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INTRODUZIONE

Strutture motorie del sistema nervoso centrale

La corretta esecuzione di un atto motorio e resa possibile per il tramite di una
rete neuronale di controllo costituita da strutture appartenenti a tre livelli del Sistema
Nervoso Centrale (SNC): il midollo spinale, il tronco dell’encefalo e la corteccia
cerebrale. Queste strutture sono organizzate in maniera gerarchica ma possono agire
anche in parallelo cosicché ogni livello pud, in una certa misura, controllare il
movimento indipendente dagli altri due.

Il livello pit basso di questa organizzazione e rappresentato dal midollo spinale,
dove, i circuiti devoluti ai comportamenti riflessi automatici sono sottoposti al
controllo esercitato da parte del tronco dell’encefalo e della corteccia motrice. | corpi
cellulari dei motoneuroni che innervano i singoli muscoli, disposti in nuclei motori, che
formano colonne longitudinali di cellule, presentano un’organizzazione spaziale
caratterizzata da due importanti regole anatomo-funzionali: la disposizione
prossimale-distale e quella flessore - estensore. In base alla disposizione prossimale-
distale i motoneuroni che innervano i muscoli piu prossimali sono relegati in posizione
mediale rispetto a quelli che innervano i muscoli piu distali, mentre, in base alla
disposizione flessore - estensore, i motoneuroni che innervano i muscoli estensori
occupano posizioni ventrali rispetto ai motoneuroni che innervano i muscoli flessori.

Il secondo livello dell’organizzazione motoria & rappresentato da strutture tronco
encefaliche che danno origine a due gruppi di vie discendenti, le mediali e le laterali,
dirette verso la sostanza grigia del midollo spinale.

Le vie mediali terminano nella parte ventromediale della sostanza grigia spinale
e, poiché si connettono, direttamente o mediante interneuroni, con i motoneuroni che
innervano i muscoli assiali e prossimali, controllano soprattutto il mantenimento e la
correzione della postura. Queste vie sono costituite da tre componenti principali: i

tratti vestibolo-spinali mediale e laterale, i tratti reticolo-spinali mediale e laterale e il



tratto tetto-spinale. | primi, che prendono origine dai nuclei vestibolari, ritrasmettono
le informazioni rielaborate provenienti dal labirinto vestibolare relative alla posizione e
alle condizioni di moto della testa rispetto all’accelerazione di gravita. | tratti reticolo-
spinali mediali e laterali derivano da diversi nuclei situati nella formazione laterale del
ponte e del bulbo, stabiliscono connessioni sia eccitatorie sia inibitorie con
interneuroni e motoneuroni spinali e sono a loro volta controllati da fibre nervose
provenienti dalla corteccia motoria e premotoria. Infine, il tratto tetto-spinale, che
prende origine dal collicolo superiore del mesencefalo, & I'unica tra le vie mediali che
proietti al lato controlaterale del midollo spinale, ma le sue fibre si fermano a livello
dei segmenti cervicali.

Le vie discendenti laterali dal tronco dell’encefalo decorrono nel quadrante
laterale del midollo spinale e terminano in corrispondenza della zona intermedia e dei
gruppi motoneuronali dorsolaterali. Le vie laterali controllano i muscoli prossimali e
distali in relazione all’esecuzione di movimenti fini, consistenti nell’afferrare e
manipolare oggetti. La principale via discendente laterale € il tratto rubro-spinale, che
si origina dalla porzione magno cellulare del nucleo rosso del mesencefalo e, dopo aver
attraversato il bulbo, decorre nella parte dorsale delle colonne laterali del midollo
spinale. Dal tronco dell’encefalo si dipartono infine anche vie aminergiche che
presentano terminazioni diffuse a tutti i livelli del midollo spinale e, in particolare,
anche nelle corna ventrali.

Il livello piu elevato di controllo motorio & rappresentato dalla corteccia motoria
da cui prendono origine fibre cortico-bulbari che controllano i nuclei dei nervi cranici
(quindi i muscoli della faccia) e fibre cortico-spinali che controllano i motoneuroni
spinali agendo direttamente sui motoneuroni o sugli interneuroni. Il tratto cortico-
spinale & un cospicuo fascio di fibre costituito da circa un milione di unita, due terzi
delle quali provenienti dalla corteccia motrice primaria (area 4 di Brodman situata nel
giro precentrale del lobo frontale) e dalle aree premotorie (area 6 situata nel lobo
frontale rostralmente all’area 4); il rimanente terzo proveniente dalla corteccia
somatosensitiva del lobo parietale (aree 1, 2, 3) svolge funzioni inerenti I'analisi e la

modulazione delle informazioni sensoriali afferenti alle strutture sensoriali



sottocorticali. Questa via controlla il movimento volontario con particolare riguardo ai
movimenti fini che coinvolgono i muscoli distali.

Oltre alle tre componenti gia citate anche altre due formazioni cerebrali
contribuiscono all’elaborazione e al perfezionamento dei programmi motori: | nuclei
della base e il cervelletto.

I nuclei della base rielaborano informazioni di origine esclusivamente corticale e
proiettano principalmente su aree della corteccia frontale implicate nella
pianificazione del movimento.

Il cervelletto definisce invece il grado di precisione del movimento eseguendo un
continuo confronto tra comandi motori discendenti e informazioni sensoriali,
provenienti dalla periferia muscolare, articolare e cutanea, relative all’azione motoria
realmente eseguita. Le fibre in uscita dal cervelletto svolgono la loro funzione agendo
sul tronco dell’encefalo e sulle corticali motorie che influenzano direttamente o

indirettamente il midollo spinale (Kandel et al. 2003).

Aspetti neurochimici del controllo motorio

La trasmissione di impulsi nervosi, effettuata attraverso sinapsi e giunzioni neuro
effettrici avviene nella maggioranza dei casi mediante specifici agenti chimici, detti
neuro umorali o piu semplicemente neurotrasmettitori. Tuttavia nel SNC operano
anche meccanismi di trasmissione non classici. Alcune sostanze, quali le monoamine e
vari peptidi, possono esercitare un’azione di condizionamento, cioe potenziare o
ridurre la risposta del neurone bersaglio a trasmettitori classici, eccitatori o inibitori,
provocando invece una variazione pil modesta del potenziale di membrana o della
conduttanza ionica quando applicate da sole. Tali risposte vengono delle “risposte
modulatorie” e “neuromodulatori” le sostanze che presentano tali caratteristiche.

| neurotrasmettitori e neuromodulatori impiegati dalle vie motorie sono molto
numerosi e presumibilmente non tutti sono stati ancora perfettamente identificati. Tra
i neurotrasmettitori classici € accertato un forte coinvolgimento di acetilcolina,
glutammato, aspartato, acido gamma-aminobutirrico (GABA) e glicina, mentre tra i

neuromodulatori sono da citare soprattutto alcune monoamine quali le serotonina e le
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catecolamine oltre che alcuni peptidi (Kandel et al. 2003). A questo riguardo, in
strutture nervose sottocorticali che partecipano al controllo motorio, € stata osservata
un’azione neuromodulatoria di amine biologiche, quali la serotonina e la noradrenalina
sull’azione di neurotrasmettitori come il glutammato e il GABA (Ciranna et al.2000,
Licata et al. 1998, Licata et al. 2001, Barresi et al. 2009, Di Mauro et al. 2008, Li Volsi et
al. 2001).

Nel presente lavoro é stato studiato un particolare aspetto del controllo motorio
inerente I'azione della noradrenalina sulla responsivita al neurotrasmettitore
eccitatorio per eccellenza, il glutammato, dei neuroni appartenenti al nucleo rosso.
Questa struttura e inserita, tramite vie afferenti ed efferenti, in un circuito motorio e

quindi coinvolta nel corretto svolgimento del movimento.



Il Nucleo Rosso

Il nucleo rosso (NR) & un centro di integrazione motoria, implicato nel controllo
dei movimenti degli arti, collocato nel mesencefalo rostrale al di sotto dell’acquedotto
del Silvio e confina lateralmente con la formazione reticolare e ventralmente con la
sostanza nera.

Il suo nome si riferisce al colore rosato che assume dopo colorazione per la
presenza di un pigmento ricco in ferro, e che lo fa assomigliare molto alla zona rossa
della sostanza nera (Brodal 1981, Ten Donkelaar 1988).

Nel NR si puod distinguere caudalmente una regione magnocellulare (RMC), dove
si identificano neuroni di grosse dimensioni, ed una regione parvicellulare (RPC) posta
pil rostralmente, dove si distinguono neuroni pil piccoli e di vario tipo (Kennedy et al.
1986).

La porzione magnocellulare si e sviluppata di pil nei primi tetrapodi,
parallelamente allo sviluppo del cervelletto e del nucleo interposito, dai quali riceve
fibre afferenti. Nei primati si & sviluppata abbondantemente la porzione parvicellulare,
contemporaneamente allo sviluppo degli emisferi cerebrali, dell’area corticale, frontale
e parietale della corteccia celebrale (Padel 1993). Pertanto, queste regioni non
possono essere distinte facilmente in tutti i mammiferi, infatti, salendo lungo la scala
evolutiva, diventa alquanto difficile definire i loro limiti, poiché la parte caudale della
regione parvicellulare viene a sovrapporsi a quella magnocellulare (Ruigrok et al. 1995,
Keifer et al. 2000, Baldacchini et al. 2000).

