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1.1. La malattia di Parkinson 

Descritta per la prima volta da James Parkinson nel “Trattato sulla paralisi agitante” 

pubblicato nel 1817, la malattia di Parkinson (Parkinson’s Disease, PD) è una 

patologia neurodegenarativa cronica e progressiva (Parkinson, 1817). È causata dalla 

perdita della via nigro-striatale (figura 1) dovuta all’alterazione dei processi di 

degradazione delle proteine nei neuroni dopaminergici della substantia nigra pars 

compacta (SNpc) di Sömmering, un nucleo situato a livello del mesencefalo in cui 

viene prodotta la dopamina (DA), un neurotrasmettitore essenziale per il controllo 

del movimento (figura 2). Questa patologia è generalmente legata all’avanzare 

dell’età e con una leggera prevalenza nel sesso maschile; l’età media di insorgenza è 

intorno ai 60-70 anni, anche se il 4% dei pazienti presenta uno sviluppo precoce della 

malattia (prima dei 50 anni) (de Rijk et al., 2000; Twelves, D. et al., 2003; Van Den 

Eeden et al., 2003) . La sintomatologia clinica del PD si manifesta quando si ha la 

perdita di almeno il 60% dei neuroni dopaminergici della SNpc e circa 80% di 

deplezione di dopamina nello striato (Dauer and Przedborski, 2003). La maggior 

parte dei disturbi interessa il circuito riverberante dei nuclei della base del sistema 

extrapiramidale implicato nella regolazione delle attività motorie causando nei 

pazienti parkinsoniani: 

1. ipocinesia (bradicinesia ed acinesia); 

2. rigidità muscolare del tronco e degli arti; 

3. tremore a riposo; 

4. amimia; 

5. instabilità posturale. 

Sintomi demenziali si riscontrano nel 30% dei casi e sono caratterizzati da 

disorientamento, confusione e perdita di memoria. 

Nei riscontri autoptici dei pazienti affetti da PD si rilevano la perdita dei neuroni 

dopaminergici, la depigmentazione della SNcp e il rinvenimento di corpi di Lewy 

nelle cellule della substantia nigra.  
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Figura 1. La via dopaminergica nigro-striatale. 

 

Il morbo di Parkinson è una malattia ad eziologia complessa e multifattoriale e le 

cause della sua insorgenza si possono distinguere in: 

1. fattori genetici: danno un quadro patologico definito Parkinson 

familiare; 

2. fattori ambientali: danno un quadro patologico definito Parkinson 

sporadico. 

La terapia farmacologia del PD è quasi esclusivamente sintomatica è si basa 

principalmente sulla somministrazione della L-3,4-dihdroxyphenylalanine (levodopa, 

L-Dopa). La levodopa, introdotta nel 1967, è il precursore metabolico della 

dopamina; somministrata per via orale è rapidamente assorbita dall’intestino tenue e 

viene convertita in DA all’interno dei neuroni dopaminergici. 

 

Figura 2. Struttura molecolare della dopamina, il principale neurotrasmettitore implicato nella 
malattia di Parkinson. 
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La L-Dopa viene generalmente somministrata in associazione ad un inibitore delle 

decarbossilasi periferiche, questo previene una sua precoce conversione nel circolo 

periferico e aumenta la disponibilità del farmaco che raggiunge il sistema nervoso 

centrale (CNS). Inoltre la dopamina rilasciata in circolo dalla decarbossilazione 

periferica della levodopa produce effetti indesiderati tra i quali la nausea ed effetti 

cardiovascolari. 

Negli stadi precoci della malattia il grado di miglioramento dei sintomi può essere 

completo. La principale limitazione all’uso a lungo termine della L-Dopa è 

l’apparente perdita, col tempo, della capacità di controllare il deficit dopaminergico; 

questo comporta drammatiche fluttuazioni dello stato motorio del paziente a seguito 

di ciascuna dose del farmaco portando, negli stadi avanzati, a una situazione 

chiamata fenomeno on/off.  

Gli agonisti diretti dei recettori dopaminergici striatali e gli inibitori degli enzimi 

responsabili del metabolismo della levodopa e della dopamina, sono l’alternativa alla 

terapia con L-Dopa. 

 

1.2. La via nigro-striatale e la sinapsi dopaminergica 

La via nigro-striatale è un circuito nervoso motorio extrapiramidale dei nuclei della 

base del telencefalo che collega la substantia nigra al corpo striato. Dalla SNpc, dove 

risiedono i corpi cellulari dei neuroni, si estendono delle efferenze verso il corpo 

striato dove si trovano i terminali assonici dopaminergici. Oltre alle afferenze nigrali, 

giungono al corpo striato proiezioni dai nuclei motori del talamo e da tutte le aree 

della corteccia e qui, attraverso diversi neurotrasmettitori, vengono regolate le 

attività motorie. La perdita dei neuroni dopaminergici nigrali, come accade nel 

Parkinson, causa un deficit di DA nello striato e, di conseguenza, riduzione di 

eccitazione della corteccia motoria da parte del talamo. 

La perdita dell’equilibrio nei rapporti tra neurotrasmetitori provoca la comparsa della 

sintomatologia clinica nei pazienti: uno squilibrio tra DA e GABA (acido amino-γ-

butirrico) è alla base dei disturbi di ipocinesia, mentre la rigidità e il tremore a riposo 

sono dovuti al mancato feedback della dopamina nei confronti dell’acetilcolina.  
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La dopamina, il principale neurotrasmettitore di questa via, fa parte della famiglia 

delle catecolamine ed è implicata oltre che nel Parkinson (Serra et al., 2003a; 

Rocchitta et al., 2004; Rocchitta et al., 2005) anche nelle funzioni cognitive (O’Neill, 

2005) e nella via della ricompensa (Wightman and Robinson, 2002). Le sue 

variazioni neurochimiche sono state ampiamente studiate utilizzando differenti 

tecniche, come la microdialisi (Serra et al., 2003b; Chiou et al., 2007) e la 

voltammetria (Gordito et al., 2003; Yavich and Tiihonen, 2000)sia in vivo che in 

vitro. 

Nei neuroni dopaminergici della substantia nigra viene espresso il gene per la 

tirosina idrossilasi (Tyrosine Hydroxilase, TH), questo enzima converte 

l’aminoacido tirosina in L-Dopa. Nel terminale assonico striatale la levodopa, 

mediante la perdita di un gruppo carbossilico, viene trasformata in DA ad opera di 

una decarbossilasi degli L-aminoacidi aromatici. Qui la dopamina viene concentrata 

all’interno delle vescicole presinaptiche e rilasciata in risposta ad un potenziale 

d’azione. La DA liberata nel vallo sinaptico si lega ai recettori postsinaptici D1 e D2 

striatali per esplicare la sua funzione fisiologica. L’eccesso di dopamina presente 

nella sinapsi va incontro sia a processi di reuptake, dove la DA viene riportata 

all’interno del terminale presinaptico tramite il trasportatore DAT (dopamine 

trasporter) e rivescicolata , sia a processi di catabolismo in cui viene inattivata. 

La dopamina ricaptata all’interno del terminale presinaptico e non rivescicolata viene 

inattivata mediante ossidazione enzimatica dalle monoamino ossidasi mitocondriali 

(MAO) con produzione di DOPAC intracellulare, il quale poi diffonde nel vallo 

sinaptico. Nella membrana del terminale postsinaptico sono localizzati sia i recettori 

D1 e D2 sia gli enzimi deputati al catabolismo della DA presente nello spazio 

extracellulare denominati COMT (catecol-O-metil transferasi) che trasformano la 

dopamina in 3-MT (3-metossitiramina) e il DOPAC in acido omovanillico (HVA). 

La 3-MT così prodotta entra nel neurone presinaptico dove, ad opera delle MAO, 

viene convertita in HVA che è dunque il prodotto finale del metabolismo enzimatico 

della DA. (figura 3). In condizioni di stress ossidativo, una notevole quantità di DA 

extracellulare viene convertita in DA-ortochinone con una reazione di auto-

ossidazione. Il neurotrasmettitore norepinefrina (NE) è sintetizzata a partire dalla DA 
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ad opera dell’enzima DA-β-idrolasi, nel CNS è implicata in una ampia varietà di 

funzioni fisiologiche e neurologiche tra cui la regolazione del metabolismo 

energetico cerebrale. La NE infatti modula il rilascio del glucosio dalle riserve 

astrocitarie attraverso la stimolazione dei recettori β-adrenergici che inducono la 

glicogenolisi in queste cellule (Fillenz et al., 1999). 

 

 

Figura 3. Rappresentazione schematica delle sinapsi striatali serotoninergica (A) e dopaminergica 
(B). metabolismo e catabolismo cerebrale della serotonina e della dopamina. 
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1.3. Eziopatogenesi della malattia di Parkinson 

L’eziopatogenesi del PD è sconosciuta, tutt’ora si dibatte sul ruolo dei fattori 

ambientali e quelli genetici nell’insorgenza della malattia. L’ipotesi dei fattori 

ambientali è stata quella predominante nel secolo scorso, dovuta soprattutto alla 

scoperta del parkinsonismo indotto da MPTP e dagli esempi di PD post-encefalico. 

La scoperta di geni implicati nel PD, studi del 1980, hanno rinnovato l’interesse 

verso i fattori di suscettibilità genetica ereditaria. Probabilmente entrambi sia i fattori 

ambientali che quelli genetici giocano un ruolo nella causa scatenante del Parkinson.  

Un’altra possibilità, che non rientra nei fattori genetici nè in quelli ambientali, è che 

neurotossine endogene siano responsabili della neurodegenerazione nel PD. 

L’alterazione del normale metabolismo può creare sostanze tossiche a causa 

dell’esposizione a rischi ambientali o vie metaboliche modificate (Dauer and 

Przedborski, 2003). 

Qualunque sia l’insulto che innesca la neurodegenerazione, gli studi sui modelli di 

Parkinson suggeriscono due ipotesi principali per la patogenesi della malattia: 

1. “Misfolding and Aggregation of Proteins”: mal ripiegamento e 

aggregazione delle proteine; 

2. “Mitochondrial dysfunction and oxidative stress”: disfunzione 

mitocondriale e stress ossidativo. 

 

1.3.1. Fattori genetici 

Gli studi riguardanti il Parkinson familiare sono riconducibili all’ipotesi del 

Misfolding and Aggregation of Proteins (Dauer and Przedborski, 2003). Infatti 

tutti i geni coinvolti nel PD quali α-sinucleina, DJ-1, parkina and ubiquitin C-

terminal hydrolase L1 (UCHL-1) risultano implicati più o meno direttamente 

nell’alterazione del complesso UPS (Ubiquitine Proteasome System). Il complesso 

UPS, in condizioni fisiologiche, è deputato alla degradazione delle proteine mutate, 

danneggiate o mal ripiegate (McNaught and Olanow, 2003); il suo 

malfunzionamento ha come risultato l’accumulo di proteine anomale che non 

possono essere rimosse e la loro successiva aggregazione forma delle inclusioni 

insolubili (corpi di Lewy) che determinano l’alterazione dell’omeostasi e l’integrità 
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cellulare. I corpi di Lewy (LBs) sono aggregati sferici di numerose proteine 

citoplasmatiche eosinofile (Forno, 1996; Spillantini et al., 1998) necessari per la 

diagnosi definitiva del PD, ma riscontrabili anche in altre patologie del sistema 

nervoso centrale chiamate α-sinucleopatie tra cui la malattia di Alzheimer in una 

condizione detta “demenza con corpi li Lewy” (Gibb and Lees, 1988; Recchia et al., 

2004). 

 

Parkina  

Mutazioni nel gene codificante la Parkina determinano la forma familiare recessiva 

di Parkinson (Kitada et al., 1998). Nonostante queste mutazioni si riscontrino in 

pazienti con insorgenza precoce della malattia (circa 30 anni, e per questo era stata 

chiamata “autosomal recessive juvenile parkinsonism” o “AR-JP”), include anche 

pazienti con insorgenza tardiva della malattia (Lincoln et al., 2003). La parkina è una 

E3 ubiquitin ligasi (Zhang et al., 2000; Shimura et al., 2000), una componente del 

complesso UPS che identifica e lega le proteine al proteosoma affinché vengano 

degradate (Sherman and Goldberg, 2001). La mutazione presso il locus PARK2 

(6q25.2-q27 nel cromosoma 6) non consente alla parkina di legare le proteine da 

eliminare che in questo modo si accumulano nel citoplasma. 

 

Ubiquitin C-terminal hydrolase L1 (UCHL-1) 

La mutazione dominante (I93M) in UCH-L1 è stata identificata in una famiglia con 

PD ereditario (Leroy et al., 1998). Questo enzima è implicato nel riciclo della catena 

di poliubiquitina legata alle proteine in fase di degradazione, catalizzando l’idrolisi 

dei monomeri e rendendoli disponibili per successive proteolisi (Wilkinson, 2000). 

La mutazione sul locus PARK 5 (q14;q15.1 nel cromosoma 14) riduce la possibilità 

di avere monomeri di ubiquitina disponibili per le successive proteolisi, che risultano 

compromesse. 
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DJ-1 

Il gene per DJ-1 si trova sul cromosoma 1 (p36) e codifica per una proteina di 189 

amminoacidi a localizzazione in parte citoplasmatica e in parte mitocondriale (Lee 

and  Liu, 2008; Shendelman et al., 2004). Sinora non si conosce la sua reale funzione 

fisiologica; desta però particolare interesse il possibile utilizzo come proteina anti-

ossidante o come sensore dello stress ossidativo (Mitsumoto and Nakagawa, 2001; 

Mitsumoto et al., 2001); in questo contesto, pare avere un ruolo importante la 

Cys106, anche se il meccanismo molecolare ancora non è stato chiarito. Infine, DJ-1, 

tramite la sua funzione di chaperone molecolare sensibile allo stress ossidativo, 

sembra essere in grado di limitare l’aggregazione dell’α-sinucleina nei neuroni 

(Shendelman et al., 2004). 

 

αααα-sinucleina  

Due mutazioni a carico del gene codificante per l’α-sinucleina [Ala53 → Thr (A53T) 

e Ala30 → Pro (A30P)] sono responsabili della forma autosomica dominante della 

malattia (Polymeropoulos et al., 1997; Kruger et al., 1998). L’α-sinucleina è 

particolarmente espressa nel tessuto cerebrale, in particolare nel corpo cellulare e nei 

terminali presinaptici neuronali (Maroteaux et al., 1988; George et al., 1995). La 

funzione della α-sinucleina non è ancora nota, anche se è stata suggerita una sua 

funzione nei meccanismi di trasporto delle vescicole sinaptiche (Kahle et al., 2002). 

Nelle terminazioni striatali dopaminergiche è coinvolta nella modulazione delle 

funzioni sinaptiche probabilmente attraverso la regolazione della velocità con cui il 

pool di neurotrasmettitori è disponibile ad un nuovo rilascio (Abeliovich et al., 

2000). Sia l’α-sinucleina normale che quella mutata, in condizioni fisiologiche, sono 

proteine non ripiegate (Recchia et al., 2004) ed entrambe hanno la tendenza a 

formare fibrille amiloidi (Conway et al., 1998; Giasson et al., 1999) e protofibrille 

(Conway et al., 1998). L’evidenza che le due mutazioni promuovono la formazione 

di protofibrille ( Conway et al., 2000), induce ad identificare in queste le responsabili 

della tossicità della α-sinucleina. In accordo con questa ipotesi e con l’associazione 

della α-sinucleina con le vescicole sinaptiche , alcuni studi hanno riportato che le 
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protofibrille potrebbero esplicare un effetto tossico attraverso la permeabilizzazione 

delle membrane delle vescicole stesse (Volles et al., 2001; Lashuel et al., 2002), 

permettendo così alla DA di diffondere nel citoplasma e partecipare a reazioni che 

generano stress ossidativo. Il ritrovamento dell’α-sinucleina nei LBs, di cui è la 

principale componente, suggerisce che la sua sovra-espressione e la sua propensione 

al mal ripiegamento e formazione di fibrille amiloidi possa essere la causa della sua 

neurotossicità in situazioni patologiche come il Parkinson, e che le mutazioni 

incrementino la possibilità di questa funzione tossica. 

