cadlagglicoproteine
in cui la prevalente & laminina

—

GIUNZIONI -
Impediscono la migrazione di proteine da una membraidtralldella stessa cellula
5 tipi:
1) Tight junctions >
- punti di contatto tra cellule adiacenti
- ponti proteici
- sporgono da una membrana per congiungersi al ponte detiananea adiacente
- spazidi10 A
- altezza tra 100 — 200 nm
- proteine integralioccludina
- proteine interne alla membrana: P130; ZO-1; ZO-2
- contatto con filamenti citiplasmatici per distrikiirpunti di tensione
2) Giunzioni aderenti (banda desmosomica}
- altezza tra 200 — 500 nm
- distanza: 20 nm (tra le 2 membrane)
- placche che prendono contatto con filamenti citoplasmdistribuiti radicalmente; sono
filamenti contrattili.
- Gli epiteli possono chiudere i varchi a seguito della endrialcune cellule
3) Desmosom>
- bottoni desmosomici
- filamenti intrecciati
- distanza 30 nm
- prendono contatto con filamenti non contrattili e arghi: TONOFILAMENT]I per
distribuire le tensioni
4) Emidesmosomt>»
- contatto con filamenti di collagene e laminino
- trala cellula e la membrana basale

Tutte gueste giunzioni animo solo funzione meccanica!

5) GAP Junction—>
- giunzioni facilitanti intervallate
- proteine carrier
- 2 proteine provenienti da entrambe le membrane e ciascgoaste ha 6 subunita
- le subunita possono ruotad@pertura e chiusura canale
- passaggio da una cellula all'altra di sostanze a bassed@BID (ioni: Na,K*,CI,Cd™; aa;
glucosio; cAMP> mediatore intercellulare)
- dipendono da [Ca] e pH; il ¢&[10°]M fuori dalla cellula e [1T]M nella cellula

Per dimostrare se vi sono GAP — Junc#&on



- tecniche di fluorescenza
- tecniche elettrofisiologiche
Queste ultime si basano sull'utilizzo_di microelettrodi

Sono elettrodi, cioé conduttori metallici (1° tipo) un @ movimento di cariche elettriche
consentito in relazione al movimento di elettroni, sbro collegati ai conduttori di 2° tipo
(soluzioni).

Costituiti da una micropipetta in vetro con punta di diaon@am, riempito di 3M di KCI e un filo

di Ag/AgCl dentro I'ago di vetro. Il filo € molto corto modo da non uscire dalla cellula altrimenti
il potenziale interferirebbe con 'ambiente extradlle invece io ho bisogno di conoscere solo il
potenziale che c’e a cavallo della membrana.

[l microelettrodo all'inizio € fuori, quindi lo AZZER e quando entro nella cellula quello che
misuro é la variazione rispetto allo stato iniziale.

Per misurare il potenziateVoltmetro

Per generare il potenziadeGeneratore

Ohm:V =I*R

R->Rtot = Ri (citoplasma) + Rm (membrana) + Ro (soluziexteacellulare)
Ri e Ro sono trascurabili per cui tengo conto soldruel

1 3

Se la cellula 1 possiede GAP non funzionanti & confiesse isolata quindi la corrente viene persa
sopra e sotto la cellula, si dissipa.

Se le cellule hanno GAP funzionanti, la R (resistgezaiccola (Rgl; Rg2) la corrente passa per i
pori e giunge a Rm3 e quando misuro noto una certa diffeckmdenziale elettrico anche nella
cellula 3.

La viaCELLULARE ->+ importante e prevalente ma molto selettiva
La viaPERICELLULARE ->attraverso le giunzioni e la sua selettivita si bas&ddl (~150-200
D). Le giunzioni strette hanno carica elettric2 gruppi carbossilie®passano piu facilmente i
cationi.
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ESISTENZA VIA PARACELLULARE

1) esperimento col Lantanio (opaco agli elettroni e alto RMl)jume passa nel canale
intercellulare ma non in cellutavia paracellulare

2) selettivita delle membrane citoplasmatiche > di qudltaitto I'epitelio; se la selettivita
complessiva é < di quella della membrana apieaia paracellulare