Studi condotti nel topo e nel gatto con il metodo del Golgi e Golgi-Kopsch hanno
permesso di suddividere il NR nella porzione parvicellulare e magnocellulare. Inoltre, in
base al diametro del soma i neuroni del NR sono stati classificati in quattro tipi: giganti
e grandi (50-90 um) distribuiti nella porzione magnocellulare, di media grandezza (20-
50 um) e piccoli (8-20 um) localizzati nella porzione parvicellulare (Iwahori et al. 1991;
Pagosian 1975). Altri studi hanno dimostrato che il NR presenta un’organizzazione
cellulare altamente dettagliata ed eterogenea soprattutto nel gatto (Condé 1966; King

et al. 1973; Sadun 1975).



Anche nel ratto e nelle scimmie il NR & stato suddiviso nella porzione
parvicellulare, che contiene neuroni di media grandezza (20-25 um) e piccoli neuroni
(meno di 20 um), e nella porzione magnocellulare, che contiene neuroni giganti (piu
grandi di 40 um) e grandi (26-40 um). Nel ratto & stato possibile studiare, altresi, la
morfologia e I'ultrastruttura di questi neuroni (Reid et al. 1975).

Dal punto di vista morfologico & stato osservato che i neuroni giganti e grandi
hanno dei dentriti che si propagano in ogni direzione, ma rimangono all’'interno dei
confini del nucleo; il citoplasma di questi neuroni contiene un reticolo endoplasmatico
ruvido esteso, un apparato del Golgi perinucleare prominente e numerosi mitocondri. |
neuroni di media grandezza hanno dei dentriti che si dispongono radialmente al soma;
presentano un RER meno esteso e un apparato del Golgi distribuito in tutta la cellula.
Infine, i piccoli neuroni hanno dei dentriti con molti prolungamenti, che si ramificano
poco e rimangono all’interno del nucleo; il RER di questi neuroni si presenta come
singoli filamenti mentre il complesso del Golgi € notevolmente ridotto (Reid et al.
1975).

Anche dellluomo sono state compiute indagini morfologiche e strutturali su
neuroni rubrali mediante il metodo del Golgi-Braitenberg. In particolare, non sono
state individuate cellule giganti a causa della regressione della regione magnocellulare
del nucleo rosso. Per contro, sono stati osservati neuroni grandi (40-50 um), piccoli (30
um) e di medie grandezze simili a quelli della porzione parvicellulare degli altri
mammiferi ad eccezione della parte finale dentritica a forma di spazzola che ¢ tipica
solo della specie umana (Patt et al. 1994 ).

Il ruolo funzionale differente delle due regioni si evince dalla diversa
organizzazione delle fibre afferenti ed efferenti.

La RMC riceve afferenze principalmente dal nucleo interposito del cervelletto
mentre la RPC riceve I'input prevalentemente dalla corteccia cerebrale (Humphrey et
al. 1984, Humphrey et al. 1976). Il NR fornisce informazioni al midollo spinale e a
diverse strutture encefaliche. L'insieme delle fibre afferenti ed efferenti costituiscono
una capsula che ricopre I'intero nucleo. Uno schema rappresentativo delle afferenze

ed efferenze rubrali € mostrato nella figura 1.
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Fig. 1_Schema delle principali afferenze ed efferenze rubrali

La proiezione efferente piu significativa del NR & diretta al midollo spinale
controlaterale tramite il tratto rubro-spinale (TRS). Benché sia accettato da tutti che le
fiore del TRS prendano origine dalla porzione magnocellulare del NR, & stato
dimostrato che anche la parte parvicellulare & responsabile dell’origine di una porzione
del TRS. (Brodal 1981, Sheich et al. 1983).

Gli assoni dei neuroni del NR attraversano il nucleo nella porzione ventrale e
discendono nel mesencefalo, nel ponte e nella regione bulbare per raggiungere il
midollo spinale, dove scorrono all’interno del funicolo laterale ventralmente al tratto
cortico-spinale laterale (Vernon et al. 2002).

Il TRS scorre accanto a quello cortico-spinale laterale e termina sugli interneuroni
della lamina lll, V, e VII di Rexed (Nyberg et al. 1964) sede di terminazione delle fibre
cortico-spinali provenienti dalla corteccia motoria. Si presume, pertanto, che questi
due sistemi agiscano di concerto. Questa stretta sinergia (rubro-spinale/cortico-
spinale) & ulteriormente rafforzata dal fatto che la corteccia motoria proietta anche al

NR. Cio significa che il tratto cortico-spinale ha in parallelo un “tratto cortico-spinale
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indiretto”, avente un relé nel NR (Brodal 1981, Stern 1938). Il NR, quindi, si configura
come un vero e proprio nucleo extrapiramidale che riceve le informazioni dalla
corteccia scaricandole al midollo spinale.

| neuroni rubrali che inviano collaterali ai segmenti cervicali e toracici del midollo
spinale sono in numero maggiore nel ratto rispetto al gatto e alla scimmia; questo dato
indica un forte ruolo del NR nel controllo della muscolatura degli arti anteriori
particolarmente utilizzata nel ratto (Gibson et al. 1985, Houk 1989).

La distribuzione ai motoneuroni spinali & organizzata in maniera da controllare
reciprocamente i motoneuroni di muscoli antagonisti; la stimolazione elettrica del NR
eccita i motoneuroni dei muscoli flessori controlaterali mentre inibisce i motoneuroni
dei muscoli estensori controlaterali (Brodal 1981). Il NR, quindi, tramite il TRS controlla
sia il movimento sia la postura, poiché e in grado di modulare |'attivita sia dei
motoneuroni o che dei y (Brodal 1981, Pompeiano et al. 1957).

Il TRS & controllato anche dalla corteccia cerebellare. Il cervelletto invia al NR due
categorie di fibre. Una e diretta alla porzione magnocellulare per il controllo della via
rubro-spinale, attraverso la quale il cervelletto regola cido che accade a livello del
midollo spinale (attivita motoria stereotipe). L'altra e diretta alla porzione
parvicellulare per il controllo della via rubro-talamo-corticale e serve a connettere il
cervelletto con la corteccia celebrale (Giuffrida et al. 1988).

Oltre al TRS sono state descritte altre vie efferenti: la via rubro-reticolare, la via
rubro-talamica e la via rubro-olivare. Inoltre, alcune cellule del NR sono connesse al
nucleo del nervo facciale, al nucleo ambiguo, al nucleo del nervo oculomotore, ai
nuclei gracile e cuneato ed al nucleo vestibolare inferiore o spinale (Flumerfelt et al.
1974, Hinrichesen et al. 1983).

Le fibre del tratto rubro-reticolare prendono origine dalle porzioni posteriori del
NR e raggiungono la porzione rostro laterale e rostromediale del nucleo reticolare
laterale. Anche la corteccia frontoparietale proietta in questo nucleo facendo di esso
un centro d’integrazione degli input discendenti dalla corteccia celebrale e ascendenti

dal midollo spinale (Shokunbi et al. 1986).



Le fibre del tratto rubro-olivare originano dalla porzione parvicellulare del NR e
terminano nell’oliva inferiore ipsilaterale (Swenson et al. 1983). Anche questa via e
controllata dalla corteccia cerebellare (cerebello-rubro-olivo) e puo trasportare le
informazioni o al midollo spinale (cerebello-rubro-olivo-spinale) o di nuovo alla
corteccia cerebellare (cerebello-rubro-olivo-cerebello), per controllare e regolare le
funzioni del cervelletto stesso (Brodal 1981).

Infine, le fibre del tratto rubro-talamico originano dalla porzione parvicellulare
del NR e terminano, nel ratto, sui neuroni del gruppo nucleare posteriore talamico
mentre, nel gatto, sul nucleo ventro-laterale talamico (Roger et al. 1987, Conde et al.
1980). La zona incerta del talamo, a sua volta, invia afferenze alla porzione
parvicellulare del NR; questo indica che la zona incerta ha un ruolo influente
sull’attivita motoria e poiché e collegata anche al nucleo interposito cerebellare, essa
diviene un punto di comunicazione tra cervelletto e NR (Mitrofanis 2002).

E stata descritta anche una via rubro-cerebellare diretta al nucleo interposto
anteriore del cervelletto, dalla quale originano anche le fibre della via cerebello-
rubrale (Huisman et al. 1983, Ralston 1994, Corville 1956).

La parte laterale del nucleo interposto anteriore proietta alla regione dorso-
mediale del NR magnocellulare mentre la parte mediale proietta alla regione ventro-
laterale (Voogd 1964, Flumerfelt 1978). Infine, il nucleo interposto posteriore proietta
lungo il bordo mediale della porzione magnocellulare del NR; inoltre, distribuisce
terminali al nucleo accessorio oculomotore mediale e alla parte parafascicolare
prerubrale (Paxinos 1995).

Il nucleo dentato nel suo insieme proietta alla porzione anteriore del NR.

Diversi autori concordano nell’affermare che le fibre provenienti dal nucleo
interposito terminano nella porzione magnocellulare controlaterale trasportando
segnali di natura propriocettiva dagli arti, mentre le proiezioni dal nucleo dentato
terminano nella porzione parvicellulare controlaterale, che rappresenta una stazione di
elaborazione di segnali corticali (Caughell et al. 1977, Flumerfelt et al. 1973, Keifer et

al. 1994, Voogd 1964).
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Un altro gruppo di fibre afferenti al NR e costituito da quelle provenienti dall’area
somatomotrice della corteccia cerebrale ipsilaterale. Diversi studi dimostrano che la
parte motoria di questa porzione corticale proietta alla regione magnocellulare,
mentre la parte sensitiva proietta alla regione parvicellulare del NR (Rivik et al. 1963,
Kusama et al. 1966, Mabuchi et al. 1966, Humphrey et al. 1984).