1.3.2. Fattori ambientali 

Molti casi di malattia di Parkinson si manifestano sporadicamente senza cause 

evidenti, si pensa che il PD insorga come risultato di una complessa interazione tra 

fattori ambientali e predisposizione genetica. L’esposizione a sostanze come 

rotenone, paraquat, metalli di transizione, 6-idrossidopamina (6-OHDA) e 1-metil-4-

fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) sono tra le principali cause dell’insorgenza del 

parkinsonismo sporadico. La tossicità di questi composti è riconducibile all’ipotesi 

Mitochondrial dysfunction and oxidative stress. L’idea che un deficit nella 

fosforilazione ossidativa potesse avere un ruolo nella patogenesi del PD, è nata 

quando si è scoperto che l’ MPTP inibiva il complesso I della catena di trasporto 

elettronico mitocondriale (Nicklas et al., 1987), studi sucessivi identificarono delle 

anomalie nell’attività del complesso I nei pazienti parkinsoniani (Greenamyre et al., 

2001). Circa il 100% dell’ossigeno molecolare è consumato dalla respirazione 

mitocondriale, durante la quale vengono normalmente ottenuti potenti ossidanti, 

quali il perossido d’idrogeno (H2O2) e l’anione superossido (O2
•-), come sottoprodotti 

delle reazioni. L’inibizione del complesso I incrementa la produzione di O2
•-, il quale 

può dare luogo alla formazione di radicali idrossilici o reagire con l’ossido nitrico per 

formare il perossinitrito. Questi radicali possono causare danno cellulare reagendo 

con gli acidi nucleici, le proteine e i lipidi. Uno dei target di queste molecole sembra 

essere la stessa catena di trasporto elettronico (Cohen, 2000) che provoca una 

disfunzione mitocondriale e un’ulteriore produzione di specie reattive dell’ossigeno 

(ROS). La presenza dei ROS inoltre, può aumentare la quantità di proteine mal 

ripiegate, incrementando la richiesta del complesso UPS per rimuoverle. I neuroni 
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dopaminergici sono un fertile terreno per la produzione di ROS, poiché il 

metabolismo della dopamina produce H2O2 e O2
•-, e l’auto-ossidazione della DA 

produce DA-chinone (Graham, 1978) una molecola che reagendo con i residui di 

cisteina danneggia le proteine. La deplezione energetica che consegue al danno 

mitocondriale, porta alla liberazione degli store di DA dalle vescicole sinaptiche che, 

riversata nel citoplasma, produce e amplifica pericolose reazioni verso le 

macromolecole cellulari. Quindi la DA potrebbe essere il motivo principale della 

particolare suscettibilità agli insulti ossidativi dei neuroni della SNcp. 

 

Rotenone  

È un composto citotossico di derivazione naturale estratto dalle radici di alcune 

piante tropicali, e ampiamente utilizzato come insetticida e pescicida (Bovè et al., 

2005). Il rotenone è altamente lipofilico (figura 6), si diffonde rapidamente in tutti 

gli organi (Talpade et al., 2000) e attraversa liberamente le membrane cellulari e può 

essere accumulato all’interno dei mitocondri. Nei mitocondri, il rotenone danneggia 

la fosforilazione ossidativa legandosi e inibendo l’attività NADH-ubichinone 

reduttasica del complesso I. Può inoltre inibire la formazione dei microtubuli di 

tubulina. Poiché un eccesso di monomeri di tubulina possono rivelarsi tossici per le 

cellule, questo effetto potrebbe essere rilevante nel meccanismo di degenerazione dei 

neuroni dopaminergici (Bovè et al., 2005). 

 

Paraquat 

Il diserbante paraquat (N,N′-dimetil-4-4′-bipiridinio), è un'altra molecola che può 

indurre parkinsonismo e si pensa possa essere una tossina ambientale. La sua 

tossicità risulta legata alla formazione del radicale O2
•- (Day et al., 1999) e finora 

sono stati riscontrati diversi casi di decessi dovuti ad ingestione o ad esposizione al 

paraquat. Nonostante la sua struttura (figura 6) non consenta una facile diffusione 

attraverso la barriera ematoencefalica (BBB), sono stati riscontrati danni cerebrali in 

persone decedute a causa di una intossicazione da paraquat.  
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Metalli di transizione 

Come già accennato, i neuroni della SNpc sono particolarmente vulnerabili allo 

stress ossidativo anche in condizioni fisiologiche a causa del metabolismo 

dopaminergico. Questa condizione risulta incrementata nei pazienti affetti da PD, in 

quanto gli alti livelli di ferro bivalente (Fe2+) normalmente riscontrabili nella 

sustantia nigra reagiscono con la H2O2 prodotta dalle MAO causando la formazione 

di radicali irossilici (OH•) e anioni superossido (O2
•-), altamente citotossici, mediante 

le reazioni di Fenton  

 

 H2O2 + Fe2+    OH• + OH- + Fe3+      (1) 

 

 O2
•- + Fe3+   O2 + Fe2+       (2) 

 

e la reazione di Haber-Weiss 

 

 O2
•- + H2O2   O2 + OH• + OH-      (3) 

 

Entrambe le reazioni avvengono solo in presenza di ferro non legato alla ferritina. 

L’insorgere dei processi infiammatori e la conseguente attivazione della microglia, 

nei pazienti affetti da Parkinson, hanno effetti devastanti sull’ambiente cellulare. Il 

rilascio di citochine durante l’infiammazione, porta all’attivazione delle ossidonitrico 

sintasi inducibili (iNOS), le quali danno inizio ad una massiva produzione di 

ossidonitrico (NO). La neurotossicità dell’NO può essere spiegata attraverso due 

meccanismi differenti: il primo attraverso sua reazione con l’anione superossido e la 

formazione di perossinitrito, un composto altamente tossico che induce la 

nitrosilazione delle tirosine nelle proteine cellulari; il secondo attraverso l’alterazione 

dell’omeostasi del ferro. È stato infatti dimostrato che il NO induce il distacco del 

ferro dalla ferritina, con il conseguente accumulo di Fe2+ libero nel citosol e che può 

quindi dar luogo alle reazioni di Fenton e Haber-Weiss (Hunot and Hirsch, 2003). 

Inoltre la neuromelanina (NM), sito di accumulo-riduzione del ferro nella SNcp, è in 

grado di legare i metalli di transizione come il Fe, promuoverne la riduzione e 

generare, quindi, lo stato di valenza utile per la reazione di Fenton (Ben Shachar et 
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al., 1991) o la reazione di Haber-Weiss. La somministrazione di deferoxamina, un 

chelante selettivo per il Fe2+, è in grado di prevenire le succitate reazioni di 

ossidoriduzione ed ha dimostrato espletare un ruolo protettivo in vitro su colture 

cellulari dopaminergiche (Desole et al., 1998). Questi processi catalitici possono 

richiedere l’intervento di specie endogene riducenti, quali altri metalli di transizione 

(Cu e Mn) oltre alla neuromelanina (Zecca et al., 2000; Zecca et al., 2001b). La NM 

prodotta dai neuroni dopaminergici è il risultato dell’auto-ossidazione della 

dopamina e rappresenta la principale fonte di ferro intraneuronale (Connor et al., 

1990; Zecca et al., 2001a). Agendo, quindi, da deposito endogeno di Fe, riveste un 

ruolo importante nella difesa dai radicali liberi. Nonostante ciò, in presenza di alte 

concentrazioni di Fe, la NM sembra agire da pro-ossidante piuttosto che da anti-

ossidante (Ben Shachar et al., 1991). Questo paradosso è da attribuire al legame Fe-

melanina, in quanto la variazione dello stato di ossidazione del Fe permette la 

formazione del radicale idrossilico (Double et al., 1999; Mochizuki et al., 1993). A 

dimostrazione di ciò si è visto che incubando in vivo NM e Fe il danno ossidativo 

aumenta invece che decrescere (Ben Shachar et al., 1991). Nei neuroni 

dopaminergici il danno selettivo è quindi correlato alla presenza di complessi Fe-NM 

che, in certe condizioni, possono indurre stress ossidativo ed effetti neurotossici. 

Una intossicazione da manganese può indurre nell’uomo una sindrome simile alla 

malattia di Parkinson clinicamente evidenziata in minatorori cileni cronicamente 

esposti al metallo (Elbaz and Moisan, 2008). Esperimenti condotti su cellule PC12, 

una linea tumorale in grado di produrre e secernere DA, hanno dimostrato che il 

manganese (Mn) è in grado di indurre apoptosi (Desole et al., 1997) in questa linea 

cellulare, inoltre studi in vitro (Migheli et al., 1999) e in vivo (Serra et al., 2000) 

hanno dimostrato che l’associazione di concentrazioni sub-tossiche del Mn 

incrementano la citotossicità della L-DOPA. 

L’aumento dell’auto-ossidazione della L-DOPA e della DA sono state suggerite 

come meccanismo d’azione nella potenziata tossicità del manganese, la quale tuttavia 

viene inibita dalla somministrazione di N-acetilcisteina (NAC) e acido ascorbico. 
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6-idrossidopamina (6-OHDA) 

È stato il primo modello animale di PD associato alla perdita di neuroni 

dopaminergici (Ungerstedt, 1968). La 6-OHDA (figura 6) è un analogo idrossilato 

della DA e mostra una elevata affinità sia per i trasportatori della dopamina (DAT) 

che della norepinefrina (NET) (Luthman et al., 1989). Grazie a questa caratteristica 

la 6-OHDA può entrare nei neuroni dopaminergici e noradrenergici danneggiando la 

via catecolaminergica del sistema nervoso centrale e di quello periferico. Il 

meccanismo d’azione, attraverso cui questa tossina distrugge le strutture 

catecolaminergiche, è un effetto combinato dovuto alla produzione di H2O2 e para-

chinone (Bovè et al., 2005). 

 

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) 

Nel 1982, giovani tossicodipendenti svilupparono una rapida e progressiva sindrome 

Parkinson-simile dopo l’assunzione intravenosa di eroina sintetica a base di MPPP 

(1-methyl-4-phenyl-4-propionoxypiperidine), un analogo del narcotico meperidina 

(Demerol) (Langston et al., 1983). Fu l’MPTP, inavvertitamente prodotto durante la 

sintesi illecita dell’MPPP, la causa della contaminazione neurotossica. Negli umani e 

nelle scimmie, l’MPTP causa una severa e irreversibile sindrome parkinson-simile 

caratterizzata da tutte le sintomatologie inclusi tremore, rigidità, lentezza nei 

movimenti e instabilità posturale. Nei modelli umani e di primati non umani si 

possono notare gli stessi benefici e complicazioni della somministrazione a lungo 

termine di L-DOPA riscontrabili nei pazienti malati di Parkinson. Inoltre 

analogamente al PD, la suscettibilità verso l’MPTP aumenta con l’età avanzata sia 

nei modelli sperimentali con le scimmie sia in quelli coi topi (Rose et al., 1993; Irwin 

et al., 1993 ; Ovadia et al., 1995). L’MPTP è una molecola altamente lipofilica 

(figura 6) e attraversa la BBB in pochi minuti dopo la somministrazione sistemica 

(Markey et al., 1984). Una volta raggiunto il cervello, la protossina MPTP è ossidata 

a MPDP+ (1-methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridinium) dalle monoamino ossidasi B 

(MAO-B) della glia e dei neuroni serotoninergici, uniche cellule a possedere questo 

enzima. Attraverso, probabilmente, una ossidazione spontanea, l’MPDP+ è convertito 

ad MPP+, tossina attiva, e rilasciato nello spazio extracellulare con un meccanismo 
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non ancora chiarito. Poiché si tratta di una molecola carica, l’ MPP+ utilizza la sua 

affinità verso il DAT per essere internalizzato nei neuroni mediante un sistema di 

trasporto attivo (Javitch et al., 1985; Mayer et al., 1986). La capacità del DAT di 

trasportare l’MPP+ all’interno dei neuroni non spiega completamente la selettività 

della lesione nigrostriatale dopaminergica causata dall’MPTP (figura 4).  

 

 

Figura 4. Rappresentazione schematica del metabolismo del MPTP dopo una somministrazione 
sistemica. (Dauer and Przedborski, 2003) 

 

All’interno dei neuroni, l’ MPP+ può seguire 3 vie (figura 5): 

I. Si lega alle VMAT2 (vesicular monoamine transporter-2) che lo traslocano 

all’interno delle vescicole sinaptiche (Liu et al., 1992); 

II.  Si concentra dentro i mitocondri con un meccanismo che dipende da potenziale 

trans-membrana mitocondriale (Ramsay and Singer, 1986); 

III.  Rimane nel citoplasma e interagisce con gli enzimi citosolici, specialmente 

quelli recanti cariche negative (Klaidman et al., 1993). 
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Il trasporto all’interno delle vescicole sembra proteggere le cellule dalla 

neurodegenerazione indotta dall’ MPTP, in quanto impedisce alla tossina di 

raggiungere il mitocondrio, il suo principale sito d’azione (Dauer and Przedborski, 

2003).  

Una volta penetrato all’interno del mitocondrio, l’ MPP+ danneggia la fosforilazione 

ossidativa legandosi e inibendo l’attività NADH-ubichinone reduttasica del 

complesso I della catena di trasporto elettronico mitocondriale (Nicklas et al., 1985). 

Questa inibizione conduce ad una rapida e drastica riduzione dell’ATP nei tessuti, in 

particolare nello striato e nel mesencefalo ventrale (Chan et al., 1991; Fabre et al. 

1999), le regioni del cervello più sensibili all’MPTP. Un ulteriore insulto causato 

dall’inibizione MPP+-dipendente del complesso I è lo stress ossidativo; infatti, 

impedendo il flusso elettronico, la neurotossina può stimolare la produzione di ROS 

e in particolare di anione superossido (Hasegawa et al., 1990; Hasegawa et al., 1997) 

inoltre la deplezione di ATP si ripercuote sull’attività delle VMAT2 che non sono 

più in grado di mantenere il gradiente intravescicolare di DA, riversandola nel citosol 

con la conseguenza di aumentare lo stress ossidativo nella cellula (Johnson, 1988). 

Le alterazioni nella produzione di ATP e la generazione di ROS sono eventi che si 

verificano in poche ore dalla somministrazione dell’MPTP, giorni prima che si 

riscontri una effettiva morte neuronale (Jackson-Lewis et al., 1995); questi eventi 

iniziali, quindi, di solito non sono implicati direttamente nella morte cellulare, ma 

piuttosto mettono in moto una cascata di reazioni che hanno come conseguenza 

ultima la morte dei neuroni dopaminergici (Mandir et al., 1999; Saporito et al., 2000; 

Vila et al., 2001).  
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Figura 5. Rappresentazione schematica del meccanismo d’azione dell’MPP+ (Dauer and 
Przedborski, 2003) 

 

1.4. Modelli sperimentali di Parkinson 

Sebbene l’utilizzo della L-DOPA abbia rivoluzionato la terapia del Parkinson, al 

momento sono disponibili solo cure sintomatiche, nessuna delle quali è in grado di 

fermare o ritardare la degenerazione dei neuroni dopaminergici. Il maggior ostacolo 

per lo sviluppo di nuovi farmaci neuroprotettivi è la mancata conoscenza degli 

specifici eventi molecolari che determinano la neurodegenerazione nel PD. 

Il trattamento di animali con neurotossine quali rotene, paraquat, 6-OHDA, MPTP e 

α-sinucleina sono uno strumento importante nello studio delle cause e dei 

meccanismi molecolari che provocano la morte dei neuroni dopaminergici e che 

determinano modelli sperimentali in vivo della malattia di Parkinson. Sebbene tutte 

queste tossine abbiano in comune la neurodegenerazione dei neuroni della SNpc, 

ciascuna produce effetti clinici e neuropatologici che la differenzia dalle altre. Ogni 

modello possiede vantaggi e svantaggi e nessuno può esser indicato come modello 

ideale capace di rappresentare tutti gli aspetti del PD; quindi la scelta del modello di 

PD indotto da tossine è relativo al tipo di studio che si intende intraprendere (Bovè et 

al., 2005).  
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Rotenone  

È stato ampiamente utilizzato come veleno mitocondriale nelle colture cellulari, ma 

meno frequentemente come tossina in modelli animali. Nei modelli in vivo, il 

rotenone può essere utilizzato con diverse vie di somministrazione: la 

somministrazione orale, tramite il cibo, sembra essere responsabile di una leggera 

neurotossicità negli animali (Marking, 1988); la somministrazione sistemica, sia 

intravenosa (i.v.) che sottocutanea (s.c.), causa spesso neurotossicità e mortalità il cui 

grado è dose-dipendente; la somministrazione stereotassica del rotenone nel medial 

forebrain bundle causa la deplezione della DA e della serotonina striatale (Heikkila 

et al., 1985). L’infusione intravenosa di una bassa dose di rotenone causa la selettiva 

degenerazione dei neuroni dopaminergici nigrostriatali accompagnata da inclusioni 

simili ai LBs immunoreattive per l’ubiquitina e l’α-sinucleina (Betarbet et al., 2000). 

Dal punto di vista comportamentale, gli animali trattati con rotenone sistemico 

mostrano una ridotta mobilità, una postura alterata e in alcuni casi rigidità (Sherer et 

al., 2003) e catalessi (Alam and Schmidt, 2002). Da alcuni studi sembra che queste 

disfunzioni motorie possano essere migliorate con la somministrazione di L-DOPA 

(Alam et al., 2004).  

