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RIASSUNTO 
 
I neuroni dopaminergici mesencefalici controllano importanti funzioni quali 

l’attività locomotoria, l’apprendimento e la motivazione e risultano implicati in 

numerosi disturbi neuropsichiatrici tra cui la schizofrenia, il morbo di 

Parkinson, la depressione, le dipendenze e l’ADHD. Pertanto la comprensione 

dei meccanismi fisiologici che ne regolano l’attività può avere numerose e 

rilevanti implicazioni. 

Le amine in traccia (TAs) sono una classe di composti endogeni correlati ai 

neurotrasmettitori monoaminergici (dopamina, noradrenalina e serotonina) dal 

punto di vista della struttura chimica, delle vie metaboliche di sintesi e 

catabolismo e della distribuzione tessutale. Evidenze cumulative documentano 

l’espressione delle amine in traccia nel SNC di mammifero, con particolare 

riferimento al sistema dopaminergico mesencefalico. Tuttavia il ruolo 

fisiologico svolto da tali amine endogene nella modulazione dell’attività 

neuronale in quest’area non è stato ancora del tutto delucidato. Classicamente le 

TAs sono state considerate solo falsi neurotrasmettitori per la loro capacità di 

indurre rilascio di catecolamine. La scoperta recente di una nuova classe di 

recettori associati a proteine G specificatamente attivati da tali amine endogene, 

unitamente all’osservazione che le TAs sono in grado di legare altre classi 

recettoriali, quali i recettori sigma (σ), suggerisce che le TAs potrebbero 

modulare direttamente l’attività neuronale. 
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Lo scopo primario del presente lavoro è stato lo studio degli effetti esercitati 

dalle amine in traccia sulle risposte dopaminergiche conseguenti all’attivazione 

dei recettori D2. A tal fine sono state effettuate registrazioni elettrofisiologiche 

intracellulari di neuroni dopaminergici della sostanza nera pars compacta 

(SNpc) utilizzando fettine mesencefaliche di topo. I risultati ottenuti dimostrano 

che le TAs, β-feniletilamina (β-PEA) e tiramina (Tyr), riducono in maniera 

reversibile e concentrazione-dipendente, le correnti outward indotte 

dall’attivazione dei recettori D2, ottenuta perfondendo l’agonista selettivo D2, 

quinpirolo. 

Inoltre sono stati indagati i meccanismi cellulari alla base degli effetti 

modulatori delle TAs al fine di identificare il bersaglio molecolare da queste 

attivato. In particolare è stato valutato il coinvolgimento dei recettori TA1 negli 

effetti indotti dalle TAs utilizzando sia strategie genetiche che farmacologiche. 

I dati qui riportati indicano che in neuroni dopaminergici di topi TA1 KO, 

l’effetto inibitorio delle TAs sulle correnti GIRK attivate dal D2 è ancora 

presente e agonisti selettivi per il TA1 non sono in grado di riprodurre 

l’inibizione delle correnti GIRK prodotta dalle TAs. I risultati ottenuti 

escludono pertanto il coinvolgimento del recettore TA1 nell’effetto inibitorio 

delle TAs. 

Il ruolo dei recettori σ, per i quali le TAs mostrano affinità di legame, negli 

effetti modulatori da queste prodotti è stato studiato utilizzando antagonisti 

selettivi per i due sottotipi recettoriali, σ1 e σ2. L’inibizione delle correnti GIRK 
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attivate dal D2 prodotta dalle TAs persiste anche in presenza degli antagonisti σ, 

indicando che l’effetto modulatorio delle TAs non è mediato da tale classe 

recettoriale. 

Ulteriori esperimenti sono stati effettuati al fine di valutare il coinvolgimento di 

meccanismi dipendenti dall’attivazione di proteine G nell’effetto di riduzione 

delle risposte mediate dal D2 prodotto dalle TAs. In neuroni dopaminergici 

caricati con GTPγS, l’effetto delle TAs sulle correnti GIRK è ancora presente e 

reversibile a differenza di altri eventi mediati dall’attivazione di proteine G. 

Pertanto i risultati ottenuti indicano che meccanismi dipendenti dall’attivazione 

di proteine G non sono responsabili dell’effetto inibitorio delle TAs sulle 

correnti GIRK attivate dal D2. 

Attraverso l’utilizzo di sistemi di espressione eterologa è stato studiato l’effetto 

diretto delle TAs sui canali GIRK e sui recettori D2. I dati qui mostrati 

dimostrano che le correnti GIRK espresse in oociti di Xenopus non sono alterate 

dall’applicazione di β-PEA e le TAs non interferiscono con l’attivazione dei 

GIRK indotta dalla DA in oociti che co-esprimono il GIRK ed il D2. 