Questa suddivisione delle connessioni cortico-rubrali permette di assegnare alla
parte parvicellulare un ruolo preminente durante la preparazione del movimento,
mentre la porzione magnocellulare sarebbe maggiormente coinvolta durante

I’esecuzione del movimento (Humphrey et al. 1984).

Neurochimica del Nucleo Rosso

Numerosi studi hanno descritto i diversi neurotrasmettitori operanti a livello
rubrale in grado di influenzare la scarica di base dei neuroni di questo nucleo
(Nieoullon, 1988). | neurotrasmettitori osservati sono il glutammato (Glu), la glicina
(GLI), 'acido gamma amino - butirrico (GABA), la serotonina (5-HT), la dopamina (DA),
la noradrenalina (NA) e 'acetilcolina (Ach).

Il Glu e presente soprattutto nella parte magnocellulare del NR ed e utilizzato
come neurotrasmettitore eccitatorio, rispettivamente dalla via cortico-rubrale e dalla
via cerebello-rubrale (Kerkerian, 1983).

La GLI, descritta in misura ridotta rispetto al Glu, € un neurotrasmettitore delle
afferenze cerebellari con azione inibitoria.

Il GABA ¢ rilasciato da interneuroni inibitori presenti all’interno del NR e attivati
dalla via cortico-rubrale (Katsumaru, 1984; Katsumaru, 1986) e dalle vie cerebello-
rubrali. Esso e rilasciato anche da fibre efferenti della formazione reticolare e dalla
sostanza nera.

L'Ach é rilasciata dalla via cerebello-rubrale. | terminali nervosi colinergici
contraggono sinapsi con le fibre del fascio cortico-rubrale glutammatergico a livello
presinaptico, esercitando un’influenza inibitoria (Jones, 1986; Nieoullon, 1981).

Per quanto riguarda le monoamine, € stata rilevata un’elevata concentrazione di

DA e NA, oltre che di terminali serotoninergici. In pazienti affetti dal morbo di
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Parkinson e stata riscontrata una ridotta concentrazione di DA e NA a livello rubrale
(Nieoullon, 1988; Zarate-Lagunes, 2001).

La DA é stata trovata in alte dosi nella RMC del NR. L'innervazione dopaminergica
in questa struttura potrebbe essere attribuita a fibre provenienti dalla sostanza nera
(Jellinger, 1981). In questa regione é stata osservata la presenza di NA e gli effetti
modulatori da essa prodotti sulla frequenza di scarica dei neuroni rubrali (Ciranna et

al. 1996).
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Il Sistema Noradrenergico

La noradrenalina (NA) € uno dei principali neurotrasmettitori monoaminergici nel
sistema nervoso sia a livello centrale che periferico (Foote et al. 1983, Moore et al.
1982, Aston Jones et al. 1991). Essa fu osservata per la prima volta nel 1946 da Von
Euler nei terminali assonici di fibre appartenenti al sistema nervoso simpatico. Nello
stesso periodo Holtz e collaboratori identificarono la sua presenza anche a livello del
SNC di mammifero.

Piu tardi altri studi dimostrano che la NA non era uniformemente distribuita nel
SNC, ma presentava una localizzazione regionale. Cid suggeri una funzione come
mediatore chimico non solo a livello del sistema nervoso periferico ma anche a livello
del sistema nervoso centrale (Nieuwenhuys, 1985).

Il processo biosintetico della NA utilizza come precursore I'amminoacido tirosina,
assunto tramite la dieta o prodotto tramite l'idrossilazione della fenilalanina. La
tirosina, rilasciata nei tessuti nervosi mediante un sistema di trasporto attivo della
corrente ematica, viene convertita prima in L-DOPA ad opera della tirosina idrossilasi,
poi in dopamina per azione della DOPA-decarbassilasi ed infine, in NA ad opera
dell’enzima  dopamina-B-idrossilasi (Lodish 2000). Questa via biosintetica viene
utilizzata anche dalle cellule cromaffini della midollare del surrene per ottenere
adrenalina. Qui, infatti, la NA viene convertita in adrenalina tramite I’enzima
feniletanolammina-N-metil-transferasi (PNMT). La midollare del surrene secerne solo
piccole quantita di NA rispetto alle cellule nervose.

La biosintesi della NA & un processo labile, regolato da meccanismi che possono
modificare I'attivita enzimatica a breve o a lungo termine. Le variazioni a breve
termine comprendono la modulazione dell’attivita della tirosina idrossilasi mediante il
meccanismo dell’inibizione da prodotto finale. | fattori a lungo termine come lo stress
e fattori ambientali inducono aumenti della sintesi di NA poiché vengono stimolati gli
enzimi tirosina idrossilasi e DOPA-B-idrossilasi (Rhoades 2004).

La NA viene conservata ad alte concentrazioni in vescicole secretorie e viene

liberata per esocitosi in seguito all’attivazione sinaptica, dove puo0 interagire con
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recettori postsinaptici e presinaptici (autorecettori); in quest’ultimo caso modula la
liberazione di ulteriori quantita di amina (Bruns 1995).

La principale degradazione metabolica della NA avviene ad opera delle
monoaminossidasi (MAO) e delle catecol-ossimetiltransferasi (COMT) a livello
extraneuronale. Tuttavia il principale meccanismo di rimozione non é tanto di tipo
metabolico ma di riassorbimento da parte della fibra presinaptica secondo un processo
ATPasico-NA+- dipendente, comunemente indicato come “uptake” (Cuello et al. 1973).

La maggior parte dei neuroni noradrenergici € contenuta in due strutture
troncoencefalicahe: il locus coeruleus e la parte caudale del tegmento pontino laterale
(Moore 1979, Moore 1980, Moore 1982).

| neuroni che costituiscono il locus coeruleus sono relativamente pochi; nel ratto
sono circa 1500 unita, nelluomo 10000-15000 unita. | neuroni di questo nucleo
possiedono assoni notevolmente ramificati che assumono un decorso da una parte
discendente fino al midollo spinale e allo stesso tronco dell’encefalo e dall’altra
ascendente fino al diencefalo, al cervelletto, all'ippocampo e alla corteccia cerebrale
(Swanson et al. 1975, Swanson et al. 1976, Lewis 2001, Foote et al. 1983).

I locus coeruleus contiene circa la meta dei neuroni noradrenergici
troncoencefalici. | rimanenti neuroni noradrenergici hanno una distribuzione diffusa
livello del tegmento laterale ventrale. Anche gli assoni di questi neuroni emettono
numerose collaterali caratterizzate da una densa arborizzazione terminale e, anche se
in minor misura rispetto alla fibre del locus coeruleus, proiettano a vari livelli: midollo
spinale, tronco dell’encefalo, talamo, corteccia cerebellare, corteccia cerebrale
(Ungerstedt 1971, Olson et al. 1971).

Il sistema noradrenergico costituisce uno dei sistemi di neurotrasmettitori piu
diffusamente organizzato, infatti, nonostante il ristretto numero di neuroni, le fibre di
natura noradrenergica sono dirette quasi ovunque nel SNC, dove é& possibile
individuare anche una specifica distribuzione dei recettori noradrenergici (Palacios et
al. 1984, Nieuwenhuys et al. 1985).

Classicamente i recettori adrenergici sono stati classificati in due distinti gruppi,

recettori 3 adrenergici e recettori o adrenergici, in base alla diversa sensibilita per gli
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antagonisti. Sempre a seguito di differente affinita manifestata verso agonisti ed
antagonisti, sia il recettore B che il recettore a sono stati ulteriormente suddivisi in
sottotipi (Lands et al. 1967, Langer et al. 1974).

La sottoclassificazione generalmente accettata si avvale di una combinazione di
metodiche fisiche, chimiche e biologiche. Attualmente, lo schema adottato classifica le
varie specie recettoriali in tre gruppi principali ovvero in a4, a, e B, ciascuno dei quali a
sua volta, suddiviso in tre o piu sottotipi ed associato ad uno specifico sistema di
traduzione del segnale (Nicholas et al. 1996, Bylund et al. 1994).

| recettori adrenergici sono recettori accoppiati a proteine G (GPCR G protein
coupled receptor); sono formati da una lunga catena polipeptidica che si ripiega sette
volte nel bylaer lipidico e che a livello della Il ansa citoplasmatica lega una proteina G.
In seguito all’attivazione del recettore, la proteina G & in grado di legare GTP e
defosforilarlo a GDP.

Le proteine G sono eterotrimeri costituiti da tre subunita, denominate, in ordine
di peso molecolare decrescente, a, B e y. La subunita a & indispensabile perché é
quella che lega e idrolizza il GTP.