 

Paraquat 

Per molti anni, gli studi sperimentali con il paraquat si sono focalizzati sui suoi effetti 

nei polmoni, nel fegato e nei reni, probabilmente a causa del fatto che la morte per 

esposizione acuta è dovuta alla tossicità che questo diserbante provoca in questi 

organi (Smith, 1988). A seguito di una somministrazione sistemica di paraquat, sono 

state evidenziate una ridotta attività motoria, una perdita dose-dipendente delle fibre 

dopaminergiche striatali e dei corpi cellulari nigrali (Brooks et al., 1999), ed elevati 

livelli di inclusioni di α-sinucleina nei neuroni della substantia nigra (Manning-Bog 

et al., 2002). 
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6-OHDA 

La somministrazione sistemica della 6-OHDA produce un danno al livello del 

sistema nervoso periferico, mentre non ha nessuna ripercussione cerebrale. A causa 

della sua struttura, la 6-OHDA non attraversa facilmente la BBB e quindi non riesce 

a raggiungere, nel cervello, concentrazioni tossiche a seguito di una 

somministrazione sistemica. Nei modelli animali indotti da 6-OHDA si ricorre alla 

somministrazione diretta della tossina in diverse aree cerebrali (Bovè et al., 2005) 

mediante metodiche stereotassiche o “free-hand”. Inizialmente fu utilizzata sui ratti, 

mentre ora sono presenti anche modelli di lesione sviluppati su topi e scimmie 

(Mandel et al., 1985; Annett et al., 1997; Crofts et al., 2001; He et al., 2001; Ma et 

al., 2002; Lundblad et al., 2004; Baker et al., 2004). La metodica più comune per 

indurre una lesione nella via nigrostriale con 6-OHDA è la somministrazione 

unilaterale nella SNpc, nel medial forebrain bundle (che comprende il tratto 

nigrostriatale) o nello striato, effettuata attraverso l’utilizzo di un sistema 

stereotassico (Javoy et al., 1976). La lesione bilaterale con 6-OHDA è incompatibile 

con la vita dell’animale. Dopo la somministrazione intranigrale unilaterale, la morte 

dei neuroni dopaminergici ha inizio entro le prime 24h, senza che questi mostrino 

una morfologia apoptotica (Jeon et al., 1995); la massima riduzione dei livelli della 

DA striatale si registra invece tra 3-4 giorni dopo la lesione (Faull and Laverty, 

1969)e la DA residua striatale risulta meno del 20% rispetto ai controlli. Dal punto di 

vista comportamentale, la lesione unilaterale causa nell’animale una tipica 

asimmetria nei movimenti rotatori, la cui grandezza è correlata al grado della lesione 

nigrostriatale (Hefti et al., 1980). Questi comportamenti asimmetrici sono amplificati 

dall’utilizzo di farmaci che stimolano i recettori dopaminergici, come ad esempio 

l’apomorfina (rotazione nel senso opposto rispetto al lato lesionato), o farmaci che 

inducono il rilascio di dopamina, come l’amfetamina (rotazione nello stesso senso 

del lato lesionato), e sono dovuti allo squilibrio neurochimico tra la parte lesionata e 

quella non lesionata dell’animale. La quantificazione di questo tipo di rotazioni viene 

utilizzata per testare le potenzialità anti-parkinsoniane di nuovi farmaci (Jiang et al., 

1993), del trapianto di cellule e della gene therapy (Kirik et al., 1993; Bjorklund et 

al., 2002).  
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Finora non è mai stata dimostrata la formazione di LBs nei cervelli di animali trattati 

con 6-OHDA. 

 

MPTP 

I dati neuropatologici, derivati sopratutto da esperimenti su primati non umani, hanno 

dimostrato che la somministrazione di MPTP causa un danno alla via dopaminergica 

nigrostriatale simile a quello riscontrato nel PD (Agid et al., 1987). Come nel 

Parkinson, si evidenzia una grande perdita dei neuroni dopaminergici nella SNpc e 

nell’area tegumentale ventrale (Seniuk et al., 1990; Sirinathsinghji et al., 1992; 

Varastet et al., 1994; Muthane et al., 1994) e, nelle scimmie, una degenerazione dei 

terminali nervosi dopaminergici striatali (Moratalla et al., 1992; Snow et al. 2000). In 

tutti i modelli di PD indotto da MPTP non sono fin’ora stati ritrovate i caratteristici 

LBs (Forno et al. 1993), nonostante siano state descritte delle inclusioni neuronali li 

ricordano (Forno et al. 1986). La somministrazione di MPTP attraverso modalità 

differenti e l’utilizzo di diversi dosaggi ha portato lo sviluppo di numerosi modelli 

animali, ognuno dei quali caratterizzato da aspetti comportamentali e/o biochimici 

ben definiti, ottimizzati nel creare una lesione che sia la più severa e stabile possibile 

riducendo al minimo gli effetti indesiderati. La lesione più comune, affidabile e 

riproducibile viene indotta attraverso la somministrazione sistemica (iniezione 

sottocutanea, intravenosa, intraperitoneale o intramuscolare), ma la tossina può anche 

esser somministrata attraverso una iniezione intracerebrale stereotassica o per 

retrodialisi. 

Gli animali maggiormente usati come modelli di studio con MPTP sono: le scimmie, 

i topi e i ratti. 

Le scimmie rappresentano il miglior modello della malattia nella valutazione di 

nuove strategie e nuovi farmaci per la cura dei  sintomi del PD. Le somministrazioni 

più comunemente utilizzate sono: iniezioni multiple intraperitoneali (i.p.) o 

intramuscolari (i.m.) e l’infusione intracarotidea della tossina. Oggigiorno nei 

modelli di PD sulle scimmie sono utilizzati due protocolli: uno acuto, con 

somministrazione di alte dosi di MPTP in un breve tempo (Petzinger and Langston, 

1998); l’altro cronico, con somministrazioni di basse dosi di MPTP in un periodo di 
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tempo prolungato (settimane o mesi) (Schneider and Roeltgen, 1993; Bezard et al., 

1997; Schneider et al., 1999). Sia il modello acuto che quello cronico sono utili nello 

studio delle terapie sperimentali tese ad alleviare i sintomi del PD, mentre il modello 

cronico è presumibilmente il più indicato anche nello studio di strategie 

neuroprotettive. 

Esistono inoltre due ulteriori modelli definiti sub-acuto e sub-cronico. 

I topi sono la specie più comunemente utilizzata nei laboratori come modello di 

Parkinson indotto sia per motivi tecnici, ad esempio la maneggevolezza, che 

finanziari. Presentano alcune differenze rispetto al modello con le scimmie, infatti i 

topi sono meno sensibili all’MPTP, per cui è necessaria una dose maggiore per 

produrre una lesione significativa nella SNpc; non sviluppano un vero 

parkinsonismo; il grado della lesione è dose-dipendente e correlato al protocollo 

utilizzato. La suscettibilità degli animali alla neurotossina, e la riproducibilità della 

lesione, è influenzata da vari fattori quali la specie, il sesso, l’età e il peso corporeo 

dell’animale. Per quanto riguarda i topi, un’ottima riproducibilità della lesione si 

ottiene utilizzando i topi maschi C57BL/6, di un età compresa tra le 8-10 settimane e 

del peso di 25-30 grammi (Przedborski et al., 2001). 

I ratti sono il terzo modello animale di PD. Più resistenti dei topi all’insulto 

provocato da MPTP, negli esperimenti vengono utilizzate dosi molto più elevate che 

negli altri animali. Oltre alla somministrazione sistemica, nei ratti viene praticata 

l’infusione stereotassica cerebrale, o retrodialitica, dell’MPP+, il metabolita tossico 

dell’MPTP 
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Figura 6. Struttura molecolare delle principali neurotossine utilizzate nei modelli sperimentali di 
malattia di Parkinson 

 

αααα-sinucleina 

L’ultimo modello di PD, in ordine di tempo, è quello basato sul legame genetico e 

neuropatologico tra il Parkinson e l’α-sinucleina (α-syn). Sono disponibili due tipi di 

modelli animali, quello “transgenico” e quello “non transgenico”. 

Nei modelli “transgenici”, su Drosophila e topi, si ha la sovra-espressione sia delle 

α-syn umane wild-type che di quelle mutate (A30P e A53T). Nei modelli di 

Drosophila si è riscontrata una significativa perdita di DA, mentre i modelli murini 

non mostrano rilevanti anomalie per quel che riguarda i neuroni dopaminergici, 

anche se alcuni mostrano una neurodegenerazione indotta da sinucleopatia. I modelli 

murinici transgenici rimangono comunque un importante strumento nello studio della 

tossicità dell’α-syn in vivo e delle cause che ne modulano l’aggregazione. 

I modelli “non transgenici” si basano invece sulla somministrazione dell’α-syn, 

attraverso vettori virali, direttamente nella SNcp. I vettori virali, come ad esempio 

quelli derivati dal virus dell’HIV, consentono la somministrazione in qualsiasi zona 

del cervello e in qualsiasi momento della vita dell’animale, e in più sono utilizzabili 

sui ratti, maggiormente utilizzati negli studi comportamentali (Recchia et al., 2008). 

La somministrazione dell’α-syn, mutata o wild-type associata al vettore, provoca la 

selettiva degenerazione dei neuroni dopaminergici nella SNcp del ratto e il 
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ritrovamento di strutture citoplasmatiche contenenti α-syn molto simili ai LBs 

(Recchia et al., 2004). 

 

1.5. Sistema antiossidante neuronale 

Un complesso sistema antiossidante endogeno è coinvolto nella protezione dagli 

insulti ossidativi portati dai ROS e RNS (specie reattive dell’azoto). Ne fanno parte 

sia sostanze come l’acido urico (UA), l’acido ascorbico (AA), il glutatione, la 

vitamina A, la vitamina E, sia alcuni enzimi antiossidanti come la catalasi, la 

superossidodismutasi (SOD), la glutatione reduttasi e la glutatione perossidasi. Il 

monitoraggio delle variazioni nella concentrazione di alcuni componenti del sistema 

antiossidante è un utile strumento nei modelli animali per la valutazione sia del 

danno ossidativo e che delle strategie neuroprotettive. 

L’acido urico svolge la sua funzione di antiossidante oltre che come scavenger del 

perossinitrito, anche nella protezione della DA (Church and Ward, 1994) e dell’AA 

(Sevanian et al., 1991) probabilmente formando complessi con gli ioni ferro, e nella 

prevenzione della perossidazione dei lipidi causata dell’H2O2 (Weisskopf et al., 

2007). È il prodotto finale del catabolismo dei nucleotidi purinici, dove la xantina 

ossidasi (XO) converte l’ipoxantina, derivata dall’ATP, in xantina e quindi 

quest’ultima in UA. Nelle reazioni catalizzate dalla XO oltre all’acido urico vengono 

prodotti anche ROS, in particolare H2O2 e O2
•-. 

L’Acido Ascorbico, o Vitamina C, è una molecola idrosolubile essenziale 

sintetizzata in numerose specie animali a partire dal glucosio, con il quale condivide 

una stretta analogia chimico-strutturale. Nei primati (uomo compreso) e nelle cavie 

questa capacità di sintesi viene meno, l’AA deve essere quindi assunto con la dieta. È 

coinvolto in numerose reazioni enzimatiche e protegge i tessuti dagli insulti 

ossidativi reagendo con i radicali liberi. Nel sistema nervoso centrale (CNS) l’AA 

viene concentrato principalmente all’interno dei neuroni (10mM) attraverso un 

sistema di co-trasporto con il Na+ mediato dal trasportatore SVCT2. Qui l’AA, 

fungendo da riducente, viene ossidato a deidroascorbato (DHA) e utilizzando i 

trasportatori specifici per il glucosio fuoriesce dal neurone (GLUT3) ed entra 

nell’astrocita (GLUT1) (Hediger, 2002). All’interno degli astrociti, il glutatione 



\ÇàÜÉwâé|ÉÇx                                                                                                                    EI 

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 

WÉààA Z|tÇyÜtÇvÉ Utééâ@fàâw|É wxÄÄt àÜtáÅ|áá|ÉÇx wÉÑtÅ|ÇxÜz|vt x wxÄ ÅxàtuÉÄ|áÅÉ xÇxÜzxà|vÉ áàÜ|tàtÄx |Ç 
ÅÉwxÄÄ| tÇ|ÅtÄ| w| ctÜ~|ÇáÉÇ@WÉààÉÜtàÉ |Ç axâÜÉáv|xÇéx  XXI  v|vÄÉ@hÇ|äxÜá|àõ wxzÄ| fàâw| w| ftáátÜ| 

(GSH) consente la riconversione del DHA ad AA, prevenendone la deplezione nel 

cervello. L’AA così riconvertito viene rilasciato dall’astrocita attraverso un 

meccanismo ancora sconosciuto. La concentrazione extracellulare dell’acido 

ascorbico pùo essere modulata anche dal rilascio del neurotrasmettitore glutammato, 

infatti un etero scambio AA/glutammato previene gli effetti citotossici causati da alte 

concentrazioni di questo neurotrasmettitore aminoacidico (Rice, 2000). Il glutatione 

ossidato (GSSG) nella riconversione dell’acido ascorbico viene ridotto a GSH dalla 

glutatione reduttasi, ricostituendone il pool. 

 

 

Figura 7. Sistema anti-ossidante neuronale: ciclo dell’acido ascorbico. AA: acido ascorbico;DHA: 
deidroascorbato: UA: acido urico;HYX: ipoxantina; XA: xantina; XO: xantina ossidasi; GSH: 

glutatione ridotto; GSSG: glutatione ossidato; GLU: glutammato; A/G-E: eteroscambio AA/GLU 
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1.6. Metabolismo energetico neuronale 

L’incremento dell’attività neuronale è sempre accompagnato da un aumento della 

richiesta energetica cellulare. In condizioni fisiologiche, il principale apporto 

energetico nel cervello è fornito dal glucosio (Darbin et al., 2006). Il metabolismo 

energetico cellulare ha inizio con la glicolisi, dove il glucosio (Glu) viene ossidato 

nel citoplasma e trasformato in piruvato (Pyr) e ATP attraverso una serie di reazioni 

in assenza di ossigeno, che si possono brevemente riassumere in forma generale: 

 

Glu + 2 Pi + 2 ADP + 2 NAD+  2 Pyr + 2 ATP +2 NADH + 2 H+ + 2 H2O   (4) 

 

Il piruvato citosolico viene quindi trasportato all’interno del mitocondrio dove, 

attraverso il ciclo di Krebs e la fosforilazione ossidativa, con un meccanismo ad 

elevato rendimento energetico viene completamente ossidato ad anidride carbonica 

(CO2), acqua ed ATP in presenza di O2. L'energia che si ricava dalla completa 

ossidazione di una molecola di glucosio attraverso i tre diversi stadi della 

respirazione cellulare, è uguale a 36 molecole di ATP: 

 

 Pyr + CoA + NAD+   acetil-CoA + CO2 + NADH    (5) 

 

 Glu + 6 O2   6 CO2 + 6 H20 + 36 ATP     (6) 

 

In assenza d’ossigeno o a causa del blocco della catena respiratoria mitocondriale, il 

piruvato prodotto nella glicolisi (reazione 4) viene trasformato in lattato (Lac) 

dall’enzima lattato deidrogenasi (LDH, reazione 7). Questa via metabolica 

anaerobica riduce la resa energetica a sole 2 molecole di ATP per ogni molecola di 

glucosio: 

 

 Pyr + NADH + H+     Lac + NAD+      (7) 

 

La determinazione della concentrazione del glucosio nel fluido extracellulare 

cerebrale (ECF) è importante per la valutazione  del metabolismo e dell’energetica 

del cervello. Si è visto che nel corpo striato del ratto la concentrazione del glucosio 
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nel ECF, ottenuta mediante microdialisi, è stata di 350±20 µM (Fray et al.,1997; 

McNay and Gold, 1999). L’innalzamento del lattato nell’ECF è la conseguenza 

dell’attivazione neuronale e dell’incrementata richiesta energetica cerebrale (Fillenz, 

2005). Il rapporto Lac/Pyr riflette l’equilibrio della conversione del piruvato in 

lattato, le variazioni delle condizioni redox dei neuroni e/o della glia possono 

modificare questo rapporto e un suo aumento nell’ECF indica uno shift dal normale 

metabolismo aerobio verso un metabolismo anaerobio (Darbin et al., 2006). 

 

1.7. Tecniche di monitoraggio neurochimico in vivo 

1.7.1. Lo spazio extracellulare 

Lo spazio extracellulare, stimato approssimativamente nel 20% del volume totale del 

tessuto, è il crocevia di un incredibile numero di sostanze chimiche nella 

comunicazione tra le cellule e il circolo sanguigno. Attraverso l’ECF i nutrienti 

passano dal sangue alle cellule, i metaboliti si muovono invece in direzione opposta, 

una grande varietà di molecole intermedia la comunicazione intercellulare. È qui che 

i neurotrasmettitori regolano la comunicazione tra i neuroni e dove la maggior parte 

delle droghe, farmaci e tossine interferiscono sulle funzioni del sistema nervoso. 

Nel cervello, la presenza della barriera ematoencefalica fa si che l’ECF risulti come 

una entità separata, con una differente composizione rispetto al flusso ematico da un 

lato e al citoplasma delle cellule dall’altro (Ungersted, 1991). 

L’introduzione di una sonda microdialitica o di un sensore voltammetrico nel 

cervello, permette di esaminare in modo specifico gli eventi chimici che 

intervengono nell’ambiente extracellulare. 

 

1.7.2. Microdialisi 

Un accurato e continuo monitoraggio in vivo delle concentrazioni delle sostanze 

presenti nello spazio extracellulare cerebrale, è il prerequisito di molti studi 

neurologici. La tecnica della microdialisi rende, virtualmente, possibile il recupero di 

ogni sostanza dalla maggior parte delle regioni cerebrali con un limitato trauma 
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tissutale (Benveniste, 1991). L’idea della microdialisi è quella di una sonda 

microdialitica impiantata nel tessuto che mima la funzione di un capillare sanguigno 

negli scambi tra il torrente ematico e la popolazione cellulare, permettendo, quindi, 

sia il recupero (recovery) sia la somministrazione di sostanze in maniera topica. 