3) la resistenza dell'epitelio € condizionata dallagtesiza della cellula e della via
paracellulare che & + bassa di quella cellulare. 8iecgno resistenze in
parallelo>resistenza globale € = alla resistenza + bassaméito delle 2 vie
consideratevia paracellulare

4) comportament@hmicodell’epitelio: dalla legge di ohm il passaggio della coteesulla
resistenza crea un comportamento ohmico costante mantdrane non hanno un
comportamento ohmico perché si polarizzano al passaggaréinte e i canali voltaggio —
dipendenti subiscono modificazioni strutturali

5) prova elettrofisiologia che la via paracellulare caleaton quella giunzional@edere
schema quaderno o libre)si ha > caduta di potenziale nel punto delle giunzioningtia
membrana.

La > parte degli epiteli hanno resistenze transeplite#10-80°"

- epiteli LEAKI : bassa resistenza (3 ponti protéisia paracellulare permeabile: bassa R)

- epiteli medi: media resistenza (~200)

- epiteli alti: quelli di pelle e vescica di anfibi (fila di ponti pratieé poca permeabilita)

FLUSSO NEI CAPILLARI :

Nei capillari si ha lo scambio tra sangue e soluti.

Il cuore spinge il sangue con una pressione IDROSTATIGHante ma la P che il capillare ha
all'estremita arteriosa € diversa da quella venosa.

La pressione viene esercitata lungo l'asse del capitfer anche intorno per il principio di Pascal.
L’endotelio dei vasi € fenestrato e presenta porisgassore di circa 30A° e pud passare sia I'acqua
che i soluti (a basso PM e ioni e aa, gluc ecc), nesgme pero le proteine perché hanno PM alto.
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Alle 2 estremita uscirebbero entrambe le cose ma avuiemniircolo: siccome esce dall’'estremita
arteriosa aqua e soluto, in quella venosa dovra entrareogager cui € importante il

24mmHg> pressione osmoticgl9mmHg proteine plasmatiche — 15 del connettivo + 9 ioni)

Il o x le proteine e circa 1 mentre quello dei piccoli ioniréacO>se considero le concentrazioni di
tutti gli ioni ho una pressione di 300 mOsmolare.

La pressione osmotica teorica del sangue € ~8atm pacea6€l00mmHg

Edema>prevale l'uscita di acqua sull’entrata e questo trasmntde il soluto.

Siccome c’é una differenza di ancora 1mmHg, & presentevpire a cio un'altra via di
uscita>sistema LINFATICO.




Posm->flusso diffusionale in membrana non porosa
Lp >flusso in massa in membrana porosa

Se ho una membrana porosa con differenza g]lé soluto, ho sempre un flusso in massa perché

vicino al poro si crea una differenza di PRESSIONE IBRATICA.

Conoscendo il Posm trovo il Jv (flusso volumetrico gdHprevedibile sulla base di una
diffusione, quindi confronto il flusso diffusionale tem (Jv = L@\ con il flusso reale (Jv =
Lp(ATRr*AP)=il flusso misurato non corrisponde pero a quello teoricoN@JIpresumo che non si
debba parlare di diffusione, bensi di flusso IN MASSAqliesto caso posso calcolare dqdo
(coefficiente del flusso in massa):

m In questo caso ho solo una differenza di [ ], 'acgjuauove
all'esterno del poro x differenza di {8]. Questo non accade
H.0 H.O se ho pori in cui il soluto non passa (quiodL).
A B O soluto
_
pord O
1 2

L’'acqua passa dentro il poro perché si crea una PRESSIDREBSTATICA nel poro dove

I'acqua viene “fluita” per differenza di[ ], al’'estmita 2 ho soluto e nella 1 no. Se tolgo il soluto e

metto HO il flusso netto allora sara = 0 in quanto non ho urs@lusidirezionale.

Se marco con un isotopo radioattivo 'acqua noto &ei=VPH20CH20(1)

Se misuro poi il coefficiente difo che é correlabile al Posm, trovo il Posm quindi calddlusso
diffusionale teoricache confronto con quello reale (se ho peroABGg.