In conclusione i dati riportati dimostrano che le TAs, β-PEA e tiramina, 

riducono reversibilmente e in maniera dipendente dalla concentrazione, le 

risposte dopaminergiche mediate dal recettore D2 in neuroni dopaminergici 

della SNpc. Sebbene il meccanismo d’azione alla base dell’effetto inibitorio 

delle TAs sulle correnti GIRK non è stato completamente chiarito, i risultati 

ottenuti escludono il coinvolgimento dei recettori TA1 e sigma oltre che la 
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partecipazione di meccanismi mediati da proteine G e scartano l’ipotesi che le 

TAs inibiscano direttamente il GIRK e il D2. 

Considerato il ruolo inibitorio dei recettori D2 sull’attività elettrica dei neuroni 

dopaminergici della SNpc, l’effetto delle TAs può rendere i neuroni 

dopaminergici maggiormente eccitabili ed avere rilevanze in patologie in cui è 

stata riscontrata un’alterazione della trasmissione dopaminergica. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Introduzione 

 8 
 

1. INTRODUZIONE 
 
 
1.1  FISIOPATOLOGIA DEL SISTEMA DOPAMINERGICO  
La dopamina (DA) rappresenta il neurotransmettitore catecolaminergico predominante nel SNC di mammifero, dove controlla numerose funzioni tra cui 
l’attività locomotoria, l’apprendimento, l’emozione, la motivazione, il comportamento alla base dell’assunzione di cibo e la regolazione endocrina.   

La dopamina (DA) è stata annoverata tra i neurotrasmettitori alla fine degli anni 

’50 (Carlsson et al., 1958) ed è ormai noto che riveste un ruolo estremamente 

importante nel sistema nervoso centrale (SNC) di mammifero dove controlla 

numerose funzioni tra cui l’attività locomotoria, l’apprendimento, l’emozione, 

la motivazione, il comportamento alla base dell’assunzione di cibo e la 

regolazione endocrina. 

Prima di essere riconosciuta come neurotrasmettitore indipendente, la dopamina 

veniva considerata un semplice prodotto intermedio della sintesi delle 

monoamine, noradrenalina e adrenalina. L’ipotesi di un ruolo biologico 

indipendente scaturì dalla quantificazione dei livelli di espressione della 

dopamina nel SNC, comparabili a quelli di altri neurotrasmettitori, e dalla 

distribuzione differente rispetto alle altre catecolamine (Carlsson et al., 1958). 

La successiva identificazione di specifiche popolazioni neuronali contenenti 

dopamina e la loro distribuzione anatomica fu possibile grazie al lavoro di Falck 

e Hillarp (1962), che utilizzarono una tecnica a fluorescenza basata sulla 

condensazione delle monoamine con la formaldeide. Dahlstrom e Fuxe (1964) 

in seguito fornirono una descrizione più dettagliata del sistema dopaminergico 

nel cervello di ratto e stabilirono la nomenclatura dei gruppi cellulari contenenti 

monoamine che è ancora oggi adottata (Dahlstrom & Fuxe, 1964). 

 



Introduzione 

 9 
 

1.1.1  Sistema dopaminergico mesencefalico 

Nel mesencefalo i neuroni dopaminergici sono localizzati principalmente in tre 

nuclei denominati, secondo la classificazione di Dahlstrom & Fuxe (1964), A8, 

A9 e A10. Il gruppo A8 corrisponde all’area retrobulbare (RRA), mentre i 

gruppi A9 ed A10 sono rappresentati rispettivamente dalla sostanza nera pars 

compacta (SNpc) e dall’area tegmentale ventrale (VTA) (Dahlstrom et al., 

1964). Questi nuclei sono organizzati in due sistemi principali, nigrostriatale e 

mesolombocorticale, che vengono definiti in accordo alle rispettive aree di 

proiezione (Bjorklund, 1984) (FIG 1). Il sistema nigrostriatale origina nella 

SNpc e proietta a livello dello striato dorsale, nuclei caudato e putamen (Ande’n 

et al., 1964) mentre il sistema mesolimbocorticale parte dalla VTA innervando 

aree limbiche dello striato ventrale (nucleus accumbens), amigdala, tubercolo 

olfattorio, corteccia prefrontale, cingolata ed entorinale (Ande'n et al., 1966; 

Bjorklund, 1984; Ungerstedt, 1971). I neuroni dopaminergici dell’area 

retrorubrale proiettano allo striato dorsale e possono essere considerati 

un’estensione caudale della SNpc (Ungerstedt et al, 1971; Nauta et al., 1978). 