Le principali caratteristiche della tecnica della microdialisi sono: 

• Recupera campioni dall’ECF; 

• Può essere eseguita localmente in quasi tutti gli organi e tessuti del corpo, 

incluso il sangue; 

• Può essere eseguita in animali vivi, svegli e liberi di muoversi (freely 

moving); 

• È possibile effettuare il campionamento continuo per ore o giorni sullo stesso 

animale, riducendo così il numero degli animali necessari; 

• Può essere utilizzata per recuperare e/o somministrare sostanze sia endogene 

che esogene; 

• Fornisce un campione rappresentativo di tutte le sostanze presenti nel ECF 

capaci di attraversare la membrana e le rende disponibili alle tecniche 

analitiche convenzionali; 

• Causa un minimo danno invasivo nei tessuti e nella BBB. 

La sensibilità della tecnica è determinata dalla tecnica analitica utilizzata (Ungersted, 

1991). 

 

1.7.3. Principio della microdialisi 

La microdialisi è una tecnica molto semplice nella sua idea fondamentale. Una 

membrana da dialisi, montata all’estremità di una sonda per facilitarne l’inserzione, 

viene posizionata nell’organo o nel tessuto da studiare, ad esempio il corpo striato 

nello studio della via nigrostriatale; il sistema viene perfuso con un liquido la cui 

composizione è simile a quella dell’ECF, ad un flusso costante, da una pompa 

collegata all’ingresso della sonda. All’interno dello striato la membrana dialitica, 

permeabile ad H2O e piccoli soluti, separa due compartimenti fluidi distinti: il fluido 

extracellulare (all’esterno della membrana) e il ringer di perfusione (all’interno della 

membrana). In assenza di una pressione osmotica e/o di un potenziale elettrico, il 
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movimento dei soluti fra i due compartimenti è dovuto esclusivamente alla diffusione 

secondo il gradiente di concentrazione. Le sostanze presenti nell’ECF cerebrale 

possono così diffondere all’interno della sonda ed essere recuperate nel campione di 

microdializzato nella sua estremità in uscita, per poter essere analizzate con diversi 

sistemi di lettura monitorizzandone le variazioni. In senso opposto, sostanze presenti 

nel ringer di perfusione possono diffondere nello striato andando ad interagire con le 

cellule neuronali e perturbando le concentrazioni delle molecole nell’ECF. 

 

1.7.4. Fattori che influenzano la microdialisi 

Nonostante l’apparente semplicità della microdialisi, sono molti i fattori che possono 

influenzare i risultati ottenuti con questa tecnica. 

Per prima cosa bisogna sempre tener presente che, benchè minimamente, si tratta 

sempre di una tecnica invasiva. Questo è importante soprattutto nella microdialisi 

cerebrale, dove l’esperienza e la cura nelle procedure chirurgiche riducono i danni 

causati dall’inserzione della sonda e preserva l’integrità cerebrale. 

La membrana dialitica comunica con il fluido extracellulare mediante il principio 

della diffusione, le sostanze si muovono secondo il proprio gradiente di 

concentrazione e vengono poi rilevate nel microdializzato. Diversi fattori 

influenzano il recovery delle sostanze dall’ECF, tra questi vanno ricordati: 

la composizione del ringer di perfusione, è importante perché modifica l’area 

immediatamente circostante la membrana dialitica. La deplezione degli ioni calcio 

dal ringer, ad esempio, impedisce la trasmissione sinaptica, quindi la composizione 

del ringer dovrebbe essere il più simile possibile all’ECF ed eventuali modificazioni 

dovrebbero essere apportate in relazione alle esigenze sperimentali; la lunghezza 

della membrana dialitica, tanto maggiore è l’area in contatto con l’ECF tanto 

magiore sarà la diffusione delle molecole attraverso la membrana e quindi il 

recovery; la velocità di diffusione nell’ECF, proprietà correlata alla matrice  

parenchimale e al fattore di tortuosità λ che è indice del discostamento della 

diffusione delle molecole da una linea retta; cut-off della membrana dialitica, 

correlato al grado di permissività della membrana, determina le dimensioni delle 

sostanze che possono diffondere tra i due compartimenti (come i neurotrasmettitori e 
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altre sostanze a basso peso molecolare) e quelle che non possono attraversare la 

membrana (come le proteine); il flusso di perfusione del ringer, determina il tempo 

in cui le molecole hanno la possibilità di equilibrarsi tra i due compartimenti, più 

lento è il flusso e maggiore sarà il tempo a disposizione delle molecole per 

raggiungere la stessa concentrazione tra l’ECF e il ringer. 
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2. Scopo della Ricerca 
 
 



fvÉÑÉ wxÄÄt e|vxÜvt                                                                                            FF 
____________________________________________________________________ 

WÉààA Z|tÇyÜtÇvÉ Utééâ@fàâw|É wxÄÄt àÜtáÅ|áá|ÉÇx wÉÑtÅ|ÇxÜz|vt x wxÄ ÅxàtuÉÄ|áÅÉ xÇxÜzxà|vÉ áàÜ|tàtÄx |Ç 
ÅÉwxÄÄ| tÇ|ÅtÄ| w| ctÜ~|ÇáÉÇ@WÉààÉÜtàÉ |Ç axâÜÉáv|xÇéx  XXI  v|vÄÉ@hÇ|äxÜá|àõ wxzÄ| fàâw| w| ftáátÜ| 

La malattia di Parkinson (Parkinson’s Disease, PD) è una patologia 

neurodegenarativa cronica e progressiva causata dalla perdita della via nigro-striatale 

dovuta all’alterazione dei processi di degradazione delle proteine nei neuroni 

dopaminergici della substantia nigra pars compacta (SNpc). La sua eziologia è 

sconosciuta, e l’insorgere della malattia può essere dovuto a fattori ambientali, 

genetici o una concomitanza di entrambi. L’utilizzo su animali di neurotossine. quali 

MPTP, 6-OHDA, rotenone e paraquat ha permesso di ottenere diverse tipologie di 

modelli sperimentali di Parkinson chimico. L’ultimo modello di parkinsonismo, in 

ordine di tempo, è quello indotto mediante somministrazione di una forma mutata 

della proteina α-sinucleina. Lo scopo del presente studio, tramite la comparazione di 

modelli sperimentali sia con MPTP che con α-sinucleina, è quello di caratterizzare 

un modello sperimentale appropriato in cui poter in seguito impiantare nello striato o 

nella substantia nigra cellule staminali adulte al fine di valutarne il potenziale 

terapeutico. 
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3. Materiali e Metodi 
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3.1. Sostanze chimiche e soluzioni 

I seguenti reagenti: d-amfetamina (d-amph), acido ascorbico (AA), acido urico (UA), 

L-DOPA, DOPAC, noradrenalina (NE), dopamina (DA), acido 5-idrossi-indolo-

acetico (5-HIAA), HVA, 3-MT, serotonina (5-HT), K2HPO4, KH2PO4, EDTA, 

metanolo (MeOH, HPLC grade), sodio octilsolfato (OSA), MPTP, 6-OHDA e 

nicotina sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich (Milano). L’alfasinucleina 

modificata (TAT-α-synA30P) è stata gentilmente donata dal prof. Giusti. Le 

soluzioni stock di AA, delle catecolamine e delle indolamine sono state preparate in 

acido fosforico e conservate a -80 °C. L’UA viene disciolto in acqua Milli Q tiepida 

nella quantità di 1 mg/10ml con l’aggiunta di 100 µl di NaOH 0.1N. Tutte le 

soluzioni vengono diluite nel ringer alla concentrazione necessaria al momento 

dell’uso. Le soluzioni di MPTP, d-amph e nicotina sono state preparate pochi minuti 

prima della somministrazione, sciogliendo i composti in soluzione salina (MPTP, d-

amph) e ringer (nicotina). La TAT-α-synA30P è stata utilizzata disciolta in soluzione 

salina con 0.1% ascorbato di sodio. 

 

3.2. Animali 

Durante tutti gli esperimenti sono stati utilizzati: 

1) Topi C57BL/6 maschi con peso corporeo compreso tra i 30-35 gr (Charles 

River laboratori spa, Calco, Italia) 

2) Ratti Wistar maschi con peso corporeo compreso tra i 280-320 gr (Morini 

laboratori, Reggio Emilia, Italia) 

Gli animali sono stati alloggiati in gabbie con libero accesso a cibo ed acqua ad 

libitum, mantenuti secondo un ciclo luce/buio di 12:12 h (la luce inizia alle 07:00 

a.m.) e con una temperatura ambientale costante di 21 °C. prima dell’inizio di ogni 

esperimento è stata verificata la salute degli animali in accordo alle vigenti normative 

(Morton and Griffiths, 1985). Tutte le procedure utilizzate sono state approvate dalla 

direttiva 86/609 della Comunità Europea inclusa nel Decreto No. 116/192 del 

Ministero Italiano della Salute Pubblica. 
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3.3. Costruzione della sonda microdialitica 

Durante tutti gli esperimenti sono stati utilizzati due tipi di sonde microdialitiche: 

1) Sonda singola 

2) Sonda doppia 

3.3.1 Sonda singola intrastriatale 

La sonda microdialitica a singola via (Serra et al., 2003b), impiantata nei C57BL/6, è 

stata realizzata secondo una geometria coassiale dove un capillare siliceo rivestito in 

materiale plastico (i.d.75/o.d. 150 µm, Scientific glass engineering, Milton Keynes, 

UK), utilizzato come inlet, è stato posizionato al centro di una fibra da dialisi semi-

permeabile in poliacrilonitrile ed a cui viene aggiunta una sezione di un tubo di 

polietilene (i.d. 0.58 mm, portex, Hythe, UK) per completare la via d’ingresso della 

sonda. La fibra da dialisi, con cut-off del peso molecolare di 12 KDa (AN69,Hospal 

Industrie, Francia) e forma cilindrica, è stata sigillata ad una estremità con una resina 

epossidica bicomponente ad essicazione rapida mentre l’altra estremità della fibra è 

stata introdotta in una seconda sezione di polietilene che funge da outlet. Infine la 

membrana microdialitica viene schermata con un sottilissimo strato di resina 

epossidica lasciando libera solo una zona attiva di 2 mm di lunghezza (figura 8). 

Una sonda analoga a quella utilizzata nel topo, con una zona attiva di 4mm, è stata 

costruita per gli esperimenti condotti sui ratti wistar trattati con l’α-sinucleina per 

ridurre al minimo il danno in animali gia precedentemente sottoposti a chirurgia 

stereotassica per l’induzione della lesione nigrale.  

La sonda ha un diametro finale di circa 0.22 mm. 
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Figura 8. Ricostruzione 3D della sonda a singola via 

 

3.3.2 Sonda doppia intrastriatale 

La sonda microdialitica doppia (Rocchitta et al., 2004), impiantata nei ratti Wistar 

per la simultanea analisi cromatografica e spettrofotometrica del microdializzato, è 

una modificazione di quella precedentemente descritta e combina due sonde singole 

indipendenti tra loro, dalla geometria coassiale con due separati inlet a cui 

corrispondono due separati outlet (figura 9) che permettono l’infusione simultanea, 

ma separata, e il recupero di separati campioni di dializzato dallo stesso sito 

intrastriatale. 

La sonda microdialitica doppia è stata costruita secondo una geometria coassiale 

dove due pezzi di capillare siliceo rivestito in materiale plastico (i.d.75/ o.d. 150 µm, 

Scientific glass engineering, Milton Keynes, UK), utilizzati come inlet, sono stati 

posizionati al centro di due fibre da dialisi semi-permeabile in poliacrilonitrile ed a 

cui vengono aggiunte due sezione di un tubo di polietilene (i.d. 0.58 mm, portex, 

Hythe, UK) per completare la via d’ingresso della sonda. Le due fibre da dialisi, con 

cut-off del peso molecolare di 12 KDa (AN69,Hospal Industrie, Francia) e forma 

cilindrica, sono state sigillate ad una estremità con una resina epossidica 

bicomponente ad essicazione rapida mentre l’altra estremità della fibra è stata 

introdotta in una seconda sezione di polietilene che funge da outlet. Infine le due 

membrane microdialitiche, strettamente ravvicinate, vengono schermate con un 

sottilissimo strato di resina epossidica lasciando libera solo una zona attiva di 4 mm 
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di lunghezza. Ogni sonda ha un diametro finale di circa 0.22 mm e il diametro finale 

della sonda doppia è di circa 0.45 mm. 

 

 

Figura 9. Ricostruzione 3D della sonda a doppia via 

 

3.4. Chirurgia stereotassica 

La chirurgia è stata eseguita sotto anestesia da cloralio idrato (400 mg/kg) 

somministrata per via intraperitoneale (i.p.). Durante l’anestesia, la temperatura 

corporea dell’animale è stata mantenuta costante a 37 °C con l’utilizzo di un 

tappetino isotermico (Harvard Apparatus, Kent, UK). Posizionato sul tavolo 

operatorio (Kopf 900 + Cunningham mouse and neonatal rat adaptor), assicurato 

tramite una barra dentale e due barre auricolari, all’animale si impianta la sonda 

microdialitica nello striato destro secondo le coordinate stereotassiche fornite 

dall’atlante Paxinos & Franklin (Paxinos and Franklin, 2004): 

 A/P: +0.5 mm, M/L: -1.8 mm dal bregma, e D/V: -3.5 mm dal tavolato cranico per 

le operazioni effettuate sui topi e secondo le coordinate stereotassiche fornite 

dall’atlante Paxinos & Watson (Paxinos and Watson, 1986): 

 A/P: +0.5 mm, M/L: -2.5 mm dal bregma, e D/V: -7.0 mm dalla dura madre per le 

operazioni effettuate sui ratti. 

Negli esperimenti con somministrazione intranigrale (TAT-α-synA30P) è stata 

inserita una cannula direttamente nella SNpc di destra utilizzando le coordinate 

stereotassiche fornite dall’atlante Paxinos & Watson: 
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 A/P: -5.7 mm, M/L: -2.0 mm dal bregma, and D/V:  -8.7 mm dalla dura madre per le 

operazioni effettuate sui ratti (Recchia et al., 2008). 

 

3.5. Microdialisi 

3.5.1 Procedura microdialitica 

Al termine dell’operazione chirurgica, gli animali sono stati sistemati all’interno di 

un gabbia cilindrica di plexiglass trasparente (bowl) del diametro di circa 45 cm e 

mantenuti in un ambiente con luce e temperatura controllate, avendo libero accesso 

ad acqua e cibo. Gli esperimenti di microdialisi sono stati eseguiti a partire dalle 24h 

dopo l’impianto della sonda, nello stesso bowl e con l’animale freely moving. La 

composizione della soluzione ringer utilizzata è descritta nella tabella che segue: 

 

soluzione Ringer       pH 6.0 

NaCl     147.0 mM 

KCl 4.0 mM 

Ca Cl2 1.2 mM 

MgCl2 1.0 mM 

Tabella 1. Composizione dela soluzione ringer utilizzata negli esperimenti di microdialisi 

 

La soluzione ringer così preparata è identica per tutti gli esperimenti; concentrata 

10X è stata suddivisa in aliquote da 1ml, congelata a -20 °C e diluita 1:10 in 

soluzione fisiologica al momento dell’uso. 

Una pompa da microinfusione (CMA/100; Microdialysis, Stockholm, Sweden) 

perfonde il ringer ad un flusso costante mediante una o più siringhe, ciascuna 

collegata al corrispettivo inlet della sonda da dialisi con un tratto di tubo in 

polietilene. Ogni 20 minuti si è proceduto al recupero manuale dei campioni di 

dializzato che, depositati in provette da microcentrifuga del volume di 250 µl, sono 

stati immediatamente iniettati nei sistemi analitici. 

Durante tutti gli esperimenti sono stati utilizzati i seguenti flussi di perfusione: 
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1. flusso di 1.5 µl/min per l’analisi neurochimica delle catecolamine, 

indolamine, AA e UA (HPLC-EC); 

2. flusso di 0.6 µl/min per l’analisi del metabolismo energetico (CMA 

Iscus). 

I trattamenti farmacologici con d-amph e MPTP sono stati somministrati in maniera 

sistemica mediante iniezione intraperitoneale durante lo svolgimento degli 

esperimenti. Il trattamento intranigrale con TAT-α-synA30P è stato eseguito in sede 

di chirurgia mediante microinfusione topica con l’ausilio di una pompa da 

microinfusione (CMA/100). Il trattamento farmacologico con nicotina è stato 

somministrato tramite retrodialisi striatale (1h di infusione) durante lo svolgimento 

degli esperimenti. 

 

 3.5.2 Swivel e Swivel GB1sw  

Durante gli esperimenti di microdialisi, per limitare le interferenze dovute alla 

manipolazione dell’animale da parte dell’operatore, ci si è avvalsi di un dispositivo 

detto swivel. Lo swivel è una device utilissima negli esperimenti di infusione 

continua in quanto impedisce l’aggrovigliamento del catetere causato dalle rotazioni 

dell’animale nel bowl. Agendo sullo swivel e non direttamente sull’animale 

l’operatore riesce a preservare il flusso di perfusione senza interferire con 

l’esperimento. Sono stati utilizzati 2 modelli di swivel: 

1. Dual Channel Swivel a due canali separati; 

2. Single Channel Swivel ad un unico canale. 

Il Dual Channel Swivel (mod. 375/D/22, Instech Solomon, Plymouth Meeting PA, 

USA) permette sia l’infusione in un canale e il monitoraggio nell’altro sia l’infusione 

dei due canali in maniera indipendente. Questo modello “stainless steel” è stato 

utilizzato negli esperimenti in cui è stata impiantata la sonda doppia. 