Infine considero i 2 ambienti e misuro il flusso dell’acqosando che il teorico e il reale sono
diversm=>FLUSSO IN MASSA.

che la [HO] cambi. Si crea cosi uddP->flusso massivo di kO tra A e B dentro il pordl poro
traduce i gradienti di pressione osmotica in gradienti di pessione idrostatica

Tutto cio e stato fatto supponendo che il soluto in 2 n@sgentrare nel poro; nell'interfaccia A nq
c’e differenza di[ ]tra 1 e poro mentre in B egmete tale differenza tra poro e 2 e percio nel po
presso B si crea una depressione perché diminuisceénoudi molecole d’acqua localmente (sen

N
O

Il Atttra interno ed esterno dei capillari @éAft) mentre per quanto riguarda i piccoli soluti
(oRTAC); questi ultimi sono in grado di generare Ametra interno ed esterno vuol dire che il
dei piccoli soluti non é esattamente O pur essendolpice@ occorre anche WC tra interno ed
esterne>la [ ] dei piccoli soluti nel capillare e nel conmedte diversa, € + alta nel capillare di
poco, perché al suo interno ci sono le proteine che isgpermeabili attraverso la membrana e
quindi si crea un EQUILIBRIO di DONAN.

MOVIMENTO dell ACQUA nel GLOMERULO RENALE

Nei capillari arteriosi la pressione idrostatica atfiesso del glomerulo € + alta rispetto a quella
degli altri capillari perché questi sono capillari diesie e + vicini al cuore, la Pi & quindi di
70mmHg.



L’arteria presenta una parete impermeabile e protein®bbr70.000 D e la parete ha delle
fenestrature che corrispondono a pori con diametro d\*>80a parete dei capillari glomerulari e
+ permeabile rispetto a quella di altri distretti. Lad@?idando verso I'estremita efferente. Tende a
diminuire: 70>45mmHg; la Pressione Osmotica tende invece ad aumeyét®:35mmHg

perché c’e una forte perdita di acqua.

All'interno della capsule>Pi dovuta al fatto che la capsula tende a gonf@&ar$0mmHg

gt gt gt

| flussi di acqua sono sempre in USCITA anche se tenddrazzerarsi verso I'estremita efferente.
La pressione utile di filtrazione passa da 36 mrt@gnmHg
Il flusso € anche + alto rispetto a quello che c’e tn edpillari:

Jv=Lp Ot + API)

H_J
36— 0

Lp>>Lp capillari perché la fenestratura € circa il doppi

Ultrafiltrato:
- 180 litri al giorno di acqua
- piccoli soluti e proteine a basso PM
- I'Hb puo passare ma non lo fa perché e dentro i globséi
- riassorbimento del 99% dell’acqua ultrafiltrata
- saliva, succhi secred6-7 l/gg=>a livello dell'intestino si assorbono ~9l/gg di acquaudi c
il 90% e assorbito a livello del tenue.

Jv = Posmiitr £ AP)
Dipendono entrambe date AP quindi se sono OJdv =0
Jv = LpATk £ AP)

Lume| | conngttivo C1l =C2; P1 = P2; mi aspett®3xinvece noto un flusso di acqua
1 dal’lambiente lumale al connettivo. Perd non e ussib diffusionale
G 1|+ G né in massa in quanto non sono stati trovati trasjportatotraspor-

tatori. Non & dovuto nemmeno a meccanismi di pinecii@a
costrasporto di glucosio. Inserendo il mannitolo in 1\8st che non
RO viene trasportato in 2. Inoltre non & dovuto nemmdlaaldferenza di
> potenziale della membrana.

Se nellambiente 1 abbasso la [Ndjlocco trasporto transepiteliale e quindi non ho +pwes
dell’H,O ma se blocco il trasporto dell’acqua (ipertonicizzo I'ente 1 con soluto inerte) il
trasporto di Na continud:trasporto dell’acqua dipende dal trasporto di Na ma non viceversa
Questo e dipendente dal metabolismo cellulare x cui gerize si parla in questo casotdisporto
attivo secondarioperché non c’é€ nessuna pompa per l'acqua e non c’'e aatnottasportatore
specifico per essa.