Oltre ai sistemi mesencefalici che contengono circa il 70-75 % dei neuroni 

dopaminergici cerebrali, a livello del SNC è stato identificato un altro sistema 

dopaminergico definito tuberoipofisiario che si origina nei nuclei arcuato e 

periarcuato dell’ipotalamo (gruppo A12) e proietta nell’ipofisi e all’eminenza 

mediana. 
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FIG. 1  Localizzazione delle principali vie dopaminergiche nel cervello 
umano (A) e di roditore (B) 
 

 

1.1.2  Caratteristiche dei neuroni dopaminergici nigrostriatali 

Attraverso tecniche di colorazione con il metodo di Golgi (Mingazzini, 1988; 

Cajal 1911) è stato possibile individuare due zone distinte all’interno della SN: 

la pars compacta e la pars reticolata, che si differenziano per l’organizzazione 
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cellulare e per l’espressione di popolazioni neuronali distinte. La SN reticolata è 

caratterizzata dalla presenza di neuroni GABAergici sparsi tra numerose fibre, 

derivanti dallo striato oltre che dalla SNpc, organizzate come una rete mentre la 

pars compacta è caratterizzata dalla presenza di numerosi neuroni per lo più 

dopaminergici strettamente compattati tra loro.  

I neuroni della SNpc sono stati caratterizzati attraverso l’uso di tecniche 

immunoistochimiche e mediante studi elettrofisiologi sia in vivo che in vitro. 

Da un punto di vista morfologico i neuroni dopaminergici della SNpc sono 

caratterizzati da un corpo cellulare fusiforme, ovoidale o poligonale di 

dimensioni comprese tra 6-33 µm di diametro. Dai corpi cellulari emerge 

l’assone e 3-6 dendriti principali che formano una densa arborizzazione che, 

oltre a formare contatti con l’albero dendritico delle cellule vicine, si estende 

anche nella SN reticolata. E’ stata notata anche la presenza diffusa di autapsi 

(sinapsi formate tra terminazioni e dendriti principali dello stesso neurone - vedi 

Bentivoglio & Morelli, 2005; Karabelas & Purpura, 1980). 

Per quanto riguarda le proprietà elettriche, i neuroni dopaminergici registrati in 

vivo, mediante tecniche elettrofisiologiche extracellulari ed intracellulari su ratti 

anestetizzati, presentano una modalità di firing irregolare che consiste in bursts 

di potenziali d’azione seguiti da oscillazioni depolarizzanti del potenziale di 

membrana mediate dal calcio. Il potenziale d’azione ha una forma caratteristica 

e la fase di depolarizzazione è lenta (> 2 ms) (Aghajanian & Bunney, 1973; 

Grace & Bunney, 1983). 
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I neuroni dopaminergici registrati in vitro utilizzando fettine mesencefaliche di 

ratto presentano una modalità di firing differente rispetto a quella ottenuta da 

tecniche elettrofisiologiche in vivo, probabilmente a causa dell’eliminazione, 

durante la procedura di preparazione delle fettine, di afferenze sinaptiche che ne 

regolano l’attività. 

Studi in vitro su fettine mesencefaliche hanno permesso di identificare, 

all’interno della SNpc, due popolazioni neuronali che presentano caratteristiche 

elettrofisiologiche distinte (Lacey et al., 1989; Johnson & North, 1992). La 

prima classe, che raggruppa la maggior parte dei neuroni della SNpc, è 

rappresentata dai “neuroni principali” dopaminergici (Grace & Onn, 1989) 

mentre la seconda popolazione, “neuroni secondari”, è costituita da interneuroni 

GABAergici (Mugnaini & Verte, 1985). 

I neuroni dopaminergici in vitro presentano attività di firing spontanea ad un 

frequenza costante compresa tra 0.5-4 Hz, con potenziali d’azione lenti (>2 ms) 

caratterizzati da un’evidente after-iperpolarizzazione (AHP). Sono inoltre 

caratterizzati dalla presenza di una corrente inward in risposta a stimoli 

iperpolarizzanti (Ih) e producono una corrente iperpolarizzante in risposta 

all’applicazione di dopamina (Grace & Onn, 1989; Mercuri et al., 1995).  
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FIG. 2  Caratteristiche elettrofisiologiche di un neurone dopaminergico della 
SNc registrato mediante la tecnica di registrazione intracellulare con 
microelettrodo in vitro 
 
 
 
 
Le caratteristiche elettriche permettono di distinguere facilmente i neuroni 

dopaminergici dagli interneuroni GABAergici che presentano una modalità di 

firing irregolare o silente, potenziali d’azione più corti (<1.5 ms), risultano 

insensibili all’applicazione di dopamina mentre sono inibiti dagli oppioidi 

(Lacey et al., 1989; Johnson & North, 1992). 
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FIG. 3  Caratteristiche elettrofisiologiche di un interneurone GABAergico della 
SNc registrato mediante la tecnica di registrazione intracellulare con 
microelettrodo in vitro 
 
 
 

 

L’attività dei neuroni dopaminergici della SNpc è modulata dall’integrazione di  

afferenze sinaptiche di diverso tipo in quanto la SNpc riceve inputs 

glutammatergici, GABAergici, colinergici, serotoninergici e noradrenergici 

(Grillner & Mercuri, 2002).  