Il Single Channel Swivel GB1sw è un prototipo da me ideato, costruito e testato nel 

laboratorio di microdialisi durante il dottorato. Si tratta di un “swivel plastico” ad un 

solo canale utilizzato negli esperimenti in cui è stata impiantata la sonda singola. Si 

tratta di due sezioni di metallo con un diametro leggermente differente (o.d. 0.9 mm 

et 0.6 mm) che vengono inserite l’una nell’altra all’interno di una camera plastica a 
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tenuta stagna, la quale fornisce anche il fulcro di rotazione del sistema. Un corpo e 

un holder di materiale plastico completano il dispositivo. Per il fissaggio delle parti 

esterne al circuito di perfusione è stata utilizzata della resina epossidica e del ciano-

acrilato. Del silicone è stato utilizzato come lubrificante e isolante nel fulcro di 

rotazione (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Rappresentazione schematica del GB1sw. Holder (a sinistra) e sistema di rotazione e 
perfusione (a destra) 

 

La semplicità nella costruzione e nel reperire i materiali utilizzati, il ridotto volume 

morto e la possibilità di adattare il dispositivo ai diversi modelli animali fanno del 

GB1sw uno swivel “usa e getta” che riduce al minimo la possibilità di interferenze 

dovute ai diversi trattamenti eseguiti nei vari esperimenti e mantiene altresì contenuti 

i costi di  ogni singolo esperimento di microdialisi, offrendo così un vantaggio sui 

modelli di swivel ad un singolo canale sia in materiale metallico che plastico già 

presenti in commercio. 
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3.5.3 Trattamento sub-acuto con MPTP in topi C57BL/6 

Gli animali, divisi in gruppi di 3 topi ciascuno, hanno ricevuto 4 somministrazioni di 

MPTP (20 mg/Kg/i.p./100 µl soluzione salina) in un unico giorno, distanziate di 4h 

l’una dall’altra. Dopo ogni iniezione gli animali sono stati stabulati in una stanza a 

temperatura controllata (28°C circa) per favorirne la termoregolazione, con libero 

accesso a cibo ed acqua. Il gruppo controllo ha ricevuto 4 somministrazioni di 

soluzione salina (100 µl i.p.). 

 

3.5.4 Trattamento sub-cronico con MPTP in topi C57BL/6 

Gli animali, divisi in gruppi di 3 topi ciascuno, hanno ricevuto 1 somministrazione di 

MPTP (25 mg/Kg/i.p./100 µl soluzione salina) al giorno per 5 giorni consecutivi. 

Dopo ogni iniezione gli animali sono stati stabulati in una stanza a temperatura 

controllata (28°C circa) per favorirne la termoregolazione, con libero accesso a cibo 

ed acqua. Il gruppo controllo ha ricevuto 4 somministrazioni di soluzione salina (100 

µl i.p.). 

 

3.5.5 Trattamento con dosi a scalare di MPTP in ratti Wistar 

Gli animali, divisi in gruppi di 3 ratti ciascuno, hanno ricevuto 1 somministrazione di 

MPTP a scalare (rispettivamente 25, 15 e 10 mg/Kg/i.p./2.5ml soluzione salina) al 

giorno per 3 giorni consecutivi. Dopo ogni iniezione gli animali sono stati stabulati 

in una stanza a temperatura controllata (28°C circa) per favorirne la 

termoregolazione, con libero accesso a cibo ed acqua. Il gruppo controllo ha ricevuto 

3 somministrazioni di soluzione salina (2.5 ml i.p.). 

 

3.5.6 Trattamento con d-amfetamina in ratti Wistar 

Gli animali, divisi in gruppi di 3 ratti ciascuno, hanno ricevuto 1 somministrazione di 

d-amph (2 mg/Kg/i.p./2.5ml soluzione salina) dopo 60’ dall’inizio dell’esperimento 

di microdialisi 
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3.5.7 Trattamento con αααα-sinucleina in ratti Wistar 

Gli animali, divisi in gruppi di 3 ratti ciascuno, hanno ricevuto 1 somministrazione di 

TAT-α-synA30P direttamente nella SNpc. La TAT-α-synA30P (1µg/µl in soluzione 

salina + 0.1% ascorbato di sodio) è stata somministrata in sede di chirurgia 

stereotassica utilizzando una siringa Hamilton da 27Gauge montata su una pompa da 

microinfusione (CMA/100) ad un flusso di 0.5µl/min. Ogni ratto ha ricevuto 5µl 

totali di TAT-α-synA30P. La cannula è stata lasciata in situ per 5 minuti prima di 

essere lentamente rimossa dall’animale. 

I controlli, divisi in gruppi di 3 ratti ciascuno, hanno ricevuto 1 somministrazione 

intranigrale di 5µl di soluzione salina + 0.1% ascorbato di sodio con le stesse 

modalità dei trattati. 

 

3.5.8. Tecnica del doppio flusso asimmetrico microdializzante 

Il concetto di recovery è molto importante nella tecnica della microdialisi. È utile 

distinguere due tipi di recovery: il recovery relativo e il recovery assoluto. 

Quando tutte le componenti che costituiscono la sonda microdialitica sono 

standardizzate, il recovery relativo è la concentrazione di una particolare sostanza, 

recuperata nel dializzato, espressa  come valore percentuale della concentrazione del 

fluido in cui la sonda è immersa. Il recovery assoluto è la quantità totale di una 

sostanza recuperata in un predefinito periodo di tempo ed espressa in moli/litro. 

Quando una sonda da dialisi viene testata in vitro, all’aumentare del flusso di 

perfusione il recovery relativo decresce mentre il recovery assoluto aumenta. 

Negli esperimenti in vivo il recovery relativo è costante finché rimangono uguali le 

condizioni di perfusione, il recovery assoluto di una sostanza, invece, varia in 

relazione alla sua produzione/rilascio nel tessuto in esame. 

Negli esperimenti condotti, si è utilizzata una sonda doppia, con due inlet e due 

outlet separati e indipendenti, che ha permesso la simultanea analisi della 

neurochimica e del metabolismo energetico striatale. Il sistema era così 

composto(figura 11): i due inlet della sonda doppia, impiantata nello striato destro, 

sono stati collegati ciascuno ad una pompa da microinfusione e perfusi utilizzando 
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due differenti flussi (1.5 µl/min per la neurochimica e 0.6 µl/min per il metabolismo 

energetico). Ogni 20 minuti il campione di dializzato è stato raccolto dal 

corrispettivo outlet e successivamente analizzato per la determinazione delle 

concentrazioni dei vari analiti. 

 

 

Figura 11. Rappresentazione schematica del sistema a doppio flusso asimmetrico microdializzante 
utilizzato per la simultanea rivelazione della neurochimica e del metabolismo energetico striatale 

negli esperimenti di microdialisi 

 

Test in vitro e in vivo sono stati condotti per stabilire il flusso di perfusione più 

idoneo per il recovery dei metaboliti energetici, ottimizzandolo in relazione alla 

sensibilità del sistema di analisi e sincronizzandolo alla tempistica del recovery delle 

catecolamine con lo scopo di ridurre la manipolazione dell’animale durante gli 

esperimenti. È stata valutata inoltre la possibilità di una mutua interferenza nel 

recovery delle sostante causata dall’utilizzo di due flussi diversi . 

 

3.6. Istologia 

Al  termine degli esperimenti, gli animali sono stati sacrificati con una overdose di 

cloralio idrato (800 mg/kg i.p.). il posizionamento delle sonde microdialitiche è stato 

confermato post-mortem mediante analisi istologica. Il cervello è stato fissato e 

tramie un criostato sono state ottenute delle sezioni coronali dello spessore di 50 µm. 

Le sezioni sono state colorate con cresyl violet e osservate al microscopio.  
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3.7. Preparazione ed analisi neurochimica tissutale di 

campioni di striato e brainstem 

Dopo il sacrificio degli animali, sono stati rimossi rapidamente lo striato e il 

brainstem comprensivo della SNpc, quindi pesati ed omogeneizzati in acido meta-

fosforico (meta-H3PO4) all’1% contenente EDTA 1mM. Dopo centrifugazione 

(17,500 × g per 10 min a 4 °C), il sopranatante è stato diviso in 2 aliquote. La prima 

aliquota è stata filtrata e immediatamente iniettata nel sistema HPLC per l’analisi di 

DA, DOPAC, HVA, 3-MT e acido ascorbico. Nella seconda aliquota, portato il pH a 

7.0 con K2HPO4 al 45%, è stato aggiunto l’1% di DL-omocisteina per ridurre l’acido 

deidroascorbico (DHAA) ad acido ascorbico. Il campione è stato incubato per 30 

minuti a 25 °C, quindi portato a pH 3.0 con meta-H3PO4 al 30%, filtrato e iniettato 

(20µl) in HPLC per la determinazione dell’acido ascorbico tissutale totale. La 

concentrazione del DHAA è stata calcolata come differenza tra il contenuto di acido 

ascorbico della prima e della seconda aliquota. 

 

3.8. Analisi dei campioni di microdializzato 

I campioni di microdializzato raccolti durante l’esperimento, sono stati analizzati con 

due diversi sistemi per valutare le variazioni delle concentrazioni delle sostanze in 

esame. I sistemi analitici utilizzati sono uno cromatografico e l’altro 

spettrofotometrico. 

 

3.8.1 Analisi Cromatografica 

La quantificazione neurochimica delle catecolamine, indolamine, AA e UA è stata 

eseguita mediante cromatografia liquida ad alte prestazioni con rilevazione 

elettrochimica (high performance liquid chromatography with electrochemical 

detection, HPLC-EC). È stata utilizzata una pompa Varian 9001 HPLC dotata di un 

iniettore Rheodyne (mod. 7725), una colonna a fase inversa (Adsorbosphere C18, 

100 mm × 4.6 mm i.d., particle size: 3 µm) (Alltech, USA), un detector 
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elettrochimico BAS mod. LC4B. i cromato grammi sono stati acquisiti tramite 

interfaccia Varian Star Chromatographic Workstation v. 4.0 per l’elaborazione e il 

calcolo. La fase mobile finale era così composta: KH2PO4 2.1 g/l, K2HPO4 0.7 g/l, 

EDTA 0.5 mM, MeOH 8.0% e OSA 100 mg/l (pH=2.65); è stato utilizzato un flusso 

0.8 ml/min e un potenziale applicato di +780 mV. Il pH è stato aggiustato con acido 

fosforico concentrato. Per la quantificazione delle sostanze nei campioni è stata 

utilizzao un mix di standard, le cui concentrazioni erano: AA 7.5 µM, UA 1.0 µM, 

NE 15 nM, L-DOPA 12.7 nM, DOPAC 0.6 µM, DA 7.0 nM, 5-HIIA 0.5 µM, HVA 

0.5 µM, 3-MT 50 nM and 5-HT 5 nM. 

 

3.8.2 Analisi Spettrofotometrica 

La quantificazione del metabolismo energetico è stata eseguita utilizzando il 

dispositivo ISCUS (Clinical Microdialysis Analizer, CMA/Microdialysis Sweden). 

Si tratta di un sistema di analisi basato sulla cinetica enzimatica con una rivelazione 

spettrofotometrica, in grado di determinare le concentrazioni di glucosio, lattato, 

piruvato e il rapporto lattato/piruvato direttamente dal microdializzato. 

Il glucosio viene ossidato enzimaticamente dalla glucoso ossidasi (GOD) in 

gluconolattone e perossido d’idrogeno dalla seguente reazione: 

 

 Glu + O2   gluconolattone + 6 H202     (8) 

 

la perossidasi (POD) catalizza la reazione colorimetrica con il perossido di idrogeno 

formatosi, il fenolo e il 4-amino-antipyrine (4-AA) producendo il quinoneimine, un 

composto colorato rosso/viola: 

 

 2 H202 + fenolo + 4-AA           quinoneimine + 4 H20            (9) 

 

L’assorbanza del composto colorato viene letta ad una lunghezza d’onda di 530 nm e 

confrontata con uno standard per determinare la concentrazione di glucosio nel 

dializzato. 
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Il lattato viene ossidato enzimaticamente dalla lattato ossidasi (LOD) in piruvato e 

perossido d’idrogeno dalla seguente reazione: 

 

 Lac + O2   Pyr + H202      (10) 

 

la perossidasi (POD) catalizza la reazione colorimetrica con il perossido di idrogeno 

formatosi, il fenolo e il 4-AA producendo il quinoneimine, un composto colorato 

rosso/viola: 

 

 H202 + 4-Cl-fenolo + 4-AA   quinoneimine + 2 H20 + HCl (11) 

 

L’assorbanza del composto colorato viene letta ad una lunghezza d’onda di 530 nm e 

confrontata con uno standard per determinare la concentrazione di glucosio nel 

dializzato. 

Il piruvato viene ossidato enzimaticamente dalla piruvato ossidasi (PyrOx) in 

presenza di fosfato inorganico (Pi) ad acetilfosfato, anidride carbonica e perossido 

d’idrogeno dalla seguente reazione: 

 

 Pyr + Pi + O2      acetilfosfato + CO2 + H202   (12) 

 

la perossidasi (POD) catalizza la reazione colorimetrica con il perossido di idrogeno 

formatosi, il TOOS e il 4-AA producendo il quinonediimine, un composto colorato 

rosso/viola: 

 

 2 H202 + TOOS + 4-AA       quinonediimine + 4 H20  (13) 

 

L’assorbanza del composto colorato viene letta ad una lunghezza d’onda di 530 nm e 

confrontata con uno standard per determinare la concentrazione di glucosio nel 

dializzato. 

Il rapporto L/P viene calcolato dall’apparecchio sui valori di lattato e piruvato 

registrati nel microdializzato. L’ISCUS fornisce il valore del L/P solo quando 
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entrambe le sostanze sono leggibili nel campione, se una delle due non fosse 

calcolabile non viene registrato il rapporto L/P per quel campione. 

 

3.9. Forced swim test 

Il forced swim test permette di slatentizzare il danno neuromotorio dovuto alla 

somministrazione di MPTP diversi giorni dopo la prima iniezione della 

neurotossina. A tale scopo è stata utilizzata una piccola piscina costruita in 

plexiglass di 25 cm di larghezza, 40 cm di lunghezza, 16 di profondità. L’acqua è 

stata mantenuta ad  una temperatura costante di 27 ± 2 °C. (Haobam R. et al 2005). 

La qualità del nuoto è stata valutata in un tempo di 15’ in base a scores prestabiliti. 

 

3.10. Analisi statistica 

Gli effetti farmacologici dei trattamenti sulla neurochimica cerebrale degli animali, 

sono stati valutati come variazione dei valori assoluti nella concentrazione sia nel 

tessuto che nel dializzato. La significatività statistica è stata confermata dall’analisi 

della varianza (ANOVA) per le differenze tra i gruppi e nel tempo. Le differenze nei 

e tra i gruppi sono state calcolate attraverso il paired o unpaired t-test (Student-

Newman-Keuls multiple comparison adjustment). 
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4. Risultati 
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4.1 Effetti del trattamento sub-acuto con MPTP in topi 

C57BL/6 

A seguito del trattamento sub-acuto con MPTP, sono stati valutati i livelli tissutali di 

DA, 3MT, DOPAC, HVA, AA, DHAA, 5-HT e 5-HIAA sia nei gruppi controllo 

(somministrazione intraperitoneale di soluzione salina) che nei gruppi trattato. Le 

variazioni delle concentrazioni dei campioni provenienti dallo striato e dal brainstem 

(inclusa la SNpc) sono state valutate 1, 7, 14, e 21 giorni dopo le 4 somministrazioni 

intraperitoneali di MPTP.  

 

4.1.1. Effetto del trattamento sub-acuto con MPTP su DA e 3-MT 

tissutali nello striato e SNpc 

Come illustrato nella figura 12, la somministrazione sistemica di MPTP ha indotto 

un rapido declino nella DA tissutale nei campioni di origine striatale, già  ad un 

giorno dal trattamento (-92.8% rispetto ai controlli; p<0.05). Tale diminuzione si è 

mantenuta relativamente costante nel corso delle tre settimane successive con una 

riduzione pari a -96.5% riscontrabile in 21a giornata. 

 

Figura 12. Effetto del trattamento sub-acuto con MPTP su DA striatale tissutale 
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Nei campioni di brainstem che includevano la SNpc (figura 13), al contrario, la DA 

tissutale non è significativamente variata rispetto ai controlli nella prima settimana 

dopo il trattamento, manifestando un declino significativo solo a partire dal 14° 

giorno con una diminuzione massima in 21a giornata (-65.6% rispetto ai controlli; 

p<0.05). 

 

Figura 13. Effetto del trattamento sub-acuto con MPTP su DA tissutale nel brainstem  

 

La 3MT ha mostrato un decremento simile alla DA sia nei tessuti di origine striatale 

che in quelli provenienti dal brainstem (dati non riportati). 