Nel ridurre la [Na] non devo mai bloccare la pompakNa



MODELLO di CURRAN & MacINTOSH>

1 O 2{ 3 0-B—>2 membrane con caratteristiche diverse
O 1-3->uguali: C1=C3 e Pil=Pi3
solutd a—>0o per il Na=1; Lp << Lf; trasporto attivo per Na
H.O O H,O B>coperilNa~O0;Lp>>Lp
O
@
a B

Il Na va da 2 e 'ambiente 2 ha > [Na] e avro un richiamo dOHlallambiente 1 a 2 ma anche
da3az2:

Jvio = Lp(ATlh)z.l = LpO'aRTACS
| o sono diversi e sgg = 0 tutto il termine & 0 e I'unico

Jwuo=L - RTACs termine &: Jw = Lp(ATR)2-1 = LPpoaRTACs

Siinnalza di conseguenza il livello di acqua in 2 ed ecitef@aanto + € piccolo 'ambiente 2.
Nellambiente 2: Pi2 > Pi1=Pi3. In virtu del rigonfiamewtel'’ambiente 2 ho che:

IViz="tpa(Ri2=P11)
tl—p AP, = AP,3 e siccome Lp>> Lp,=>Jw.-1 € trascurabile.
Ivo.3 = Lpp(Pi2 — Pi3)

L’acqua va da 1 a 2 per differenza di pressione osmotiea2ea 3 per differenza di pressione
idrostatica> si ha quindi un flusso di acqua da 1 a 3 pur essendo I'amldiente
RIEPILOGO del TRASPORTO di Na* e H0:
- l'acqua é trasportata come soluzione di sali di Na
- le soluzioni bagnanti i 2 lati sono isotoniche tra lora@h@nla soluzione trasportata
- quasi tutti gli epiteli assorbono o secernano soluzioni di sali di Na,rhewte ipertoniche o
sisotonoche al sangue e cio avviene anche in assenza di gradienti osmoR¢ifavdirevoli
- itrasporti di sali di Na e acqua sono selettivamé&gati
- i sali di Na trascinano l'acquil trasporto attivo di acqua e di tipo SECONDARIO legato
al trasporto primario di Na
- L’ipotesi & che i gradienti osmotici (e idrostaticijligiano creati direttamente
dallaccumulo locale dei sali di Na trasportati (oshosale)
- Per verificare 'accoppiamento tra acqua e>Naodello della doppia membrana o di Curran
e Mac Intosk>
- Il Na viene pompato attivamente da A a B
- B & un microambiente e il deflusso di Na verso C € leréo[Na] aumenta
- Osmolarita diventa maggiore in B rispetto ad A e C@dseguenza l'attivita dellacqua é
minore in B rispetto ad A e€flusso di acqua da A verso B e da C verso B per differenza
di pressione osmotica:
- Jv = LpoAm~>il flusso netto osmotico preponderante e quello che Vaa® poiché laAt
reale tra B e C & ~0 essenaidaCl ~0
- Questo ingresso di acqua da A a B provoca un rigonfiamentemidddo una differenza di
pressione idrostatica tra B e A e tra Beflussi nettidiacquadaBa AedaBaCin
relazione alla\P:
- Jv=LpPAP->il flusso che va da B a C e preponderante su quellbodina da B a A in
quanto Lp della membramae < Lp di quellg3




Si ha un flusso netto osmotico da A a B e un flusso netto dipendente regn ziffd
pressione idrostatica da B a C col risultato totale che si vexitic flusso di soluzione da A
a C anche se tra questi 2 ambienti non sono presenti differenze dopeessimotica e Pi

In base a tale modello e prevedibile anche 'osmalaldt liquido trasportato:

La soluzione in B € ipertonica rispetto a quella sia diaddi C

La soluzione di B é spinta in C dalla differenza digsione idrostatica

[ movimento di soluto da B a C € espressa dall'equazi@e:RACs + Jv(1e)C s
Secondo il modello teorico 'osmolarita del liquido trapsportato &€ sempreifiea.