Le afferenze glutammatergiche derivano principalmente dalla corteccia 

prefrontale, dal nucleo subtalamico e dai nuclei tegmentali laterodorsale e 

peduncolopontino (Svensson & Tung, 1989). 
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Gli inputs GABAergici provengono da neuroni di proiezione dello striato, del 

pallido (Fonnum et al., 1978; Bolam & Smith, 1990) e della SN reticolata oltre 

che da interneuroni presenti nella SNpc. 

Le afferenze colinergiche derivano principalmente dal nucleo tegmentale 

peduncolopontino (Beninato & Spencer, 1987) e in misura minore dal tegmento 

laterodorsale mentre le fibre noradrenergiche e serotoninergiche derivano 

rispettivamente dal locus coeruleus (Phillipson, 1979) e dal nucleo del rafe 

(Dray et al., 1976). 

 

1.1.3  Ruolo funzionale dei neuroni dopaminergici 

I neuroni dopaminergici del mesencefalo sono coinvolti nel controllo del 

movimento volontario e della postura, nella regolazione dei comportamenti 

legati alla ricompensa e alla motivazione e in funzioni cognitive. 

Il sistema dopaminergico nigrostriatale è criticamente coinvolto nella 

patogenesi del morbo di Parkinson (Carlsson, 1959) in quanto la degenerazione 

dei neuroni dopaminergici della SNpc è direttamente responsabile dei sintomi 

tipici della malattia quali bradicinesia, instabilitità posturale, rigidità e tremore a 

riposo. Nella malattia di Parkinson, il deficit di DA a livello striatale induce 

modificazioni della funzionalità dei gangli dalla base per cui si ha 

un’iperattivazione della via indiretta, che normalmente inibisce la corteccia 

motoria e i movimenti volontari. L’importanza della DA nella sintomatologia 

del Parkinson è confermata dall’efficacia della terapia con L-DOPA, precursore 
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diretto della DA, introdotta su suggerimento di Carlsson (1959) da Birkmayer e 

Hornykiewicz nel 1961 e che rappresenta ancora oggi il trattamento di scelta per 

la cura della malattia (Mercuri & Bernardi, 2005). 

I neuroni dopaminergici del sistema mesolimbocorticale sono principalmente 

implicati nella regolazione dei comportamenti legati alla gratificazione (Di 

Chiara et al., 1995; Schultz, 1998; Berridge, 2007) e rappresentano il bersaglio 

di numerose sostanze con elevato potenziale d’abuso, quali cocaina, 

amfetamina, oppioidi, etanolo e nicotina, che producono un aumento nel rilascio 

di DA nelle aree di proiezione (Di Chiara & Imperato, 1988). 

La via mesocorticale che origina nella VTA e proietta nella corteccia prefrontale 

è coinvolta nella regolazione di funzioni cognitive quali la memoria di lavoro 

(working memory), attività di pianificazione ed esecuzione e il mantenimento 

dell’attenzione (Wise, 2004; Humphries & Prescott, 2010). 

Numerose evidenze indicano che il sistema dopaminergico mesencefalico è 

coinvolto nella sintomatologia della schizofrenia. La classica “teoria della DA” 

(Snyder, 1976) basata sul fatto che tutti i farmaci antipsicotici utilizzati 

possiedono attività antidopaminergica e che sostanze che indirettamente 

facilitano la trasmissione dopaminergica aggravano la psicosi, indicava 

un’iperdopaminergia alla base della schizofrenia. Successivamente tale ipotesi è 

stata rivisitata (Davis et al., 1991), suggerendo che i sintomi della schizofrenia 

sono causati da un’alterazione area-specifica della trasmissione dopaminergica, 

con un’ipodopaminergia a livello della corteccia prefrontale ed 
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iperdopaminergia nelle aree mesolimbiche. Recentemente è stata proposta una 

terza versione della teoria della dopamina (Howes & Kapur, 2009), che postula 

che l’alterazione della trasmissione dopaminergica striatale a livello 

presinaptico sia maggiormente responsabile della sintomatologia della 

schizofrenia. 

Alterazioni della trasmissione dopaminergica sono coinvolte nella patogenesi di 

altri disturbi neuropsichiatrici quali il disordine dell’attenzione ed iperattivita 

(ADHD) , la sindrome di Tourette, la depressione e le dipendenze. 

 

1.1.4  Dopamina: sintesi, immagazzinamento, rilascio e ricaptazione 

La dopamina viene sintetizzata a partire dagli aminoacidi essenziali fenilalanina 

e tirosina all’interno dei neuroni dopaminergici. La tirosina, derivante dalla 

dieta o direttamente prodotta dalla L-fenilalanina, viene idrossilata dall’enzima 

tirosina idrossilasi (TH) con formazione della L-3,4-diidrossifenilalanina (L-

DOPA), che rappresenta il precursore della dopamina. Successivamente, 

mediante una decarbossilazione ad opera dell’enzima decarbossilasi degli 

aminoacidi aromatici (AADC) si ha la conversione da L-DOPA a dopamina.   