 

4.1.2. Effetto del trattamento sub-acuto con MPTP su DOPAC e HVA 

tissutali nello striato 

Nei campioni di tessuto provenienti dalla regione striatale, l’effetto del trattamento 

sub-acuto con MPTP sui livelli di DOPAC e HVA ha indotto con una marcata 

riduzione della loro concentrazione (-95.8% rispetto ai controlli; p<0.05), già ad un 

giorno dal trattamento. Tuttavia si può osservare come, a partire dalla 14a giornata, si 

manifesti un graduale aumento di DOPAC+HVA che risultano essere significativi se 

confrontai con quelli del giorno 1 (figura 14A).  
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Figura 14. Effetto del trattamento sub-acuto con MPTP su DOPAC e HVA tissutali nello striato 
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Il rapporto DOPAC+HVA/DA è un indice del turnover della dopamina, mostra un 

significativo aumento rispetto ai controlli durante le 3 settimane successive al 

trattamento come si evidenzia dalla figura 14B, con un incremento massimo in 14a 

giornata. 

 

4.1.3. Effetto del trattamento sub-acuto con MPTP su AA e DHAA 

tissutali nello striato e SNpc 

Nei campioni di tessuto provenienti dalla regione striatale, un trattamento sub-acuto 

con MPTP i.p. non ha modificato significativamente i livelli di AA e AA+DHAA 

rispetto ai controlli durante i 21 giorni di osservazione. Al contrario nella regione del 

brainstem si è dimostrata una progressiva diminuzione dei valori sia di AA sia di 

AA+DHAA, che risulta statisticamente significativa (p<0.05) rispetto ai controlli già 

a partire dalla 7a giornata, con una diminuzione massima riscontrabile in 21a giornata 

rispattivamente del -17% per AA e -19.5% per AA+DHAA (p<0.05). Inoltre si è 

visto che, sia nei controlli sia in animali sottoposti a trattamento sub-acuto, i valori 

tissutali di AA rinvenuti nel brainstem risultano essere sempre più elevati di quelli 

riscontrati nello striato nei giorni di osservazione ma perdono significatività statistica 

già dalla 7a giornata come illustrato in figura 15. 
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Figura 15. Effetto del trattamento sub-acuto con MPTP su AA e DHAA tissutali nello striato e SNpc 

 

L’analisi dei tessuti di origine striatale effettuata nelle ore immediatamente 

successive  alla somministrazione dell’ultima dose del trattamento sub-acuto con 

MPTP, ha evidenziato come non vi siano variazioni statisticamente significative nei 

valori di AA (figura 16A), mentre si riscontra una significativa riduzione dei valori 

di DHAA a 3h e 24h dall’ultima iniezione della tossina rispetto alle giornate 7, 14, 

21, dove si registra un aumento dei livelli di DHAA (figura 16B). 
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Il rapporto DHAA/AA (figura 16C) si riduce durante la prima giornata dopo 

l’ultima somministrazione di MPTP e in particolare in maniera statisticamente 

significativa rispetto ai controlli a 3h e 24h dall’ultima dose (rispettivamente –36% e 

–30%, p<0.05), mentre in  7a, 14a, 21a giornata si ha un incremento significativo del 

rapporto rispetto ai controlli (rispettivamente +38% , +34.5% e +45.3%, p<0.05). 

 

 

Figura 16. Effetto del trattamento sub-acuto con MPTP su AA, DHAA e DHAA/AA ratio tissutali 
nello striato nelle prime ore dopo il trattamento 

 

4.1.4. Effetto del trattamento sub-acuto con MPTP su 5-HT e 5-HIAA 

tissutali nello striato 

Come illustrato nella figura 17A, la somministrazione sistemica di MPTP non ha 

modificato le concentrazioni di 5-HT nei campioni di origine striatale, mentre ha 

indotto un progressivo declino nella 5-HT tissutale nei campioni provenienti dal  
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brainstem già ad un giorno dal trattamento, fino ad una riduzione pari a -63.8% 

(rispetto ai controlli; p<0.05) riscontrabile in 21a giornata. 

Nessuna variazione statisticamente significativa dei livelli di 5-HIAA è stata 

riscontrata sia nei campioni provenienti dallo striato che in quelli del brainstem 

(figura 17B) a seguito della somministrazione di MPTP i.p. 

 

 

Figura 17. Effetto del trattamento sub-acuto con MPTP su 5-HT e 5-HIAA tissutali nello striato 

 

Il rapporto 5-HIAA/5-HT risulta invece aumentato sia nello striato che nel brainstem, 

come è evidente dalla figura 17C. L’incremento maggiore nello striato si ha in 1a 

giornata (+66,7% rispetto ai controlli; p<0.05), mentre nel brainstem si riscontra in 

21a  giornata (+216% rispetto ai controlli; p<0.05) 
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4.2 Effetti di un trattamento sub-cronico con MPTP in topi 

C57BL/6 

A seguito di un trattamento sub-cronico con MPTP sono stati valutati i livelli striatali 

di DA, 3MT, DOPAC, HVA e AA. Le variazioni delle concentrazioni delle succitate 

sostanze nello striato degli animali, sono state valutate, mediante microdialisi 

cerebrale sia durante il trattamento sia 7, 14, e 21 giorni dopo la sospensione della 

somministrazione intraperitoneale di MPTP. La sonda micro dialitica a singola via è 

stata inserita nello striato destro 24h prima dell’esperimento di dialisi. 

  

4.2.1. Effetto del trattamento sub-cronico con MPTP su DA e 3MT nel 

dializzato striatale 

Come illustrato in figura 18, la prima somministrazione sistemica di MPTP 

determina un aumento significativo della concentrazione della DA e della 3-MT nel 

dializzato striatale rispetto ai valori della linea di base (0-40 min). Il picco massimo 

di DA è riscontrabile 100 minuti dopo la somministrazione di MPTP, mentre per la 

3-MT la concentrazione più alta si riscontra dopo 120 minuti dalla somministrazione. 

 

 

Figura 18. Effetto del trattamento sub-cronico con MPTP su DA e 3MT nel dializzato striatale day 1 
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I valori basali di DA e 3-MT registrati durante il quinto giorno (figura 19) di 

trattamento risultarono essere più bassi di quelli rinvenuti al giorno 1. A seguito della 

somministrazione della dose di MPTP si è evidenziato un significativo aumento delle 

concentrazioni extracelluari di DA e 3-MT con latenza ed ampiezza inferiori rispetto 

a quelle evidenziate in prima giornata. Sia i valori basali che i valori di DA e 3-MT a 

seguito della singola somministrazione di MPTP, risultarono decrescere 

progressivamente durante il trattamento, come dimostrato in animali il cui 

monitoraggio microdialitico è stato effettuato nei giorni 2, 3 e 4 (dati non riportati). 

 

 

Figura 19. Effetto del trattamento sub-cronico con MPTP su DA e 3MT nel dializzato striatale day 5 

 

4.2.2. Effetto di una “dose challenge” di MPTP su DA e 3MT nel 

dializzato striatale  

La somministrazione sistemica di una “dose challenge” di MPTP in topi 

precedentemente sottoposti ad un trattamento sub-cronico, induce un immediato 

release di DA con aumento della stessa e della 3-MT nel dializzato striatale. Poiché 

la 3-MT viene prodotta dalle COMT agendo sulla dopamina extracellulare, la somma 

DA+3-MT può essere considerata un indice della quantità totale di DA rilasciata e 

presente negli spazi extracellulari. In diversi gruppi di animali pre-trattati la “dose 
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challenge” di MPTP è stata  somministrata per via intraperitoneale 7, 14 e 28 giorni 

dopo la fine del trattamento sub-cronico.  

La figura 19 mostra come la somministrazione di una “dose challenge”di MPTP 

induca sempre un aumento di DA+3MT statisticamente significativo (p<0.05) 

rispetto ai valori basali e come tale aumento diventi più marcato con il passare del 

tempo dall’ultima dose del trattamento sub-cronico. In 28a giornata l’aumento di 

DA+3MT a seguito della iniezione di MPTP i.p., è risultato statisticamente superiore 

(p<0.05) a quello avvenuto in 7a e 14a giornata.  

 

Figura 20. Effetto di una “dose challenge” di MPTP su DA e 3MT nel dializzato striatale 

 

4.2.3. Effetto di una “dose challenge” di MPTP su DOPAC e HVA nel 

dializzato striatale 

La prima somministrazione sistemica di MPTP determina una riduzione 

statisticamente significativa dei valori medi di DOPAC+HVA (p<0.05) rispetto ai 

valori medi basali. Come mostrato in figura 21, a seguito di una “dose challenge” 

nei giorni 7 e 28, sia i valori basali che i valori di DA e 3-MT registrati dopo la 

somministrazione di MPT sono risultati essere ancora statisticamente significativi 

(p<0.05 rispetto alla 1a giornata) anche se è evidente un aumento dei valori dei 
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cataboliti della DA con il passare del tempo dall’ultima dose del trattamento sub-

cronico. 

 

 

 

Figura 21. Effetto di una “dose challenge” di MPTP su DOPAC e HVA nel dializzato striatale 

 

4.2.4. Effetto di una “dose challenge” di MPTP su AA nel dializzato 

striatale 

In animali soggetti a trattamento sub-cronico, la somministrazione sistemica di 

MPTP ha mostrato un leggero, ma statisticamente non significativo, aumento dei 

valori medi di AA rispetto ai valori medi basali (figura 22A). In diversi gruppi di 

animali pre-trattati la “dose challenge” di MPTP, somministrata per via 

intraperitoneale 7, 14 e 28 giorni dopo la fine del trattamento sub-cronico, ha 

evidenziato una riduzione dei valori medi basali di AA rispetto quelli riscontrati 

durante il trattamento. È presente un trend di recupero tendente a ripristinarne i valori 

particolarmente visibile in 28a giornata (p<0.05 rispetto al giorno 7). Per quanto 

riguarda i valori medi di AA dopo la somministrazione della “challenge dose”, si è 

riscontrata una diminuzione statisticamente significativa nella 7a e 14 a giornata 

(p<0.05 rispetto ai basali) mentre si è riscontrato un aumento dell’AA in 28a giornata 
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statisticamente significativo (p<0.05) rispetto al giorno 7 e 14 come mostrato in 

figura 22B. 

 

Figura 22. Effetto di una “dose challenge” di MPTP su AA nel dializzato striatale 
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4.2.5. Effetto di una “dose challenge” di MPTP su Forced Swim Test 

Animali soggetti a trattamento sub-cronico con MPTP son stati sottoposti a Forced 

Swim Test. I diversi gruppi di animali (controlli e trattati) sono stati immersi in una 

vasca e costretti a nuotare per 15 minuti consecutivi mentre la loro prestazione 

veniva valutata con un punteggio secondo degli score prestabiliti. 

Dopo la quinta dose di MPTP del trattamento sub-cronico, si è riscontrata una 

diminuzione significativa (70%, p<0.05) dello score rispetto ai controlli; lo stesso 

test è stato ripetuto 6 giorni dopo la sospensione del trattamento e si è evidenziato 

una ripresa dello score rispetto ai controlli. La somministrazione di una “dose 

challenge” di MPTP i.p. in 7a giornata dopo la sospensione del trattamento determina 

una riduzione dello score nel swim test statisticamente significativa rispetto ai 

controlli (34%, p<0.05) come mostrato in figura 23. 

 

 

Figura 23. Effetto di una “dose challenge” di MPTP su Forced Swim Test 

 

4.3 Metabolismo e neurochimica energetico striatale in ratti 

Wistar 

A seguito di una somministrazione intraperitoneale di MPTP in ratti wistar, sono stati 

valutati i livelli striatali di glucosio, lattato, piruvato e il rapporto lattato/piruvato 
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(L/P ratio). Le variazioni della concentrazione di dopamina striatale e le 

modificazioni del metabolismo energetico sono state valutate mediante microdialisi 

cerebrale nel corso di 3 giorni, a partire dalla somministrazione di MPTP. La sonda 

microdialitica doppia è stata inserita nello striato destro dell’animale 24h prima 

dell’esperimento di dialisi.  

 

4.3.1. Determinazione sperimentale del doppio flusso asimmetrico 

microdializzante 

La validazione in vitro della sonda doppia è stata effettuata in una bulk solution 

contenente glucosio (1mM), lattato (1mM) e piruvato (1mM). È stata eseguita una 

dialisi continua, con campionamento di 20 minuti, variando la combinazione dei 

flussi sui due ingressi della sonda; si è così calcolato il recovery relativo della sonda 

che risulta essere rispettivamente del 41.1% per il glucosio, 52.3% per il lattato e 

45.1% per il piruvato (figura 24). Le modificazioni dei flussi, nelle varie 

combinazioni testate, non hanno influenzato la capacità di recovery delle due 

emisonde che agiscono quindi come due entità separate non mutualmente 

influenzabili. 

 

 

Figura 24. Recovery in vitro di glucosio, lattato e piruvato con doppio flusso asimmetrico 
microdializzante 
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Una seconda batteria di test è stata effettuata per valutare la performance della sonda 

doppia in una matrice artificiale, con lo scopo di ricreare le condizioni relative alla 

velocità di diffusione delle sostanze in esame nel cervello. La sonda, inserita in un 

gel di agaroso 0.5% equilibrato con una bulk solution contenente glucosio (1mM), 

lattato (1mM) e piruvato (1mM), ha confermato i risultati ottenuti in vitro con la sola 

bulk solution, sia per quanto riguarda il recovery relativo che l’indipendenza delle 

due emisonde rispetto alle perturbazioni dovute ai flussi differenti (dati non 

riportati). 

I test in vivo concludono e validano la tecnica del doppio flusso asimmetrico.  

In tabella sono riportati alcuni dati relativi alle concentrazioni di glucosio, lattato e 

piruvato registrate nello striato di un ratto (n=3). 

 

Flusso µµµµl/min Glucosio [ µµµµM] Lattato [ µµµµM] Piruvato [ µµµµM] 

0.6  

0.6 

634 ± 21 

616 ± 16 

829 ± 30 

819 ± 27 

55.1 ± 2.3 

57.6 ± 2.1 

0.6 

0.9 

623 ± 28 

588 ± 19 

853 ± 25 

735 ± 21 

53.2 ± 1.8 

37.2 ± 1.2 

 0.6 

1.5 

630 ± 24 

259 ± 8 

841 ± 37 

347± 11 

51.9 ± 2.1 

13.5 ± 0.5 

Tabella 2. Recovery in vivo 

 

Come si può vedere, quantunque diminuisca all’aumentare del flusso di perfusione, il 

recovery  di ciascuna delle due emisonde è indipendente dal flusso di perfusione 

della controparte. 

 

4.3.2. Effetto dell’MPTP sul metabolismo energetico nel dializzato 

striatale 

La prima somministrazione intraperitoneale di MPTP, come mostrato in figura 25, 

induce un aumento non significativo nei livelli extracellulari di glucosio nello striato 

del ratto. Nei giorni successivi è stata registrata una progressiva, e statisticamente 
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significativa (p<0.05), diminuzione sia dei valori di glucosio extracellulare basale 

che in risposta ad una somministrazione di MPTP. Tale somministrazione in giorno 3 

non è più in grado di evocare un aumento del glucosio rispetto ai basali. 

 

 

Figura 25. Effetto dell’MPTP sul glucosio extracellulare striatale 

 

Per quanto riguarda il lattato, la prima somministrazione di MPTP induce un 

aumento significativo dei livelli di questo analita rispetto ai valori basali (p<0.05), 

nei giorni successivi si sono registrati valori basali di lattato significativamente 

aumentati rispetto a quelli del giorno 1 (p<0.05). Una ulteriore somministrazione di 

MPTP alla 2a e 3a giornata non evoca più un incremento dei livelli extracellulari di 

lattato, che in 3a giornata, benché ancora statisticamente significativo rispetto al 

giorno 1 e 2, risulta essere diminuito in maniera non significativa se confrontato con i 

basali dello stesso giorno (figura 26) 
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Figura 26. Effetto dell’MPTP sul lattato extracellulare striatale 

 

La somministrazione di MPTP alla 1a giornata, evoca un significativo aumento del 

piruvato (p<0.05). Come mostrato in figura 27, nelle giornate 2 e 3 si ha un declino 

dei livelli di piruvato nel fluido extracellulare dello striato, tale declino è risultato 

statisticamente significativo sia nei livelli basali che dopo il trattamento con MPTP. 

 

 

Figura 27. Effetto dell’MPTP sul piruvato extracellulare striatale 
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Di conseguenza, il rapporto lattato/piruvato (L/P ratio) nelle giornate esaminate, 

mostra un incremento costante e significativo (p<0.05) sia per quanto riguarda i 

livelli basali che quelli dopo le somministrazioni di MPTP, in cui i valori diL/P ratio 

risultano ampiamente incrementati già dalla 2a giornata, e manifestano il massimo 

aumento in 3a gionata dopo l’ultima somministrazione di MPTP (figura 28) 

 

 

Figura 28. Effetto dell’MPTP sulrapporto lattato/piruvato extracellulare striatale 

 

4.3.3. Effetto dell’MPTP su acido ascorbico, DA e suoi metaboliti nel 

dializzato striatale 

La somministrazione sistemica di 3 dosi a scalare di MPTP ha evidenziato un 

andamento qualitativamente simile dei livelli di acido ascorbico, dopamina, 3-MT, 

DOPAC e HVA (dati non riportati) a quello già descritto nei topi C57BL/6 sottoposti 

a trattamento sub-cronico con MPTP (prime 3 somministrazioni). 
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 4.3.4. Effetto di una singola dose di d-amph su DA e metabolismo 

energetico nel dializzato striatale 

Come precedentemente dimostrato (Miele et al., 2000), una somministrazione 

intraperitoneale di d-amph (2 mg/Kg) induce un immediato incremento del release 

striatale di dopamina seguito da una diminuzione di DOPAC e HVA ed un aumento 

di 3MT (figura 29B) rispetto ai valori basali (figura 29A). 