In seguito all’attivazione della proteina G possono aumentare, nel citoplasma
della cellula, i livelli di secondi messaggeri che sono ioni o sostanze la cui
concentrazione varia drasticamente in risposta all’attivazione recettoriale e che sono
in grado di legarsi a substrati specifici modificandone la funzione. Questi secondi
messaggeri modulano la funzione dei sistemi effettori finali (solitamente chinasi)
capaci di modificare la funzione di altri substrati (Fumagalli 2000).

| recettori adrenergici a; (a1, 01, Q1c, 01g) legano la proteina Gq e in seguito al
legame con la NA consentono un aumento della concentrazione di Ca* intracellulare
che attiva la fosfolipasi C. Questo enzima scinde il fosfatidil inositolo, un fosfolipide di
membrana, in inositolo 3P (IP3) e diacilglicerolo (DAG) il quale, a sua volta, attiva la
fosfochinasi C (PKC).

| recettori B (B1, B2, B3) legano la proteina Gs e attivano il sistema dell’adenilato
ciclasi che converte ATP in AMPc. L'AMPc, a sua volta, attiva la PKA che regola

numerose funzioni cellulari.
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Anche i recettori a, (0, Oy, ) che legano la proteina Gi sono associati al
sistema dell’adenilato ciclasi ma, a differenza dei recettori B, quando sono attivi,
inibiscono I'attivita dell’adenilato ciclasi (Boyajian et al. 1987, Bylund et al. 1992, Jones
et al. 1991).

La tabella riportata di seguito riassume le caratteristiche principali delle tre classi

recettoriali adrenergiche.

Classe Sottoclasse | Proteina | Meccanismo
Agonisti Antagonisti | Localizzazione
recettoriale | recettoriale G d’azione
ala-alb- Attivazione
al Gq Fenilefrina Prazosina Postsinaptici
alc-old fosfolipasi C
a2a-0.2b- Inibizione Postsinaptici
o2 Gi Clonidina loimbina
o2c Adenilato ciclasi Presinaptici
Attivazione
B B1-2-p3 Gs Isoproterenolo | Timololo Postsinaptici
Adenilato ciclasi

| recettori adrenergici non sono distribuiti uniformemente nell’organismo ma in
alcuni tessuti predomina I'uno o I'altro tipo/sottotipo.

| recettori a; e B, sono localizzati soprattutto sui muscoli lisci e sono responsabili,
rispettivamente, della contrazione e del rilassamento di questi muscoli.

| recettori B; si trovano sul cuore, reni, tessuto adiposo e sono responsabili
dell’accelerazione del battito cardiaco, della secrezione di renina e della lipolisi.

| recettori B3 sono stati osservati sul cuore e sull’esofago, stomaco, intestino,
vescica e sono coinvolti nella regolazione del flusso del sangue e nella motilita del
tratto gastrointestinale (Anthony et al. 1998; Dessy et al. 2004).

| recettori a, e B, localizzati a livello dei terminali presinaptici e sono coinvolti
nella regolazione della quantita di NA rilasciata; per tale ragione sono chiamati
autorecettori.

Quando aumenta la quantita di NA rilasciata nella fessura sinaptica vengono

attivati i recettori o, che bloccano l'ulteriore liberazione di NA dal terminale
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presinaptico con un meccanismo di inibizione a feedback; al contrario i recettori B,
stimolano I'ulteriore rilascio di NA con un meccanismo di eccitazione a feedback
(Rhoades 2004).

E stato riscontrato un elevato numero di recettori B adrenergici nel nucleo
accumbens, nel tubercolo olfattivo, nel putamen, nel caudato, nel nucleo olfattivo,
nella sostanza nera e nelle aree della neocorteccia, mentre un numero minore di
recettori B & stato osservato nel talamo, nell’ipotalamo, nell’ippocampo, nella zona
mediale dell’encefalo e del cervelletto (De Paermentier et al. 1989).

Diverse sostanze chimiche agiscono in maniera selettiva come agonisti o
antagonisti dei recettori adrenergici. La clonidina mima I'effetto prodotto dalla NA
guando si lega ai recettori a, per cui viene detta agonista dei recettori a,; la ioimbina,
al contrario, blocca I'effetto prodotto dal legame della NA con il recettore a2 e viene,
quindi, definita antagonista.

Fra gli agonisti e antagonisti dei recettori a; possiamo ricordare la fentolamina
che attiva i recettori al e la prazosina che li blocca, mentre fra gli agonisti e antagonisti
dei recettori B possiamo citare I'isoproterenolo e il timololo.

L'attivita dei neuroni noradrenergici € stata associata con gli stati di veglia ed
attenzione, i disordini affettivi, 'apprendimento e la memoria, il sonno, l'ansieta, la
nocicezione e con la circolazione sanguigna cerebrale (Redmond et al. 1976, Aston
Jones et al. 1984, Charney et al. 1990, Bremner et al. 1996).

Studi anatomici, elettrofisiologici, comportamentali e biochimici hanno portato a
supporre l'esistenza di due principali funzioni del sistema noradrenergico, con
riferimento, soprattutto, ai neuroni localizzati nel locus coeruleus (Berridge et al.
2003).

Una funzione peculiare del sistema noradrenergico & quella di indurre e
mantenere un adeguato stato di attivita dei neuroni delle strutture proencefaliche per
I’acquisizione d’informazioni sensoriali.

Una ulteriore funzione & quella di modulare, durante lo stato di veglia, le
informazioni sensoriali provenienti dall’ambiente esterno attraverso processi

sensoriali, attenzionali, di memoria ed attraverso processi motori.
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La NA, oltre che da neurotrasmettitore classicamente inteso, si comporta da
neuromodulatore dell’attivita neuronale di diverse strutture del SNC coinvolte nel
controllo delle funzioni motorie (Woodward et al.1991). Infatti, & stato osservato un
effetto, modulatorio della NA sull’attivita neuronale di strutture nervose fra le quali il
talamo (Pape et al.1989), la corteccia cerebrale (Kolta et al. 1989, Sawagushi et
al.1990), la corteccia cerebellare (Hoffer et al. 1973, Parfitt et al. 1988), i nuclei
cerebellari (Mori-Okamoto et al. 1988), il nucleo accumbens (Unemoto et al. 1985), la
formazione ippocampale (Winson et al. 1985, Curet et al. 1988) i nuclei del rafe (Couch
et al. 1970), i nuclei vestibolari (Licata et al. 1993) e le cellule di Purkinje (Granholm et
al. 1988). Atri studi hanno dimostrato una modulazione noradrenergica sulla

frequenza di scarica di base in neuroni rubrali (Ciranna et al.1996).

Noradrenalina e Nucleo Rosso

Diversi studi dimostrano la presenza di innervazioni di natura noradrenergica nel
NR di vari modelli animali, tra cui ratto, gatto e babbuino (Versteeg et al. 1976,
Jellinger et al. 1981, Bosler et al. 1983, Huffmann et al.1977).

Nel babbuino é stata osservata una modulazione noradrenergica sull’attivita dei
neuroni rubrali principalmente di natura inibitoria (Huffmann et al. 1977).

Studi di ibridazione in situ e di immunoistochimica dimostrano la presenza di
recettori adrenergici al livello sia della RPC che della RMC (Domyancic et al. 1997,
Nicholas et al. 1993, Nicholas et al. 1993b) .

Studi elettrofisiologici nel nucleo rosso di ratto, hanno dimostra che
I'applicazione di NA puo sia deprimere sia incrementare la frequenza di scarica di base
dei neuroni rubrali. Tali effetti dipendono dall’interazione dell’amina con uno specifico
recettore adrenergico (Ciranna et al. 1996). In particolare, & stato osservato che gli
effetti inibitori della NA sui neuroni rubrali sono mediati dai recettori a, adrenergici,

mentre |'attivazione dei recettori B induce effetti eccitatori (Ciranna et al. 1996).
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Il sistema Glutamatergico

L’Acido Glutammico (Glu) & uno dei neurotrasmettitori eccitatori di maggiore
rilievo presenti a livello del sistema nervoso centrale.

La via biosintetica che produce Glu inizia dall’acido a-chetoglutarato, un prodotto
del ciclo dell’acido citrico (CAC), il quale viene convertito in Glu dall’enzima
aminotrasferasi.

II' Glu viene accumulato in vescicole e successivamente rilasciato nel vallo
sinaptico dove va a legarsi a recettori post-sinaptici specifici, mentre il Glu in eccesso
dovra essere rimosso poiché ad elevate concentrazioni causa neurotossicita e morte
cellulare.

Il riassorbimento del Glu pud avvenire grazie a trasportatori che si trovano nel
terminale pre-sinaptico e nelle cellule gliali. La maggior parte del Glu, pero, e
trasportato nelle cellule gliali dove & convertito in glutammina dall’enzima glutammina
sintasi, la glutammina ritorna nel terminale pre-sinaptico e viene riconvertita,
mediante un enzima mitocondriale denominato glutaminasi, in glutammato libero che
verra reintrodotto nelle vescicole (Rhoades 2004, Bonde et al. 2003; Bonde et al.
2005).

Il Glu partecipa a diversi meccanismi fisiologici in tutto il SNC; media
I'informazione dolorifica nel midollo spinale: ha un ruolo nell’integrazione posturale
(Nakanishi 1992).

E utilizzato nella produzione di acido folico e, oltre ad essere indispensabile per la
produzione di amminoacidi essenziali, & un precursore dell’acido y-amminobutirrico.

| neuroni glutamatergici sono localizzati abbastanza diffusamente nella corteccia
e nell'ippocampo, formazione cerebrale implicata nei processi di memoria e in quelli
emozionali. Il Glu, inoltre, gioca un ruolo primario in tutti i processi cognitivi quali: il
pensiero, la memoria e la percezione. Esso & implicato in cido che si definisce il
potenziamento a lungo termine, fenomeno particolarmente legato alla memoria

(Brodal, 1981).