Il passaggio biosintetico catalizzato dall’enzima TH è il più lento e costituisce il 

fattore limitante la sintesi della dopamina. 

Una volta sintetizzata, la dopamina è presente sia in forma libera all’interno del 

citoplasma sia nelle vescicole sinaptiche dove viene accumulata mediante un 

meccanismo attivo da un trasportatore che sfrutta il gradiente di pH 
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vescicola/citoplasma prodotto da una pompa protonica vescicolare (VMAT2). Il 

rilascio esocitotico di dopamina nello spazio extracelluare avviene in seguito a 

depolarizzazione neuronale, apertura dei canali al Ca2+ voltaggio-dipendenti e 

ingresso di calcio all’interno dei neuroni con l’attivazione della macchina 

molecolare preposta alla mobilitazione e rilascio del neurotrasmettitore. 

I neuroni dopaminergici presentano una caratteristica peculiare: sono capaci di 

sintetizzare, accumulare e rilasciare dopamina anche a livello del corpo cellulare 

e dei dendriti, oltre che nelle terminazioni neuronali. La presenza di dopamina 

nei dendriti è stata descritta per la prima volta da Björklund e Lindvall (1975). 

Da allora numerose evidenze anatomiche, elettrofisiologiche e biochimiche 

hanno dimostrato che la dopamina è accumulata e rilasciata dai dendriti dei 

neuroni dopaminergici nigrali e svolge un ruolo autoregolatorio sull’attività 

degli stessi neuroni dopaminergici (Okaoka et al., 1992; Falkenburger et al., 

2001; Groves et al., 1975; Lacey et al., 1987) oltre che sulle cellule non 

dopaminergiche presenti all’interno della SN (Ruffieux & Schultz, 1980; 

Waszczak & Walters, 1980; Waszczak, 1990). 

I segnali trasmessi dalla dopamina attraverso l’attivazione di specifici recettori, 

vengono interrotti in seguito alla ricaptazione del neurotrasmettitore dallo 

spazio extracelluare oppure mediante meccanismi catabolici. 

La ricaptazione è un meccanismo attivo che avviene per mezzo del trasportatore 

di membrana della dopamina (DAT) appartenente alla famiglia di trasportatori 

Na+/Cl- dipendenti che include anche i trasportatori per adrenalina, serotonina, 
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GABA e glicina. Il DAT sfrutta il gradiente transmembrana del Na+, generato 

da una pompa Na+/K+ ATPasica per operare il co-trasporto del 

neurotrasmettitore substrato e di ioni Cl- all’interno delle terminazioni 

presinaptiche e pertanto limita il tempo di interazione della dopamina con i 

recettori. 

La DA viene degradata da due sistemi enzimatici diversi: la monoaminossidasi 

(MAO) e la catecol-O-metiltransferasi (COMT). In seguito alla ricaptazione 

dallo spazio extracellulare, la DA viene convertita in acido diidrossifenilacetico 

(DOPAC) dalle MAO intracellulari mentre nello spazio extracellulare la DA 

viene trasformata in acido omovanillico (HVA) mediante l’azione combinata 

delle COMT e delle MAO.  
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FIG. 4  Sinapsi dopaminergica  

 

 

1.1.5  Recettori dopaminergici 

La prima evidenza per l’esistenza di recettori dopaminergici nel SNC risale al 

1972 quando, attraverso studi biochimici, è stato dimostrato che la dopamina 

stimola l’adenilato ciclasi (AC). Successivamente, sulla base di evidenze 

farmacologiche e biochimiche, è stato proposta l’esistenza di due classi 

recettoriali distinte, una accoppiata all’adenilato ciclasi e l’altra indipendente da 

tale sistema enzimatico intracellulare. In particolare evidenze sperimentali 

dimostrarono che alcune azioni della dopamina, quali l’effetto di inibizione del 

rilascio della prolattina nell’ipofisi, non erano mediate dalla stimolazione 
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dell’AC (Caron et al., 1978) e noti antagonisti dei recettori dopaminergici, quali 

la sulpiride, non bloccavano la formazione dell’cAMP indotta dalla DA nello 

striato (Spano et al., 1978). Nel 1979, Kebabian e Calne hanno proposto una 

prima nomenclatura per i recettori dopaminergici, classificando come recettore 

D1 quello che attiva l’AC e recettore D2 quello che è non è accoppiato a tale 

effettore (Kebabian & Calne, 1979; Missale et al., 1998). Successivamente 

numerosi studi biochimici, elettrofisiologici e farmacologici hanno confermato 

la veridicità di tale classificazione e, sebbene nel corso degli anni sono stati 

identificati 5 diversi recettori dopaminergici, è ormai noto che tutti i sottotipi 

recettoriali rientrano nelle due classi originariamente identificate (Missale et al., 

1998). 