 

 

Figura 29. Cromatogramma del dializzato striatale del ratto. valori basali (A) e modificazione 
neurochimica a seguito di somministrazione di d-amph (B). Amplificazione: 100 nA/V. 

 

 L’analisi spetrofotometica del microdializzato ha inoltre evidenziato un’immediata 

modificazione dei livelli di glucosio, lattato e piruvato nella stessa regione cerebrale. 

Come riportato nella dalla figura 30, dopo il trattamento, si sono registrati aumenti 

statisticamente significativi dei livelli degli analiti in esame se paragonati ai 

corrispettivi valori basali (p<0.05). Il rapporto lattato/piruvato non ha mostrato 

variazioni statisticamente significative.  
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Figura 30. Effetto di una singola dose di d-amph su DA e metabolismo energetico nel dializzato 
striatale 

 

La figura 31, evidenzia l’effetto sul rapporto lattato/piruvato della somministrazione 

di una singola dose di d-amph e di una singola dose di MPTP. I livelli basali non 

mostrano differenze statisticamente significative, dopo i trattamenti mentre nella d-

amph non si riscontra un aumento significativo del rapporto, dopo la 

somministrazione di MPTP si registrano valori di L/P ratio significativamente 

aumentati (p<0.05) rispetto ai valori basali. 

 

 

Figura 31. Modificazione del rapporto lattato/piruvato a seguito di una somministrazione singola di 
d-amph e di MPTP nel microdializzato striatale di ratto 
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4.4 Effetti di un trattamento con αααα-sinucleina in ratti Wistar 

A seguito di una somministrazione intranigrale di α-sinucleina mutata (TAT-α-

synA30P), sono stati valutati i livelli basali di DA striatale sia nei gruppi controllo 

(somministrazione intranigrale di soluzione salina con 0.1% ascorbato di sodio) che 

nei gruppi trattato. Le variazioni della concentrazione striatale di dopamina sono 

state valutate 7, 14 e 21 giorni dopo la somministrazione intranigrale mediante 

microdialisi cerebrale. La sonda microdialitica è stata inserita nello striato destro 24h 

prima dell’esperimento di dialisi.  

 

4.4.1. Effetto di un trattamento con TAT-αααα-synA30P su DA nel 

dializzato striatale 

Come illustrato in figura 32, i livelli basali di DA registrati negli animali trattati con 

TAT-α-synA30P mostrano una diminuzione statisticamente significativa in tutte le 3 

giornate in esame. La riduzione media di DA risulta essere del 70% rispetto ai valori 

riscontrati nei gruppi controllo. In 14a e 21 a giornata, nel gruppo controllo, si sono 

registrati valori basali statisticamente significativi rispetto a quelli riscontrati in 7 a 

giornata. 

 

 

Figura 32. Effetto di trattamento con TAT-α-synA30P su DA nel dializzato striatale 
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4.4.2. Effetto della nicotina sul release di DA nel dializzato striatale 

La somministrazione per retrodialisi di nicotina (5mM) della durata di 60 minuti, 

induce un immediato release di DA con aumento della stessa nel dializzato striatale.  

In figura 33, si vede come la somministrazione di nicotina induca sempre un 

aumento di DA statisticamente significativo (p<0.05) rispetto ai valori basali sia nei 

gruppi controllo sia nei gruppi precedentemente sottoposti ad un trattamento con 

TAT-α-synA30P.  

Si è evidenziato, nei gruppi trattati, un significativo aumento delle concentrazioni 

extracelluari di DA con latenza ed ampiezza inferiori rispetto a quelle evidenziate nei 

controlli sia in 7a che in 21a giornata (rispettivamente figura 33A et 33C, e un 

significativo aumento delle concentrazioni extracelluari di DA con medesima latenza 

ed ampiezza inferiore rispetto a quelle evidenziate nei controlli in 14a giornata 

(figura 33B). 
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Figura 33. Effetto della  nicotina su DA nel dializzato striatale a 7(A),14(B),21(C) giorni dopo 
somministrazione di salina (controlli) o TAT-α-synA30P (trattati) 
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Figura 34. Differente risposta nel release di DA a seguito di un trattamento coni nicotina nei 
controlli (A) e nei trattati (B) 

 

La somministrazione di nicotina induce nei gruppi controllo un aumento di DA 

statisticamente significativo (p<0.05) rispetto ai valori basali, ma non si evidenzia 

significatività rispetto all’ampiezza della risposta evocata in 7a, 14a e 21a giornata 

(figura 34A).  

In figura 34B è evidenziato come, nei gruppi trattati con TAT-α-synA30P, oltre che 

statisticamente significativo (p<0.05) rispetto ai valori basali, tale aumento diventi 

più marcato con il passare del tempo. 
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5. Discussione 
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La deplezione di DA nei modelli animali di malattia di Parkinson dipende 

principalmente dalla morte dei neuroni dopaminergici, con la conseguente 

degenerazione delle proiezioni striatali. 

L’MPTP, una neurotossina in grado di indurre parkinsonismo nell’uomo, è 

ampiamente utilizzato nei modelli animali per studiare la patogenesi della malattia di 

Parkinson (Jackson-Lewis and Przedborski, 2007). Sebbene il miglior modello di 

parkinsonismo indotto con MPTP risulti quello sulle scimmie, sono state fatte molte 

ricerche anche sui topi e sui ratti. In questi studi sono stati usati diversi regimi di 

trattamento con MPTP; due modelli sono stati standardizzati in quanto risultati i più 

efficaci nell’induzione della lesione della via nigro-striatale: il trattamento definito 

sub-acuto consiste in quattro somministrazioni da 20 mg/Kg/i.p. (100µl) ogni quattro 

ore nell’arco di una giornata; il trattamento definito sub-cronico consiste in una 

somministrazione al giorno, per un totale di cinque giorni, di 30 mg/Kg/i.p. (100µl). 

Per quanto riguarda i topi, un’ottima riproducibilità della lesione si ottiene 

utilizzando i topi maschi C57BL/6, di un età compresa tra le 8-10 settimane e del 

peso di 25-30 grammi (Przedborski et al., 2001). In un precedente studio su topi 

Swiss (Serra et al., 2002), è stasto dimostrato che la morte dei neuroni nigrali 

avveniva per apoptosi al 6° giorno dopo la sospensione del trattamento con MPTP, e 

che la DA tissutale striatale subiva una deplezione del 59% al giorno 1 con uno 

stabile trend di recupero dal giorno3 al giorno 14 dopo la sospensione di MPTP 

(circa il 28% di deplezione della DA rispetto ai controlli). In questo studio, topi 

C57BL/6 sottoposti ad un trattamento sub-acuto di MPTP, come descritto nei 

materiali e metodi, hanno confermato i dati neurochimici riscontrati sui topi Swiss, 

mostrando una drammatica riduzione della dopamina tissutale striatale pari al 96.5%  

ed al 65.6% nel brainstem (comprendente la SNcp) in 21a giornata dalla sospensione 

del trattamento. Il rapporto DOPAC+HVA/DA indica il turnover della dopamina, un 

suo incremento indica una aumento del catabolismo ossidativo della DA, legato 

all’attività di MAO e COMT,  nel tessuto in esame. Le analisi tissutali striatali e nel 

brainstem hanno evidenziato un incremento statisticamente significativo di tale 

rapporto già a partire dalla 7a giornata nello striato e dalla 1a giornata dopo la 

sospensione dell’MPTP.  
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I valori decisamente più alti nel brainstem rispetto a quelli riscontrati nello striato, ed 

il time course delle modificazioni neurochimiche, evidenziano come la lesione 

indotta da MPTP abbia inizio a livello della sinapsi striatale e proceda in maniera 

retrograda verso il corpo neuronale nigrale. I livelli di AA e AA+DHAA nel 

brainstem risultano diminuiti rispettivamente del 17% e del 19.5%, mentre non sono 

significativamente modificati nello striato dove però risulta significativamente 

modificato il rapporto DHAA/AA indice dello stato di ossidazione dell’acido 

ascorbico e della formazione di ROS. Durante le prime 24h dal’ultima 

somministrazione di MPTP il rapporto decresce, probabilmente a causa di un release 

di AA che viene richiamato da altri tessuti. A partire dalla 7a sino alla 21a giornata 

dopo l’ultima dose, il DHAA/AA ratio subisce un deciso aumento ad indicare il forte 

consumo di AA e la marcata produzione di specie ossidanti nello striato. Il rapporto 

5-HIAA/5-HT è un indice del turnover della serotonina, il suo incremento è 

dipendente dall’aumentato catabolismo ossidativo della 5-HT da parte delle MAO. 

Diversi studi hanno dimostrato che l’infusione intrastriatale di MPP+ determina 

l’incremento della concentrazione della DA nel microdializzato striatale in topi 

“freely moving”. Rollema e colleghi (Rollema et al., 1999), hanno dimostrato che la 

somministrazione intrastriatale di MPP+ in topi, ratti e scimmie non anestetizzati, 

induce un massivo release di DA, accompagnato da un pronunciato decremento dei 

metaboliti della DA (DOPAC e HVA). Uezono e colleghi (Uezono et al., 2001), 

hanno dimostrato un incremento (circa 28- 93 volte) dei valori di DA, nello striato di 

C57BL/6 “freely moving”, mediante l’infusione di MPP+. Il meccanismo di release 

della DA tramite la somministrazione locale di MPP+ è stato correlato all’impairment 

energetico (Foster et al., 2003) a seguito dell’ingresso dell’MPP+ nel terminale 

presinaptico attraverso il DAT. Non esistono in letteratura informazioni sull’effetto 

indotto da una somministrazione sistemica o di infusione intrastriatale di MPTP sul 

release in vivo di DA nello striato, se non quelle recentemente fornite dal nostro 

gruppo di ricerca (Serra et al, 2008). Con lo scopo di valutare dinamicamente le 

modificazioni neurochimiche riscontrate a livello tissutale, si sono approntati una 

serie di esperimenti di microdialisi su C57BL/6 sottoposti ad un regime sub-cronico 

di MPTP come descritto nei materiali e metodi.  
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Il trattamento sub-cronico ha evidenziato una progressiva riduzione dei livelli 

striatali di DA e 3-MT nel microdializzato durante il trattamento.  

La somministrazione di una “dose challenge” di MPTP 7, 14, e 28 giorni dopo la 

sospensione del trattamento, ha evidenziato un immediato aumento dei livelli di 

DA+3-MT nel dializzato striatale. Poiché la 3-MT viene prodotta dalle COMT 

agendo sulla dopamina extracellulare, la somma DA+3-MT può essere considerata 

un indice della quantità totale di DA rilasciata e presente negli spazi extracellulari. 

Inoltre l’incremento sempre maggiore anche dei metaboliti della DA, DOPAC e 

HVA, che si riscontra nei giorni successivi alla sospensione dell’MPTP e il 

miglioramento degli score comportamentali relativi allo swim test indicano una 

progressiva ripresa funzionale dell’attività dopaminergica in questo modello animale 

di PD. Test microdialitici preliminari effettuati con il GBR12783 (dati non riportati), 

un inibitore del DAT, il trasportatore implicato nel re-utake della DA e via 

d’ingresso del MPP+ nel neurone, hanno rivelato la capacità dell’MPTP come tale di 

evocare un massivo release di DA nello striato di ratti Wistar, sia somministrato 

sistemicamente che tramite infusione intrastriatale retrodialitica. Ciò sta ad indicare 

un’azione diretta dell’MPTP sulla terminazione presinaptica con conseguente rilascio 

di DA. Ulteriori studi sono tutt’ora in corso per identificare il meccanismo d’azione 

dell’ MPTP e dell’MPP+ che regola tale release. 

Un incremento dell’attività neuronale è accompagnato da una aumentata richiesta 

energetica. Recentemente sono state fatte numerose ricerche nel tentativo di spiegare 

il meccanismo di produzione di questa energia supplementare legata alla 

disponibilità del substrato energetico (Fillenz et al., 1999). 

In condizioni fisiologiche, la domanda energetica del cervello è soddisfatta dal 

consumo di glucosio. L’aumento dei livelli di piruvato, prodotto nella glicolisi, 

riflette un incremento dell’attività metabolica del cervello. Successivamente, il 

piruvato può essere metabolizzato in lattato tramite fermentazione lattica o andare 

incontro a fosforilazione ossidativa mantenendo un equilibrio tra metabolismo 

anaerobio/aerobio finalizzato sia ad ottimizzare la produzione di ATP sia a limitare 

la produzione di lattato. Infatti, un aumento del rapporto lattato/piruvato riflette un 

incremento nel metabolismo anaerobio (Darbin et al., 2006). Diverse sono le ipotesi 

su come il glucosio fornisca l’energia necessaria durante l’attivazione neuronale, tra 
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le due principali risultano comunque coinvolti in maniera decisiva gli astrociti. 

Fillenz e colleghi (Fillenz et al., 1999), sostengono l’ipotesi che gli astrociti 

ricoprano un importante ruolo nell’apporto energetico neuronale, sia incrementando 

il flusso ematico cerebrale locale (rCBF) sia aumentando la disponibilità del glucosio 

durante l’attivazione neuronale. Secondo Fillenz, il glucosio del circolo ematico non 

viene rilasciato direttamente nello spazio extracellulare dei neuroni, ma entra negli 

astrociti dove è immagazzinato sotto forma di glicogeno. La stimolazione, da parte 

del glutammato, dei recettori ampa/kainato astrocitari porta ad un release di arginina 

successivamente utilizzata per la sintesi di NO, che induce a sua volta 

vasodilatazione e un incremento del rCBF. Il glucosio, la cui disponibilità aumenta 

proporzionalmente al flusso ematico, è captato dagli astrociti, dove viene convertito 

in glicogeno. L’azione della NE sui recettori β-adrenergici astrocitari determina la 

conversione del glicogeno, mediante glicogenolisi, a glucosio che è poi rilasciato nel 

fluido extracellulare. Internalizzato dai neuroni ne diviene la principale fonte 

energetica. 

 

Figura 35. Modello energetico neuronale secondo Fillenz (Fillenz et al., 1999) 

 

Magistretti e Pellerin (Magistretti and Pellerin, 1999), sostengono invece che il 

substrato energetico utilizzato dai neuroni durante l’attivazione sia il lattato prodotto 
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dagli astrociti e non il glucosio. Secondo la loro ipotesi il glutammato rilasciato dai 

terminali neuronali è internalizzato dagli astrociti, che circondano il complesso 

sinaptico, attraverso un co-trasporto con ioni Na+. L’attivazione della pompa Na+/ K+ 

- ATPase determina l’assunzione del glucosio dal sangue all’interno degli astrociti 

grazie al trasportatore Glut1. Qui, attraverso la glicolisi, il glucosio viene 

metabolizzato a lattato in presenza, ma senza l’utilizzo, di ossigeno (glicolisi 

aerobia). Il lattato rilasciato nell’ECF dal trasportatore MCT-1 entra all’interno del 

neurone mediante il trasportatore MCT-2. Nel neurone il lattato riconvertito in 

piruvato, viene processato all’interno del ciclo di Krebbs e della fosforilazione 

ossidativa per fornire l’energia necessaria all’attivazione del neurone. I trasportatori 

del lattato MCT-1 e MCT-2 sono definiti “shuttle astrocita-neurone del lattato”. La 

conversione del piruvato in lattato all’interno degli astrociti è determinata dalla 

isoforma LDH5 della lattato deidrogenasi (che si ritrova nei tessuti produttori di 

lattato) mentre nei neuroni è presente l’isoforma LDH1 della lattato deidrogenasi (che 

si ritrova nei tessuti consumatori di lattato). Le reazioni catalizzate dai due enzimi, 

sebbene reversibili, hanno un equilibrio spostato verso la produzione di uno solo dei 

prodotti a partire dal corrispondente substrato, per cui si puo’ parlare di una 

compartimentalizzazione nella produzione dei substrati energetici ( e del loro 

utilizzo) ed un’ alta specializzazione e differenziazione funzionale tra astrociti e 

neuroni. In particolare è degna di nota la sequenza di eventi che vede il metabolismo 

astrocitario prevalentemente anaerobio e quello neuronale aerobio. L’utilizzo 

neuronale del lattato, inoltre, consentirebbe al neurone di avere alte concentrazioni 

del substrato energetico in condizioni ischemiche nonostante sia necessario 

l’ossigeno per un suo utilizzo mitocondriale. 
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Figura 36. Modello energetico neuronale secondo Magistretti e Pellerin (Magistretti et al., 1999) 

 

La somministrazione intraperitoneale di d-amph, induce un immediato aumento dei 

livelli striatali di DA registrati mediante microdialisi, tale incremento si può 

quantificare in circa 8-9 volte rispetto ai valori basali con un picco massimo di circa 

il 912% dopo 40-60 minuti dalla somministrazione (Miele et al., 2000). Oltre 

all’incremento dei livelli di DA, la somministrazione di d-amph provoca un aumento 

dei livelli di glucosio, lattato e piruvato nel dializzato cerebrale. Il rapporto lattato 

piruvato non viene invece modificato. La singola somministrazione di MPTP per via 

sistemica, induce un immediato release della DA striatale, registrata sempre 

mediante microdialisi, con un picco massimo dopo 40-60 minuti dalla 

somministrazione. Inoltre l’MPTP induce un aumento dei livelli di glucosio, lattato, 

piruvato e del rapporto lattato/piruvato. In un trattamento a dosi scalari della durata 

di 3 giorni, si è evidenziata una riduzione dei valori basali di glucosio e piruvato, 

mentre si registrano valori sempre maggiori di lattato. 