19



Accanto alle sue molteplici funzioni fisiologiche (mediazione della trasmissione
sinaptica rapida, modulazione della plasticita sinaptica, ruolo stimolatorio nello
sviluppo neuronale), il Glu, se presente a concentrazioni troppo elevate nello spazio
extracellulare, puo rappresentare uno stimolo neurotossico con conseguente morte
neuronale. Poiché ['eccitotossicita, intesa appunto come capacita del Glu di
determinare morte neuronale, € un meccanismo patogenetico comune alla maggior
parte delle malattie neurodegenerative, la modulazione dei livelli extracellulari di Glu
rappresenta un potenziale approccio neuroprotettivo per tali patologie. Cio potrebbe
essere particolarmente vero per le malattie neurodegenerative dello striato, quali il
morbo di Parkinson e la corea di Huntington, nelle quali la componente eccitotossica
sembra giocare un ruolo molto rilevante (Difazio 1992).

Il Glu esercita la sua azione eccitatoria agendo su specifici recettori localizzati
sulla membrana post-sinaptica. | recettori glutamatergici possono essere distinti in due
classi: recettori associati ad un canale ionico, detti ionotropici (Monaghan et al. 1988,
Monaghan et al. 1991), e recettori associati a proteine G, detti metabotropici (Masu et
al. 1991).

| recettori ionotropici regolano in modo rapido I'eccitabilita delle cellule nervose
mediante I'apertura diretta di canali ionici facenti parte del recettore stesso. | recettori
metabotropici (mGluRs) diversamente evocano risposte piu lente attivando la via di un
secondo messaggero.

| recettori ionotropici includono i recettori NMDA, che rispondono al N-metil-D-
aspartato e sono antagonizzati dal D-2-amino-5-fosfovalerato (APV), e i recettori non-
NMDA che sono sensibili al 6-ciano-7-nitroquinoxalino-2-3-dione (CNQX) e al
quisqualato. Fanno parte dei non-NMDA i recettori che rispondono all’alfa-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxalone-propionate (AMPA) e i recettori che hanno un’alta
affinita al cainato (Kain) (Molnar et al. 2002). | recettori ionotropici (NMDA e AMPA)
possono essere modulati e quindi utili nel trattamento dell’epilessia (Chapman 1988;
Loscher 1988).

L'attivazione dei recettori NMDA produce potenziali post-sinaptici eccitatori

(ESPS) aprendo canali ionici che aumentano la conduttanza al Na* e K'. Anche
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I’attivazione dei recettori non-NMDA (quisqualato e cainato) genera un ESPS perché
consente un aumento della conduttanza al Ca**. Quando la membrana & a riposo
questi recettori sono bloccati dal Mg?* e vengono sbloccati dalla depolarizzazione della
membrana, quindi i recettori non-NMDA sono recettori canali regolati sia
chimicamente sia dal voltaggio (Rhoades 2004).

Diversamente dalla risposta eccitatoria provocata dai recettori ionotropici, i
mGluRs causano un abbassamento della risposta post-sinaptica, che pud incrementare
o decrementare |'eccitabilita cellulare (Purves 2001).

Questi recettori possono essere regolati da agonisti e antagonisti competitivi,
antagonisti non competitivi e modulatori allosterici positivi. Queste molecole hanno
delle proprieta specifiche che le rendono ottime candidate per le applicazioni
terapeutiche (Pin et al. 2002; Kew et al. 2005).

Attualmente sono conosciuti otto tipi di recettori glutammatergici metabotropici
(mGIuR1-8) e questi possono essere divisi in tre gruppi in base alla struttura
molecolare, al profilo farmacologico e al meccanismo di trasduzione del segnale.

Il I gruppo comprende i recettori mGluR1 e mGIuR5 che sono recettori che
utilizzano la via che attiva la fosfolipasi C e quindi un aumento dei livelli di ca®
intracellulare. | recettori di gruppo | si trovano a livello del corpo striato, dove
contribuiscono alla regolazione del tono motorio e dei livelli extracellulari di Glu.

La maggior parte delle malattie neurodegenerative dello striato, quali il morbo di
Parkinson e la corea di Huntington, sono dovute ad un aumento della concentrazione
di Glu extracellulare quindi la regolazione di tale concentrazione puo essere utile per la
cura di queste malattie (Difazio e al. 1992).

Gli antagonisti non competitivi dei recettori mGIuR1 e mGIuR5 sono risultati
efficaci in molti modelli di malattia sia vitro che in vivo come I’Alzheimer, la sclerosi
laterale amiotropica, l'ischemia cerebrale (Bruno et al. 2001) e sono utili nel
trattamento del dolore (Zhu et al. 2004; Hu HJ et al. 2007).

II'll gruppo include i recettori mGlu2 e mGlu3 che inibiscono la via dell’AMPc. Gli
agonisti dei recettori mGlu2 e mGlu3 bloccano il rilascio di Glu e promuovono la sintesi

e il rilascio di fattori neurotropici negli astrociti. E’ stato dimostrato che questi agonisti
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sono efficaci in molti modelli di malattia animale come l'ansieta e la schizofrenia
(Rorick-Kehn LM et al. 2007; Woolley ML et al. 2007).

Infine, il 1l gruppo comprende i recettori mGlu4, mGlu6, mGlu7 e mGlu8 che
inibiscono la via del’AMPc. Anche gli agonisti dei recettori del Ill gruppo limitano il
rilascio di Glu e potrebbero essere utilizzati nella cura di altre patologie (Bruno et al.
2001).

| neuroni glutamatergici sono localizzati abbondantemente nella corteccia e
nell'ippocampo, formazione cerebrale implicata nei processi di memoria e in quelli
emozionali. Infatti, il Glu ha un ruolo primario in tutti i processi cognitivi quali: il
pensiero, la memoria e la percezione. Esso e implicato in cio che si definisce
potenziamento a lungo termine, fenomeno particolarmente legato alla memoria (LTP:
long term potentation). LTP € un termine utilizzato per descrivere un potenziamento
notevole e duraturo della trasmissione sinaptica che si attiva a livello di varie sinapsi
del SNC dopo una breve (condizionante) e intensa (burst) stimolazione presinaptica
(Watkins et al. 2006).

Il Glu e indispensabile per la sintesi degli aminoacidi non essenziali ovvero
dell’acido gamma amminobutirrico e dell’acido folico. Esso svolge molteplici funzioni
fisiologiche nel SNC come la mediazione della trasmissione sinaptica rapida, la
modulazione della plasticita sinaptica e ha un ruolo stimolatorio nello sviluppo
neuronale. Partecipa, inoltre, alla mediazione dell’informazione dolorifica nel midollo
spinale e nell’integrazione posturale, in quanto viene rilasciato dalle fibre che nascono
dal nucleo subtalamico di Lewis e si portano al globo pallido mediale, alla pars

compacta e alla reticolata della sostanza nera (Nakanishi 1992).

Glutammato e Nucleo Rosso

Diversi studi dimostrano la presenza di numerose fibre glutamatergiche a livello
del NR. Il Glu é soprattutto presente nella porzione magnocellulare del nucleo ed &
utilizzato come neurotrasmettitore eccitatorio dalla via cortico-rubrale e dalla via

cerebello-rubrale (Kerkerian 1983). Infatti, dopo lesione della parte controlaterale del
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cervelletto, I'attivita del Glu nella parte magnocellulare del nucleo risulta ridotta
(Nieoullon et al. 1988).

Nel NR sono stati riscontrati sia sottotipi recettoriali glutamatergici sia di tipo
ionotropico che metabotropico, soprattutto e stata osservata un’elevata densita di
recettori metabotropici del gruppo |, piu nello specifico & stato osservato un alta

densita di mGIuR1.

23



SCOPO DELLA RICERCA

Secondo quanto esposto fino ad ora e in accordo con i dati riportati in
letteratura, sia la regione magnocellulare sia quella parvicellulare del nucleo rosso
sono sede di afferenze glutamatergiche e noradrenergiche. Inoltre, diversi studi
condotti su reti neuronali del SNC descrivono I'azione modulatoria della NA su sinapsi
glutamatergiche.

In tale contesto, le ricerche condotte nel presente studio hanno avuto lo scopo di
verificare I'azione modulatoria della NA sulla risposta eccitatoria evocata dal Glu in
neuroni rubrali. Inoltre, poiché la membrana dei neuroni rubrali presenta sia recettori
di tipo a, che B adrenergici, € parso utile valutare il ruolo di queste due classi

recettoriali in tale modulazione.
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METERIALI E METODI

Preparazione dell’animale

Le indagini sperimentali sono state condotte in vivo su ratti maschi appartenenti
al ceppo Wistar in anestesia profonda mediante iniezioni intraperitoneali di uretano
(1,3 g/Kg), utilizzati secondo le direttive della Commissione Europea (86/609/EEC) e
della normativa italiana vigente in materia di sperimentazione animale. | ratti adulti di
peso compreso fra 250 e 300 grammi venivano fissati sull’apparecchio stereotassico di
Horsley-Clarke (David Kopf, Instruments, USA), mentre un sistema termostatato
manteneva la temperatura corporea costante a valori fisiologici.