I recettori dopaminergici appartengono alla famiglia dei recettori associati a 

proteine G (GPCRs) e sono costituiti da 7 regioni transmembrana, dall’estremità 

C-terminale intracellulare e da quella N-terminale extracellulare. Esistono 

differenze strutturali tra le due famiglie D2 e D1 in quanto questi ultimi 

presentano l’estremità C-terminale più lunga e la porzione intracellulare 

compresa tra il 3 e 4 segmento transmembrana più corta rispetto alla famiglia 

dei D2.  

La famiglia dei recettori D1 include il sottotipo D1 e il sottotipo D5. Si tratta di 

recettori associati a proteine G di tipo Gs e Golf, la cui attivazione comporta 

stimolazione dell’adenilato ciclasi e produzione dell’cAMP, attivazione della 

protein chinasi A-cAMP dipendente (PKA) e della protein chinasi C (PKC) 
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oltre a attivazione della fosfolipasi C (Missale et al., 1998). I recettori della 

sottofamiglia D1 sono localizzati prevalentemente a livello postsinaptico nelle 

aree di proiezione del sistema dopaminergico (nello striato, sui neuroni 

GABAergici spinosi). 

La famiglia dei recettori D2 include i sottotipi D2, D3 e D4. Il D2 è stato il 

primo recettore dopaminergico ad essere clonato (Bunzow et al., 1988) ed è 

presente in due differenti isoforme, generate da splicing alternativo, denominate 

short (D2S) e long (D2L) in base alla presenza di una sequenza aminoacidica 

aggiuntiva a livello del terzo loop intracellulare (Del Toso et al., 1989; Giros et 

al., 1989). L’isoforma D2S, che è altamente espressa a livello somatico ed 

assonale, è predominante nel mesencefalo e nell’ipotalamo mentre il recettore 

D2L, che è espresso principalmente a livello postsinaptico, prevale nello striato 

e nel nucleus accumbens (Khan et al., 1998; Tan et al., 2002). 

I recettori della famiglia D2 sono accoppiati a proteine G di tipo Gi/o che 

inducono inibizione dell’AC, chiusura di canali al calcio, attivazione di canali al 

K+ e stimolazione della fosfolipasi A2. 

Le caratteristiche farmacologiche e biochimiche che differenziano i vari 

recettori dopaminergici sono schematizzate nella tabella seguente (Fig. 5): 
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FIG. 5  Caratteristiche distintive dei recettori dopaminergici 
 
 

1.1.5.1  Recettori dopaminergici e SNpc 

L’effetto della dopamina in una determinata area cerebrale dipende dal sottotipo 

recettoriale espresso. La distribuzione dei recettori dopaminergici è eterogenea  

per quanto riguarda la densità ed il sottotipo recettoriale (Palacios et al. 1988; 

Civelli et al. 1991; Lahti et al. 1995) ed esistono differenze anche in relazione 

alla localizzazione sinaptica. In particolare i recettori D1, D5 e D4 sono 

prevalentemente postsinaptici mentre i recettori D2 e D3 sono situati sia a 

livello postsinaptico che presinaptico, dove agiscono da autorecettori (Sesack et 

al., 1994). 

Nella SNpc i recettori D1 sono espressi debolmente (Dawson et al., 1998) e 

risultano localizzati sulle terminazioni GABAergiche della via striatonigrale 

(Savasta et al., 1986) mentre non sono presenti nei neuroni dopaminergici 

(Levey et al., 1993; Bentivoglio & Morelli, 2005). 
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I recettori D2 risultano fortemente espressi nella SNpc e sono localizzati a 

livello del corpo cellulare e dei dendriti dei neuroni dopaminergici (Levey et al., 

1993; Yung et al., 1994), dove svolgono il ruolo di autorecettori (Morelli et al., 

1987). L’attivazione degli autorecettori D2 si traduce in inibizione dei neuroni 

dopaminergici della SNpc e pertanto risulta in un ridotto rilascio di dopamina 

nelle aree di proiezione striatali. Il meccanismo inibitorio prevede l’apertura di 

GIRK, canali al K+  attivati dalle proteine G di tipo Gi/o accoppiate ai D2 (Lacey 

et al., 1987). 