Nel corso dei giorni si è registrata una ridotta capacità dell’MPTP di evocare un 

aumento sia dei livelli di DA che di glucosio, lattato e piruvato rispetto ai 

corrispettivi valori basali, che risultano anzi diminuiti durante il terzo giorno. Tale 

diminuzione non riguarda il rapporto lattato/piruvato che risulta sempre 

incrementato, rispetto ai corrispettivi valori basali e ai giorni precedenti, dopo ogni 

somministrazione di MPTP. L’attivazione neuronale che consegue alla 



W|ávâáá|ÉÇx                                                                                                           KD 
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 

WÉààA Z|tÇyÜtÇvÉ Utééâ@fàâw|É wxÄÄt àÜtáÅ|áá|ÉÇx wÉÑtÅ|ÇxÜz|vt x wxÄ ÅxàtuÉÄ|áÅÉ xÇxÜzxà|vÉ áàÜ|tàtÄx |Ç 
ÅÉwxÄÄ| tÇ|ÅtÄ| w| ctÜ~|ÇáÉÇ@WÉààÉÜtàÉ |Ç axâÜÉáv|xÇéx  XXI  v|vÄÉ@hÇ|äxÜá|àõ wxzÄ| fàâw| w| ftáátÜ| 

somministrazione sia di d-amph che di MPTP, induce un massivo release di DA. 

Questa attivazione porta ad una aumentata richiesta energetica da parte dei neuroni 

che si traduce in un incremento del glucosio extracellulare circa 40 minuti dopo il 

picco di DA. Secondo Fillenz e colleghi, l’azione della catecolamina NE su recettori 

β-adrenergici, provoca l’aumento del glucosio disponibile per i neuroni attraverso 

l’attivazione della glicogenolisi astrocitaria. Lo stesso gruppo di ricerca ha 

dimostrato che il β-bloccante propanololo, somministrato per via retrodialitica, era in 

grado di annullare la glicogenolisi successiva alla attivazione neuronale striatale 

(Fillenz et al., 1999). Negli esperimenti condotti con la microdialisi, non sono stati 

evidenziati aumenti di NE nello striato che possano giustificare l’incremento dei 

livelli di glucosio registrati. È però possibile che un’azione su tali recettori da parte 

della DA, rilasciata in maniera massiva nella fessura sinaptica sia dalla d-amph e 

dall’MPTP, induca una glicogenolisi astrocitaria con il conseguente aumento del 

glucosio extracellulare. Ripetendo l’esprimento di Fillenz e colleghi con il 

β−bloccante si potrà convalidare o meno tale ipotesi. Per Magistretti e Pellerin, il 

substrato energetico utilizzato dai neuroni è il lattato prodotto dagli astrociti. 

L’azione della d-amph aumenta i livelli sia di lattato che di piruvato, ma non 

modifica il loro rapporto. Questo può essere spiegato tramite il modello di 

Magistretti e Pellerin, dove a seguito dell’aumentata richiesta energetica relativa 

all’attivazione neuronale, il lattato prodotto dagli astrociti viene riconvertito in 

piruvato dai neuroni e quindi avviato al ciclo di Krebbs e alla fosforilazione 

ossidativa. La somministrazione di MPTP, induce un aumento di glucosio, lattato, 

piruvato e del rapporto lattato/piruvato. L’incremento di questo rapporto riflette uno 

shift dal normale metabolismo aerobio verso un metabolismo anaerobio (Darbin et 

al., 2006). L’azione dell’MPTP si esplica sul complesso I della catena respiratoria 

mitocondriale, bloccando di fatto le ultime tappe della ossidazione del glucosio e 

riducendo la produzione di ATP. Il blocco del mitocondrio, porta ad una condizione 

di metabolismo anaerobio dove l’incremento di glucosio, dovuto al release di DA, 

viene metabolizzato a lattato nella fermentazione lattica giustificando così il suo 

aumento nel ECF. I ridotti livelli dei giorni successivi di glucosio, sono 

probabilmente correlati alla diminuzione delle riserve di glicogeno negli astrociti, e 

la diminuita risposta a seguito delle successive somministrazioni di MPTP, è da 



W|ávâáá|ÉÇx                                                                                                           KE 
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 

WÉààA Z|tÇyÜtÇvÉ Utééâ@fàâw|É wxÄÄt àÜtáÅ|áá|ÉÇx wÉÑtÅ|ÇxÜz|vt x wxÄ ÅxàtuÉÄ|áÅÉ xÇxÜzxà|vÉ áàÜ|tàtÄx |Ç 
ÅÉwxÄÄ| tÇ|ÅtÄ| w| ctÜ~|ÇáÉÇ@WÉààÉÜtàÉ |Ç axâÜÉáv|xÇéx  XXI  v|vÄÉ@hÇ|äxÜá|àõ wxzÄ| fàâw| w| ftáátÜ| 

mettere in relazione sia alla minore disponibilità di glucosio, sia alla diminuzione del 

release di DA (capace solo in parte di evocare un’azione sui recettori β-adrenergici) 

dovuta alla riduzione della dose della tossina somministrata. L’aumento del rapporto 

lattato/piruvato invece indica una condizione anaerobia sempre più consistente e può 

quindi essere considerato come un indice del danno neurodegenerativo provocato 

dalla tossina. A seguito dei risultati ottenuti, quindi, il modello proposto da Fillenz e 

quello di Magistretti e Pellerin ben si adattano ad una condizione fisiologia o ad una 

attivazione neuronale a seguito di una somministrazione di d-amph, ma sono solo in 

parte verificabili con il modello con MPTP, dove si ha un imponente danno 

mitocondriale che blocca la possibilità della completa ossidazione del piruvato 

attraverso il ciclo di Krebbs e la fosforilazione ossidativa. 

Le mutazioni nel gene che codifica per l’ α-sinucleina sono diventate oggetto di 

grande attenzione da quando si è scoperto che gli aggregati fibrillari di questa 

proteina sono in grado di indurre tossicità nei neuroni dopaminergici in vivo e 

risultano essere i maggiori componenti dei corpi di Lewy (Conway et al., 1998). La 

fusione della forma mutata A30P dell’α-sinucleina con la sequenza TAT derivata dal 

virus di immunodeficienza umana (HIV) ne permette, a seguito di una sua 

somministrazione intranigrale mediante chirurgia stereotassica, la diffusione 

attraverso le membrane dei neuroni determinando una perdita localizzata della 

funzione dopaminergica e un deficit motorio a lungo termine (Recchia et al., 2008). 

Studi di microdialisi cerebrale effettuati su ratti Wistar freely moving, realizzati 

mediante l’inserimento di una sonda microdialitica nello striato, hanno permesso di 

monitorare le variazioni neurochimiche striatali della DA in animali in cui è stata 

somministrata la TAT-α-sinucleina (5µl) e in animali controllo in cui è stata 

somministrata una soluzione di controllo. Le analisi cromatografiche condotte sui 

campioni di microdializzato 7, 14 e 21 giorni dopo la somministrazione intranigrale 

della TAT- α-synA30P, hanno evidenziato un ridotto contenuto striatale di dopamina 

extracellulare (-70%) rispetto al contenuto di DA registrato negli animali che 

avevano ricevuto solo la soluzione di controllo nella SNcp. La deplezione di 

dopamina conseguente al trattamento, si è rivelata costante durante l’intero periodo 

di osservazione mostrando una stabilità della lesione maggiore rispetto di quella 

procurata com MPTP somministrato per via sistemica in cui si è dimostrata una 
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tendenza al recupero sin dalla prima settimana dopo la sospensione del trattamento. 

Diminuzioni significative dei livelli extracellulari di DA sono state tuttavia 

riscontrate anche negli animali controllo, probabilmente dovute alla doppia chirurgia 

sostenuta. Per valutare la riserva funzionale neuronale di dopamina, si è proceduto 

alla somministrazione retrodialitica di nicotina 5mM sia negli animali trattati che nel 

gruppo controllo. Durante i 60 minuti di infusione con nicotina si è avuto un massivo 

release di DA nello spazio extracellulare di circa 100 volte superiore ai livelli basali 

prima dell’infusione, sia nei gruppi controllo che in quelli trattati. Non si sono 

verificate alterazioni significative relative alla latenza e all’ampiezza della risposta 

alla nicotina da parte dei controlli a 7, 14 e 21 giorni; nei gruppi trattati con α-

sinucleina, benché l’aumento di dopamina a seguito della infusione di nicotina risulti 

sempre essere incrementato di circa 100 volte rispetto ai valori basali, ha una 

ampiezza ridotta al solo 45-55% se paragonato all’aumento mostrato dai controlli. 

Tale ampiezza della risposta alla infusione retrodialitica di nicotina aumenta con il 

passare del tempo dalla lesione nigrale. Benchè lo studio sia limitato alle prime tre 

settimane dalla somministrazione della α-sinucleina, il modello sperimentale mostra 

una maggiore stabilità neurochimica rispetto al modello con sub-acuto e sub-

cromnico con MPTP o con 6-OH-DA (Recchia et al., 2008). Ulteriori studi dovranno 

essere condotti per valutare la risposta dinamica a lungo termine del sistema 

dopaminergico ad un trattamento con nicotina e valutare contemporaneamente i 

paramentri comportamentali. Interessante sarà estendere lo studio del metabolismo 

energetico (sia striatale che nigrale) al modello proposto onde evidenziare un 

impairment energetico ed il time course di un possibile coinvolgimento 

mitocondriale nella genesi della lesione. Il modello di parkinsonismo indotto con α-

sinucleina intranigrale sembra essere molto promettente per lo studio del potenziale 

ruolo protettivo delle cellule staminali adulte in vivo. 

Conclusioni 

I dati ottenuti ex vivo su topi C57BL/6 sottoposti ad un trattamento sub-acuto con 

MPTP, hanno confermato quanto già precedentemente dimostrato dagli esperimenti 

condotti su topi Swiss, l’abbattimento della dopamina tissutale striatale, l’incremento 

del turnover della DA e della formazione di ROS e del conseguente instaurarsi di una 
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condizione di stress ossidativo. Gli esperimenti microdialitici in vivo su topi 

C57BL/6 sottoposti ad un trattamento sub-acuto, hanno dimostrato che l’MPTP è in 

grado di indurre un massivo release di DA nello striato, e che questo release risulta 

proporzionale alla dose somministrata ed inversamente proporzionale alla durata del 

trattamento. Si è inoltre dimostrata una diretta proporzionalità tra la 

somministrazione della tossina e l’impairment motorio, evidenziando, tramite swim 

test, la dose-dipendenza del deficit motorio. La somministrazione di una “dose 

challenge” di MPTP diversi giorni dopo la sospensione del trattamento ha permesso 

di studiare la riserva funzionale di DA nello striato di animali già sottoposti ad un 

precedente trattamento con la tossina, ed ha evidenziato un recupero funzionale 

dinamico, della dopamina striatale e nello swim test, già dopo una settimana 

dall’ultima dose di MPTP. L’MPTP dimostra effetti drammatici anche sul 

metabolismo energetico striatale. La somministrazione sistemica di MPTP induce 

una diminuzione del glucosio e un aumento del lattato striatali in maniera 

proporzionale alla durata del trattamento. Tali variazioni non possono essere 

imputabili ad un incremento del metabolismo energetico conseguente all’aumento 

della DA striatale, in quanto la somministrazione di d-amph, pur aumentando il 

metabolismo energetico non modifica il rapporto lattato/piruvato. Questi dati 

confermano un importante danno mitocondriale, e candidano lo studio del 

metabolismo energetico striatale come elemento fondamentale nella valutazione dei 

meccanismi di danno e neuroprotezione. Il modello di malattia di Parkinson con 

MPTP studiato in dettaglio, pur rimanendo quello di riferimento per le future 

ricerche, presenta una limitazione al momento insormontabile per lo studio del 

potenziale terapeutico delle cellule staminali: la capacità di recupero dell’animale 

(sia neurochimica che comportamentale) è troppo elevata. Tale constatazione ci ha 

portati alla caratterizzazione microdialitica di un modello in cui il danno è magari 

meno evidente ma più stabile nel tempo. Ha risposto a queste esigenze il modello con 

α-sinucleina, che ha mostrato un danno stabile durante tutto il periodo di 

osservazione. Il modello con α-sinucleina si pone come ideale per lo studio del 

potenziale terapeutico delle cellule staminali adulte trapiantate nello striato o nella 

substantia nigra. 



e|tááâÇàÉ                                                                                                            KH 
____________________________________________________________________ 

WÉààA Z|tÇyÜtÇvÉ Utééâ@fàâw|É wxÄÄt àÜtáÅ|áá|ÉÇx wÉÑtÅ|ÇxÜz|vt x wxÄ ÅxàtuÉÄ|áÅÉ xÇxÜzxà|vÉ áàÜ|tàtÄx |Ç 
ÅÉwxÄÄ| tÇ|ÅtÄ| w| ctÜ~|ÇáÉÇ@WÉààÉÜtàÉ |Ç axâÜÉáv|xÇéx  XXI  v|vÄÉ@hÇ|äxÜá|àõ wxzÄ| fàâw| w| ftáátÜ| 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6. Riassunto 
 



e|tááâÇàÉ                                                                                                            KI 
____________________________________________________________________ 

WÉààA Z|tÇyÜtÇvÉ Utééâ@fàâw|É wxÄÄt àÜtáÅ|áá|ÉÇx wÉÑtÅ|ÇxÜz|vt x wxÄ ÅxàtuÉÄ|áÅÉ xÇxÜzxà|vÉ áàÜ|tàtÄx |Ç 
ÅÉwxÄÄ| tÇ|ÅtÄ| w| ctÜ~|ÇáÉÇ@WÉààÉÜtàÉ |Ç axâÜÉáv|xÇéx  XXI  v|vÄÉ@hÇ|äxÜá|àõ wxzÄ| fàâw| w| ftáátÜ| 

La malattia di Parkinson è una patologia neurodegenarativa cronica e progressiva, 

causata dalla perdita della via nigro-striatale e dovuta all’alterazione dei processi di 

degradazione delle proteine nei neuroni dopaminergici della substantia nigra pars 

compacta. In questo studio, sono stati condotti esperimenti su topi C57BL/6 e ratti 

Wistar. I C57BL/6 sottoposti a trattamento sub-acuto con MPTP, hanno confermato 

una marcata riduzione della dopamina tissutale striatale, l’incremento del turnover 

della DA e della formazione di ROS, e del conseguente instaurarsi di una condizione 

di stress ossidativo, già precedentemente dimostrato dagli esperimenti condotti su 

topi Swiss. Gli esperimenti microdialitici su topi C57BL/6 sottoposti ad un 

trattamento sub-acuto, hanno dimostrato che l’MPTP è in grado di indurre un 

massivo release di DA nello striato, e che questo release risulta proporzionale alla 

dose somministrata ed inversamente proporzionale alla durata del trattamento. Si è 

inoltre dimostrata una diretta proporzionalità tra la somministrazione della tossina e 

l’impairment motorio, e la sua dose-dipendenza. La somministrazione di una “dose 

challenge” di MPTP, diversi giorni dopo la sospensione del trattamento, ha permesso 

di studiare la riserva funzionale di DA nello striato di animali già sottoposti ad un 

precedente trattamento con la neurotossina, evidenziando un recupero funzionale 

dinamico neurochimico e comportamentale. L’MPTP ha, inoltre, dimostrato effetti 

drammatici anche sul metabolismo energetico striatale, alterando in particolare il 

rapporto lattato/piruvato, determinando quindi, nello striato, il passaggio da un 

metabolismo aerobio ad uno anaerobio ma sopratutto un irreversibile danno 

mitocondriale. Il modello di malattia di Parkinson con MPTP studiato in dettaglio, 

pur rimanendo quello di riferimento per le future ricerche, presenta una limitazione al 

momento insormontabile per lo studio del potenziale terapeutico delle cellule 

staminali, la capacità di recupero dell’animale è troppo elevata (sia neurochimica che 

comportamentale). Tale constatazione ci ha portati alla caratterizzazione 

microdialitica di un modello con α-sinucleina, che ha evidenziato un danno meno 

evidente ma più stabile durante tutto il periodo di osservazione. Il modello con α-

sinucleina si pone come ideale per lo studio del potenziale terapeutico delle cellule 

staminali adulte trapiantate nello striato o nella substantia nigra. 
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