Si procedeva praticando un’incisione sulla cute lungo la sutura longitudinale della
teca cranica, quindi si eseguiva un foro alle coordinate corrispondenti al nucleo rosso
secondo I'atlante stereotassico di Paxinos e Watson (Paxinos et al. 1997) in modo da
permettere lintroduzione dell’elettrodo di registrazione. Le indicazioni fornite
dall’atlante dell’encefalo di ratto identificano i siti di registrazione per la nostra
struttura d’interesse alle coordinate: Anteriore (A): 2,70-3,70 mm; Laterale (L): 0,40-

1,40 mm;Verticale (V): 6,40-7,40 mm (figura 2).

s 604 e | | Interaural 320 Bregma 580 mm | | Interaural 3.40 s

Fig. 2_Sezioni coronali di encefalo di ratto dell’atlante paxinos: A=2.96-3.20-3.40

Le superfici tissutali esposte erano ricoperte con una soluzione salina di agar al
2% per prevenirne l'essiccamento. La frequenza cardiaca e respiratoria erano
periodicamente monitorate e, qualora necessario, erano somministrate dosi aggiuntive

di anestetico.
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Al fine di risalire all’esatta localizzazione dei neuroni saggiati, veniva marcato il
punto finale di ogni penetrazione dell’elettrodo mediante il rilascio iontoforetico (-
20uA per 20 minuti) di Pontamina Sky Blu (Sigma).

Quindi, al termine dell’esperimento I'animale veniva sacrificato mediante un
overdose di anestetico; si procedeva all’espianto dell’encefalo e alla sua fissazione in
formaldeide al 10% per 48 ore e poi in una soluzione di saccarosio al 30% per 24 ore.

Trascorsi i tempi di fissazione e conservazione del tessuto, venivano allestiti dei
preparati istologici di sezioni frontali dell’encefalo, dello spessore di 60um, mediante
I"'utilizzo di un microtomo a congelamento e successivamente montate su vetrini
precedentemente gelatinati. | preparati istologici venivano colorati con rosso neutro e,
infine, osservati al microscopio ottico. Il punto di blu indicava il punto di fine
penetrazione e quindi veniva ricostruita I'esatta localizzazione dei neuroni saggiati

(figura 3).

1000 um
L |

Fig. 3_Ricostruzione istologica della regione del NR esplorata durante
I'esperimento dove € visibile la marcatura con la pontamina (punto di blu)

Registrazione extracellulare e microiontoforesi

Per I'analisi dell’attivita bioelettrica dei neuroni si puo fare ricorso alla tecnica
delle registrazione extracellulare e alla simulazione del rilascio sinaptico di
neurotrasmettitori, tramite microiontoforesi. Per la registrazione extracellulare e per la
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contemporanea applicazione di diverse sostanze si utilizzava un microelettrodo di
vetro multi barellato montato su un micromanipolatore (LPC, France) che consentiva
I’avanzamento micrometrico all’interno della struttura d’interesse.

L’elemento del microelettrodo deputato alla registrazione dell’attivita neuronale
veniva riempito con una soluzione di NaCl 3M addizionata del 4% di Pontamina Sky
Blue. | potenziali d’azione registrati da tale elettrodo venivano amplificati mediante un
sistema differenziale (Grass Instruments, USA) e filtrati da un equalizzatore (Yamaha
EQ70), in grado di migliorare il rapporto segnale/disturbo.

Il segnale era, altresi, visualizzato mediante un oscilloscopio a raggi catodici
(KENWOOD mod. CS8010) e inviato, in parallelo, a un circuito d’interfaccia (1401 Plus,
CED, UK) che provvedeva a convertirlo da evento analogico ad evento digitale.

L’attivita neuronale era ritenuta unitaria solo se I'ampiezza dello spike si
manteneva costante durante il periodo di registrazione ed aveva un’ampiezza
maggiore di almeno tre volte rispetto all’attivita bioelettrica di fondo. Una volta
digitalizzati, i potenziali d’azione erano acquisiti da un Personal Computer tramite un
software dedicato (Spike2, CED, UK) in grado di visualizzare I'andamento della
frequenza di scarica neuronale sotto forma di istogrammi. Tali istogrammi mostrano il
numero degli spikes prodotti nel tempo dal singolo neurone studiato e quindi
consentono la visualizzazione dell'attivita bioelettrica di base e quindi una qualunque
variazione di tale attivita.

Una volta isolata l'attivita a spikes di un singolo neurone, si procedeva
all’applicazione delle sostanze mediante la tecnica della microiontoforesi, quindi alla
simulazione del rilascio sinaptico di neurotrasmettitori o comunque di molecole attive
a livello sinaptico.

La nostra procedura sperimentale richiedeva I'utilizzo delle seguenti sostanze:

e noradrenalina idrogentartrato (NA, 200mM, pH 4.0, Sigma);
e acido glutammico (Glu, 100mM, pH 8.0, Sigma);

e clonidina idrocloride (clo,50mM, pH 5.0, Tocris);

e isoproterenolo idrocloride (iso, 50mM, pH 5.0, Sigma);

e joimbina idrocloride (ioi, 20mM, pH 5.0, Sigma);
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e timololo (tim 20mM, pH 5.0, Sigma).

Un sistema microiontoforetico (Neurophore BH2, Medical Sistem Corporation,
USA) era utilizzato per controllare il rilascio e la ritenzione delle sostanze, mediante
applicazioni di correnti di intensita e polarita appropriate applicate all’estremita delle
singole barre. Inoltre, il sistema microiontoforetico, attraverso un elemento
contenente una soluzione di NaCl 3M, era in grado di bilanciare automaticamente le
correnti applicate nei processi d’iniezione e di ritenzione, cosi da evitare alterazioni
dell’attivita elettrica del neurone preso in esame.

La routine sperimentale consisteva nell’effettuare microiniezioni di GLU, ad
intensita prefissata e della durata di 30 secondi, sia in condizioni di controllo che
durante I'applicazione di NA e dei suoi agonisti ed antagonisti. La figura 4 mostra il set-

up sperimentale.

iniettore

Sistema di acquisizione e
digitalizzazione dei potenziali d’azione

Sistema di acquisizione e analisi
difrequenza neuronale

Fig. 4_Set-up sperimentale

Analisi dei dati

L'azione modulatoria esercitata dalla NA sulla risposta indotta a seguito
dell’applicazione di GLU in neuroni rubrali, si considerava significativa, solo se la
frequenza di scarica media del neurone era modificata, nel suo valore, non meno di

due volte la deviazione standard per un periodo di tempo di almeno 20 secondi.
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Al fine di comparare i dati ottenuti e quindi definire la risposta neurale alle
sostanze somministrate, sono stati utilizzati tre parametri:

N: definito come la differenza tra il numero di spikes registrati durante |'effetto e
il numero di spikes registrati in un uguale periodo antecedente l'iniezione della
sostanza;

D: definito come la durata dell’effetto espressa in secondi;

P: definito come variazione percentuale della frequenza di scarica rispetto alle
condizioni di controllo.

Gli effetti indotti dall’applicazione delle sostanze erano considerati significativi
ogni qualvolta almeno due dei tre parametri considerati, variavano in modo
significativo rispetto ai controlli.

Infine, i valori dei tre parametri N, D e P, riferiti alle risposte al GLU registrate
prima, durante e dopo applicazione di NA o di un suo agonista, venivano sottoposti a
comparazione mediante analisi statistiche previste da un appropriato software (Graph-

Pad-Prism, T-test, tests non parametrici).

Perfusione ed Istologia

Al fine di effettuare l'analisi immunoistochimica per la determinazione dei
recettori a, e B; e B, noradrenergici nel NR, sono state effettuate delle sezioni frontali
di encefalo.

Gli animali, ancora sotto I'effetto dell’anestesia, erano sottoposti a perfusione
transcardiaca, attraverso I'aorta ascendente, con una soluzione di NaCl 0,9%, seguita
da una soluzione di paraformaldeide al 4% in tampone fosfato 0,1 M (pH 7,4).

Successivamente, I'encefalo veniva prelevato, posto per le prime 24 ore nella
stessa soluzione fissativa (paraformaldeide) e per le successive 48 ore in una soluzione
crioprotettrice (contenente saccarosio al 30% in tampone fosfato 0,1 M).

Il tessuto era quindi pronto per essere affettato al microtomo congelatore.

Le fettine erano tagliate in senso coronale (spessore di 40um) e poste in una

soluzione contenente glicerolo ed etilenglicol al 30% che ne permetteva la
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conservazione a -20°C, cosi da poterne consentire I'utilizzo anche in tempi successivi al

taglio.

Immunoistochimica

Le sezioni erano inizialmente sottoposte ad una serie di lavaggi in TBS (TRIS 0,05
M in 0,9% di NaCl), per eliminare I'eccesso della soluzione anti-freezing usata per la
conservazione del tessuto a -20°C. Dopo un passaggio rapido in H202 1% per
disattivare la perossidasi eritrocitaria, si procedeva alla permeabilizzazione del tessuto
con una soluzione di TBS contenente 0,4% di Triton X-100 per 30 minuti. Le fettine
erano quindi immerse in un siero di blocco, costituito da 4% di siero normale di capra
(NGS, Sigma), per altri 30 minuti per inattivare eventuali siti aspecifici. Erano quindi
incubate per tutta la notte con gli anticorpi primari di coniglio anti a,, B; e B, in TBS
(1:500, Santa Cruz).