 

 

1.2  GIRK 

1.2.1  Struttura e localizzazione 

I GIRK, anche denominati Kir3, sono canali al K+ a rettificazione interna 

(inwardly rectifying) aperti da proteine G. Il termine “rettificazione entrante” si 

riferisce alla forma della curva I-V del canale al potenziale d’inversione, 

corrispondente al potenziale di equilibrio del K+ (Ek) dal momento che a 

potenziali di membrana superiori all’Ek, si ha una corrente outward 

estremamente piccola se paragonata alla corrente inward prodotta a potenziali 

inferiori all’ Ek, per cui la curva I-V presenta una distorsione entrante. La 

rettificazione è dovuta all’occlusione del poro ionico che si verifica a potenziali 

superiori all’Ek ad opera del Mg2+ intracellulare e di poliamine (Yamada et al., 

1998). 
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In condizioni fisiologiche il potenziale di riposo dei neuroni è poco superiore 

all’ Ek per cui il GIRK produce una piccola corrente outward che stabilizza il 

potenziale di riposo e riduce l’eccitabilità neuronale (Lusher & Slesinger, 2010). 

Dal punto di vista strutturale i GIRK sono tetrameri costituiti dall’assemblaggio 

omologo o eterologo di 4 subunità ognuna formata da due regioni 

transmembrana (M1 e M2), da una regione intermedia che delimita il poro 

ionico e dalle porzioni N- e C-terminali che sono disposte sul versante 

citoplasmatico. 

I mammiferi esprimono 4 subunità dei canali GIRK: GIRK1 (o Kir 3.1), GIRK2 

(o Kir 3.2), GIRK 3 (o Kir 3.3), GIRK4 (o Kir 3.4). Nel cervello le subunità 

GIRK1-3 sono comuni mentre la GIRK4, debolmente espressa, non contribuisce 

in modo sostanziale alle correnti GIRK cerebrali (Wichman et al., 2000). Per 

quanto riguarda la subunità GIRK2, è stata riportata l’esistenza di tre diverse 

varianti di spicing, GIRK2a-c, che differiscono per la lunghezza dell’estremità 

C-terminale (Isomoto et al., 1996; Inanobe et al., 1999). Normalmente i GIRK 

sono canali eterotetramerici; la subunità GIRK2, a differenza delle altre, può dar 

luogo a canali omotetramerici funzionanti oltre che eterotetrameri (Luscher & 

Sleninger, 2010). I GIRK sono distribuiti diffusamente nel SNC dove la forma 

predominante è l’eterotetramero GIRK1-GIRK2 (Liao et al., 1996); una 

particolarità riguarda la SNpc che esprime esclusivamente GIRK omotetrameri 

costiuiti dalla subunità GIRK2 (Inanobe et al., 1999). 
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1.2.2  Meccanismi di modulazione dei GIRK 

I GIRK rappresentano gli effettori di diversi recettori associati a proteine G 

(GPCR) attivati da classi differenti di neurotrasmettitori tra cui acetilcolina, 

dopamina, oppioidi, serotonina, somatostatina, adenosina e GABA. Attualmente 

il meccanismo più accreditato prevede che i GIRK siano attivati direttamente 

dall’eterodimero βγ, rilasciato dalle proteine G PTX-sensibili (Gi/Go) in seguito 

al legame del ligando (Logothetis et al., 1987; Wickman et al., 1994). Le 

subunità Gαi e Gαo sono ritenute comunque importanti per la regolazione dei 

GIRK in quanto influenzano la specificità del recettore e l’attività basale del 

canale (Peleg et al., 2002; Clancy et al., 2005; Rubinstein et al., 2009). 

L’attività dei GIRK può essere regolata in diversi modi tra cui il legame diretto 

di modulatori, tramite fosforilazione e mediante meccanismi che interferiscono 

con l’accoppiamento tra GPCR e GIRK. Sono stati individuati all’interno del 

canale siti di legame specifici per modulatori, quali il Na+ e l’etanolo, che 

inducono attivazione dei GIRK. La fosforilazione dei GIRK può portare sia 

all’aumento che alla riduzione dell’attività del canale. In particolare è stato 

notato che la PKA induce attivazione (Mullner et al., 2000) mentre la PKC 

produce inibizione del GIRK (Mao et al., 2004), che risulta modulato anche 

dalla tirosin chinasi (TK), da una chinasi Ca2+-calmodulina dipendente 

(CAMK2) e dalla protein fosfatasi 1 (PP1) (Lüscher & Slesinger, 2010). 

Inoltre cambiamenti nei livelli del fosfolipide di membrana, fosfatidilinositolo-

4,5-bisfostato (PIP2) influenzano l’attività dei GIRK (Huang et al., 1998; Zhang 
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et al., 1999) in quanto il PIP2 stabilizza il legame tra Gβγ e GIRK, che si 

verifica dopo l’attivazione dei GPCR ed è responsabile dell’apertura del canale. 

Pertanto l’attivazione di recettori associati a proteine Gq/11, che attraverso 

l’attivazione della fosfolipasi C (PLC) produce una riduzione dei livelli di PIP2, 

rappresenta un possibile meccanismo di inibizione dei GIRK (Cho et al., 2005). 