Il giorno seguente si procedeva ad una serie di 3 lavaggi in TBS della durata di 5
minuti ciascuno ed all'incubazione, per un’ora, con un anticorpo secondario biotinilato
anti-lgG di coniglio, indotto nella capra (1:200, Vector Laboratories). Dopodiché,
eseguiti successivi lavaggi in TBS, si procedeva all'incubazione per un’ora con il
complesso avidina-perossidasi biotinilata (ABC Kit, 1:100 Vector Laboratories).

Trascorso il tempo d’incubazione ed effettuati alcuni lavaggi, I'attivita della
perossidasi veniva visualizzata con una reazione colorimetrica eseguita con una
soluzione contenente diaminobezidine tetrahydrochloride (DAB), Tris 0,05M e H202 al
0,45%. Le fettine, cosi allestite, erano montate su vetrini gelatinati, chiarificate,
ricoperte con vetrini copri oggetto e osservate al microscopio ottico (DPX ; BDH

laboratories, Poole, England).
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RISULTATI

Effetti della NA sulle risposte al GLU in neuroni rubrali

L’effetto dell’applicazione di NA o suoi agonisti ed antagonisti sulla responsivita al
Glu e stato studiato su 37 neuroni localizzati istologicamente a livello del nucleo rosso.

Tutti i neuroni testati erano spontaneamente attivi ed esibivano una frequenza di
scarica di base compresa fra 6 e 60 spikes/s.

A seguito dell’applicazione di Glu i neuroni saggiati incrementavano in maniera
significativa la loro frequenza di scarica di base; la risposta eccitatoria evocata dal Glu
compariva 2-4 s dall’inizio dell'iniezione ed inoltre, era essere dose dipendente e
reversibile entro 5-10 s dalla fine dell’iniezione.

La microiniezione di NA o dei suoi agonisti e antagonisti, modificava la
responsivita dei neuroni rubrali al GLU.

In particolare, nel 90% dei neuroni rubrali studiati la NA produceva un
decremento della responsivita al Glu, nel 5% un incremento, mentre nel restante 5 %

di essi non ha esercitato alcun effetto (figura 5).

37 neuroni saggiati

5%
5% q
Riduzioni
[J Potenziamenti 90%

B Nessun effetto

Fig. 5_Effetti esercitati dalla NA sulla responsivita
al Glu in neuroni rubrali.
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La figura 6 mostra I'analisi dei valori medi dei parametri N, D e P, relativi a tutto
il campione analizzato, prima, durante e dopo la coiontoforesi di NA. L’analisi
complessiva mostra una variazione significativa di tutti tre i parametri; si noti la

particolare significativita della variazione del parametro N.

Riduzioni
N D P
300 40 70
60
35 % %

3 300 o 50 o

= * %k o 40
& 200 o 30 o
5 ¥ 2 # 30
* 100 25 20
10
0 20 0
Glu Glu+NA Glu Glu Glu+NA Glu Glu Glu+NA Glu

Fig. 6_Variazione dei valori dei parametri N, D e P durante l'azione inibitoria esercitata dalla
NA sulla risposta al Glu in neuroni rubrali.
*¥*% P<0.0001 ** P<0.001

La figura 7 mostra gli istogrammi di frequenza di scarica media relativi a due
neuroni rubrali localizzati nella porzione magnocellulare (figura 7A) e nella porzione
parvicellulare (figura 7B), dove & possibile osservare gli effetti indotti dal rilascio di NA
sulla risposta eccitatoria indotta dal Glu prima durante e dopo I'applicazione

delllammina.
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Fig.7_Istogrammi di frequenza media di due neuroni rubrali localizzati
nella porzione magnocellulare (A) e parvicellulare (B)dove si osserva
I'azione depressoria esercitata dalla NA sulla risposta al Glu.

Gli istogrammi mostrano il marcato effetto depressivo della NA sull’eccitazione
indotta dal Glu. In entrambi i casi, si pud osservare come la risposta indotta dal Glu

risenta piuttosto rapidamente della presenza di NA ed inoltre, & possibile notare come
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I'effetto esercitato dall’lammina cessi dopo l'interruzione del suo rilascio e quindi si ha
un ritorno piuttosto rapido alle condizioni di controllo.

L’effetto netto indotto sulla risposta al Glu € confermato dall’analisi quantitativa
dei parametri N, D e P che hanno mostrato una riduzione significativa durante la
coiontoforesi di NA.

La figura 8 mostra I"'andamento della frequenza media di scarica di un neurone
rubrale appartenete al porzione magnocellulare prima, durante e dopo il rilascio
dell’lammina. Anche in questo caso & possibile osservare come la risposta eccitatoria
determinata dal rilascio di Glu veniva depressa durante I'applicazione di NA. Inoltre, in

guesto caso & possibile osservare anche una dose-dipendenza dell’effetto.
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Fig.8 Istogramma di frequenza media di un neurone rubrale
localizzato nella porzione magnocellulare dove si osserva l'azione
depressoria dose-dipendente esercitata dalla NA sulla risposta al Glu.
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Ruolo dei recettori o,

Al fine di valutare la specificita degli effetti esercitati dalla NA ed effettuare una
preliminare identificazione dei recettori coinvolti nella sua azione, sono state condotte
delle indagini che richiedevano applicazioni di clonidina e ioimbina, rispettivamente
agonista ed antagonista selettivo per i recettori a,.

Gli effetti della clonidina sono stati valutati su un totale di quindici neuroni.

La figura 9A illustra la localizzazione dei neuroni saggiati con clonidina, inibiti
dall’applicazione dell’agonista a,. La figura 9B illustra la localizzazione

immunoistochimica dei recettori a, noradrenergici nel NR.

A B

Fig. 9_A. Localizzazione dei neuroni saggiati con clo (n=15) dove é stata
osservata l'azione inibitoria dell’agonista a, sulla risposta indotta dal Glu.

B. Localizzazione immunoistochimica dei recettori a, noradrenergici nel NR
(Ingr. 10X).

In questa serie di prove I'agonista riduceva nettamente la responsivita al Glu in tutti i
casi, mimando quindi I'effetto depressorio della NA.

La figura 10 mostra I'analisi dei valori medi dei parametri N, D e P, prima,
durante e dopo la coiontoforesi di clonidina. L’analisi complessiva dei dati mostra una

variazione significativa di tutti tre i parametri.
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Fig. 10_Variazione dei valori dei parametri N, D e P durante I'azione inibitoria esercitata dalla

closulla risposta al Glu in neuroni rubrali.
*¥* P<0.0001

La figura 11 mostra due istogrammi di frequenza di scarica media registrati da
due neuroni rubrali localizzati nella porzione parvicellulare (fig. 11A) e nelle porzione
magnocellulare (fig. 11B), dove e possibile osservare sia gli effetti indotti dal rilascio di
NA e sia quelli indotti dal rilascio di clonidina sulla risposta eccitatoria indotta dal Glu.

In entrambi gli istogrammi e visibile sulla risposta indotta dal Glu, il confronto fra
I'effetto esercitato dalllammina e quello esercitato dall’agonista. Come si puo
osservare sia la NA che la clonidina producono una riduzione della risposta eccitatoria
indotta dal Glu, inoltre, I'applicazione dell’agonista produce un effetto piu marcato gia

a partire dalla prima prova.
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Fig. 11_Istogrammi di frequenza media di due neuroni rubrali localizzati nella porzione
magnocellulare (A) e parvicellulare (B)dove si osserva come lazione inibitoria
esercitata dalla NA sulla risposta al Glu viene mimata dall’applicazione di clo.

La figura 12 mostra I'andamento della frequenza di scarica media di un neurone
rubrale localizzato nella porzione magnocellulare a seguito dell’applicazione di Glu, NA
e ioimbina. In questo caso, il rilascio di NA provoca una depressione della risposta al
Glu successivamente bloccata in presenza di ioimbina che, quindi, riporta la risposta al

Glu ai valori di controllo.
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Fig.12 Istogramma di frequenza media di un neurone rubrale localizzato nella porzione
magnocellulare dove si osserva come la ioimbina blocca l'effetto inibitorio esercitato dalla NA sulla
risposta al Glu.

Ruolo dei Recettori B

Per valutare il ruolo dei recettori B nella modulazione noradrenergica della
responsivita al Glu in neuroni rubrali, sono state condotte delle indagini che
richiedevano l'utilizzo di Isoproterenolo (iso) e Timololo (tim) rispettivamente agonista
e antagonista dei recettori B.

Sono stati testati 12 neuroni rubrali nei quali I'applicazione di iso ha determinato
soprattutto incrementi della risposta eccitatoria evocata dal Glu. In qualche caso sono
stati osservati dei decrementi di tale risposta.

Nella figura 13A viene mostrata la localizzazione dei neuroni saggiati con iso
dove é stata riscontrata I'azione inibitoria (4} ed eccitatoria (®) dell’agonista B sulla
risposta indotta dal Glu. La figura 13B e 13C illustra la localizzazione

immunoistochimica dei recettori B; e B, noradrenergici nel NR.
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0.40 mm

Fig. 13A_Localizzazione dei neuroni saggiati con iso (n=12) dove ¢ stata osservata l'azione inibitoria (®)
ed eccitatoria ( 4) dell’agonista B sulla risposta indotta dal Glu.
Fig.1B-C_Localizzazione immunoistochimica dei recettori 3, e B, noradrenergici nel NR (Ingr. 10X).

Gli effetti dell’ iso sui parametri N, D e P sono mostrati in figura 14A e 14B.

L’analisi complessiva mostra una significativita soprattutto nei casi in cui I'applicazione

di iso ha potenziato la risposta al Glu.
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Fig. 14_Variazione dei valori dei parametri N, D e P durante l'azione eccitatoria (A) e
inibitoria (B) esercitata dal iso sulla risposta al Glu in neuroni rubrali.
*¥% P<0.0001 ** P<0.001 * P<0.01
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Nella figura. 15 e possibile osservare un istogramma di frequenza media di un
neurone rubrale che esibisce un incremento della risposta eccitatoria evocata dal Glu

in seguito all’applicazione di iso.
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Fig.15_Istogramma di frequenza media di un neurone rubrale localizzato nella
porzione parvicellulare dove si osserva l'azione eccitatoria esercitata dall’iso
sullarisposta al Glu.

Nella figura. 16, invece, si puo osservare I'azione inibitoria esercitata dall’iso sulla
risposta al Glu. Appare, inoltre, evidente la relazione dose-dipendenza; aumentando la

concentrazione di iso la riduzione della risposta al Glu appare piu marcata.
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Fig.16_Istogramma di frequenza media di un neurone rubrale localizzato
nella porzione parvicellulare dove si osserva l'azione inibitoria esercitata

dall’iso sulla risposta al Glu.

La figura 17 mostra un istogramma di frequenza media di un neurone rubrale

dopo l'applicazione di Glu, NA e tim.

Dall’andamento di questo istogramma si deduce che il tim non blocca I'effetto

inibitorio della NA sulla risposta al Glu ma
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lo incrementa ulteriormente.

24 4

Frequenza media

0 600

1200

7 Y
= Glu ‘} \.—’,‘
30nA (Y~

1800 2400 3000

Tempo (sec.)

Fig.17_Istogramma di frequenza media di
parvicellulare dove si osserva come il timololo

un neurone rubrale localizzato nella porzione
(tim), un antagonista per i recettori B, non blocca

I'effetto inibitorio esercitato dalla NA sulla risposta al Glu ma lo incrementa ulteriormente.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Le nostre indagini sperimentali hanno avuto lo scopo di verificare I'azione
modulatoria della NA sulla risposta eccitatoria evocata dal Glu in neuroni rubrali.
Inoltre, € parso utile valutare il ruolo dei recettori a, e B noradrenergici in tale
modulazione.

Studi condotti precedentemente in vari modelli animali hanno accertato Ia
presenza di innervazioni noradrenergiche soprattutto nella porzione magnocellulare
del NR (Versteeg et al. 1976; Jellinger et al. 1981; Bosler et al. 1983; Huffman et al.
1977). Tali innervazioni provengono soprattutto dal LC ovvero la struttura del SNC che
contiene la maggior quantita di neuroni di natura noradrenergica.

Ciranna e collaboratori nel 1996 hanno osservato nel nucleo rosso di ratto che
I"applicazione di NA produce sia riduzioni sia potenziamenti della frequenza di scarica
di base dei neuroni agendo, rispettivamente, sui recettori a, e B.

L'effetto inibitorio della NA ¢ stato osservato anche in altre regioni del SNC oltre
al NR, quali la corteccia prefrontale e visiva (Sawaguchi Y. et al. 1990), il tubercolo
olfattivo (Guevara-Aguilar R. et al. 1985), il talamo (Pape et al. 1989), il tronco
dell’encefalo (Fukada et al. 1990), la corteccia cerebellare (Hoffer BJ. Et al. 1973; Parfitt
K.D. 1988) e i nuclei cerebellari.

In altre strutture del SNC quali la corteccia somatosensoriale, il raphe (Couch.
1970) e le cellule del Purkinje della corteccia cerebellare (Marshall K. C. e Tsai W. H.
1988; Parfitt K. D. et al. 1988) la NA ¢ in grado di modificare la frequenza di scarica dei
neuroni, generando risposte miste.

Successivi studi hanno dimostrato che la NA ¢ in grado di modulare la risposta
indotta da altri neurotrasmettitori, indipendentemente dalla modulazione diretta
esercitata dall’amina sulla frequenza di scarica di base di neuroni rubrali cosi come in
altre strutture del SNC (Ciranna et al.2000).

| nostri risultati indicano che la NA modifica la risposta eccitatoria evocata dal Glu
in neuroni rubrali inducendo decrementi e in qualche caso incrementi di tale risposta.

Inoltre gli effetti indotti dall’applicazione dell’amina sono dose-dipendenti e reversibili.
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Gli effetti della NA erano indipendenti dalla modulazione diretta esercitata sulla
frequenza di scarica di base, infatti, la modulazione della risposta al Glu & stata
osservata in neuroni in cui la frequenza di scarica di base incrementava, decrementava
o non subiva alcun effetto in seguito al rilascio di NA.

| diversi effetti che la NA & in grado di produrre sono dovuti all’interazione
dell’amina con i diversi tipi di recettori noradrenergici.

Infatti, studi di ibridazione in situ e di immunoistochimica hanno dimostrato la
presenza dei recettori a, e B a livello del NR (Domyancic et al. 1997; Nicholas et al.
1993b).

Sono state eseguite delle indagini sperimentali in cui si utilizzavano agonisti e
antagonisti selettivi per i recettori a, e B noradrenergici.

L'applicazione di clonidina, un agonista per i recettori a,, ha mimato I'effetto
indotto dal rilascio di NA. In particolare, I'applicazione dell’agonista ha determinato
una riduzione della risposta eccitatoria evocata dal Glu in tutti i neuroni rubrali
saggiati.

A confermare il coinvolgimento dei recettori a2 nella depressione indotta dalla
NA sulla risposta al Glu, sono state effettuate delle indagini nelle quali & stata applicata
la ioimbina, antagonista dei recettori a,. L’applicazione dell’antagonista bloccava
I’effetto inibitorio esercitato dalla NA o dalla clo.

Queste osservazioni indicano che la NA esercita il suo effetto inibitorio sulla
responsivita al Glu in neuroni rubrali utilizzando i recettori a2.

L'applicazione di isoproterenolo, un agonista per i recettori B noradrenergici, ha
determinato nella maggior parte dei neuroni rubrali saggiati effetti opposti a quelli
esercitati dalla NA. In particolare, il rilascio dell’agonista ha determinato un
incremento della responsivita al Glu in neuroni rubrali e in alcuni casi decrementi.

L'applicazione di timololo, un antagonista dei recettori B accentua ulteriormente
I’effetto inibitorio esercitato dalla NA sulla risposta al Glu. E’ evidente che NA esercita
effetti inibitori sulla responsivita dei neuroni rubrali al Glu interagendo con i recettori
o, mentre induce effetti eccitatori attivando i recettori B.

La trasmissione glutamatergica € modulata dalla NA anche in altre aree del SNC.
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Studi condotti sulle cellule del Purkinje hanno dimostrato che la NA & in grado di
deprimere I'eccitazione prodotta dall’applicazione di Glu (Marshall KC e Tsai WH.
1998). Studi condotti sulle cellule del Purkinje, hanno dimostrato che I'amina puo
indurre anche incrementi della risposta eccitatoria al Glu. Nei casi in cui & stato
osservato questo effetto, e stato riscontrato sempre un coinvolgimento dei recettori
noradrenergici (Mori-Okamot et al. 1988).

Quest’ultimo dato e coerente con I'osservazione che i recettori B siano implicati
nell’attenuazione della risposta inibitoria evocata dalla NA sulla responsivita dei
neuroni rubrali al Glu.

A livello del NR é stata studiata la modulazione noradrenergica sulla risposta
inibitoria indotta dal GABA. In particolare, tale effetto pud essere potenziato o
attenuato dalla coiontoforesi di NA (Ciranna et al. 2000).

La NA € in grado di modulare I'inibizione GABAergica anche in altre strutture del
SNC quali: i nuclei cerebellari profondi (Gould. Et al. 1997), i neuroni ippocampali
(Madison et al. 1988), i neuroni della corteccia somato-sensoriale (Sessler et al. 1995), i
neuroni ipotalamici (Sessler et al. 1995) e i neuroni corticali cerebellari (Mitoma et al.
1999; Yeh et al. 1983).

In conclusione, i dati ottenuti dalle indagini sperimentali indicano che la NA & in
grado di modulare la risposta eccitatoria del Glu nei neuroni del NR. In particolare, la
NA esercita principalmente una riduzione, e in qualche caso un potenziamento, della
risposta indotta dal Glu Inoltre, tale effetto & mediato dai recettori a, e B
noradrenergici. | recettori a, sono implicati nelle riduzioni della risposta eccitatoria,
mentre i recettori B nei potenziamenti di tale risposta.

Come gia noto, il nucleo rosso & coinvolto nel controllo motorio mediante le
afferenze provenienti dalla corteccia celebrale, dal nucleo dentato e dal nucleo
interposito. Questi dati consentono di avanzare l'ipotesi che la NA & in grado di
modulare la ritrasmissione dei messaggi che originano da tale struttura e diretti verso
il midollo spinale e il cervelletto.

In conclusione, poiché la NA, presenta un’affinita piu elevata per i recettori

adrenergici di tipo a, che per i B, questi risultati suggeriscono che, mentre una
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moderata attivazione delle vie noradrenergiche tende a deprimere la responsivita al
Glu e quindi il firing dei neuroni rubrali, un’attivita intensa delle stesse vie avrebbe
effetto opposto sulla funzionalita del NR, cioé un potenziamento dell’attivita di

trasmissione delle informazioni corticali e cerebellari.
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