L’attività dei GIRK può essere modulata anche da un gruppo di proteine, 

denominate RGS (regolatori della trasduzione delle proteine G) che regolano la 

durata di attivazione delle proteine G, accelerandone l’attività GTPasica 

(Inanobe et al., 2001; Ishii et al., 2002; Abramow-Newerly et al., 2006) e 

pertanto influenzano negativamente l’accoppiamento tra GPCR e GIRK 

(Labouèbe et al., 2007). 

           

 

 

                                                                                                               Luscher & Slesinger, 2010 
 

 

FIG. 6  Meccanismi di modulazione dei GIRK 
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1.2.3  Ruolo fisiologico dei GIRK e SNpc 

L’attivazione fisiologica dei GIRK può modulare il comportamento di reti 

neuronali in diverse aree cerebrali ed a diversi livelli (Luscher & Slesinger, 

2010). L’attività basale dei canali GIRK contribuisce al potenziale di riposo dei 

neuroni, spostando il potenziale di membrana di approssimativamente -8 mV 

(Luscher et al., 1997) e tale iperpolarizzazione riduce l’eccitabilità elettrica. 

Inoltre l’attivazione dei GIRK, operata dai neurotrasmettitori che attivano 

GPCRs accoppiati a proteine Gi/o, produce un ulteriore grado di inibizione ed è 

coinvolta in meccanismi che riducono l’eccitabilità neuronale a livello dello 

stesso neurone che ha rilasciato il neurorasmettitore (inibizione autaptica), di 

neuroni vicini (inibizione sinaptica) e di gruppi di neuroni, attraverso la 

diffusione extracellulare del neurotrasmettitore (inibizione di reti neuronali) 

(Fig. 7). 

I neuroni dopaminergici della SNpc sono soggetti ad inibizione autaptica in 

quanto la dopamina rilasciata a livello somatodendritico attiva i recettori D2 che 

inducono l’apertura dei GIRK con conseguente iperpolarizzazione neuronale e 

riduzione del firing. Inoltre anche l’attivazione di eterorecettori accoppiati ai 

GIRK, quali ad esempio il recettore del GABA, GABAB, induce inibizione 

neuronale e ridotto rilascio di dopamina nelle aree di proiezione. 
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                                                                                                              Luscher & Slesinger, 2010 
 
 
 

FIG. 7  Ruolo dei GIRK nella modulazione dell’attività neuronale 

 

 

1.3  AMINE IN TRACCIA 

 

1.3.1  Cenni generali 

Le “amine in traccia” (TAs), (Usdin & Sandler, 1976; Baldessarini & Fischer, 

1977) anche definite “microamine” (Boulton, 1976), “feniletilamine non-

catecoliche” (Mosnaim & Wolf, 1980), o “falsi neurotrasmettitori” (Kopin et 

al., 1964), sono una classe di composti endogeni altamente correlati ai 
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neurotrasmettitori monoaminergici (adrenalina, serotonina e dopamina) dal 

punto di vista della struttura chimica, delle vie metaboliche di sintesi e 

catabolismo, della localizzazione cellulare e della distribuzione tissutale 

(Boulton & Quan, 1970; Boulton & Wu, 1972, 1973; Wu & Boulton, 1973; 

Grandy, 2007). 

Tradizionalmente sono incluse in questo gruppo: la β-feniletilamina (β-PEA), la 

tiramina (TYR), l’octopamina (OA), la sinefrina (SYN) e la triptamina (TRP).  

Da un punto di vista chimico si tratta di composti aminergici aromatici a basso 

peso molecolare, la cui struttura base prototipo è rappresentata da un anello 

aromatico unito a una piccola catena alifatica, la feniletilamina, la cui formula 

chimica è C8H11N. 

Le amine in traccia sono presenti in molti, se non in tutti, gli organismi 

procarioti ed eucarioti. Per quanto riguarda il regno animale, evidenza di 

espressione endogena delle amine in traccia è stata documentata in tutte le 

specie di invertebrati e di vertebrati finora analizzate, compreso l’uomo (Philips 

et al., 1978; Berry, 2004; Grandy, 2007). 

Inoltre le amine in traccia possono essere assunte anche attraverso la dieta in 

quanto numerosi generi alimentari ne contengono livelli non trascurabili, sia a 

causa dell’utilizzo di ingredienti vegetali o animali (come il cacao, ) ricchi di 

TAs, sia perchè si tratta di alimenti soggetti a fermentazione batterica (vino, 

birra e formaggi). 
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FIG. 8  Struttura chimica dei neurotrasmettitori monoaminergici e delle amine 

             in traccia 

 

1.3.2  Scoperta 

L’isolamento e la successiva identificazione della β-PEA, risale ad oltre 100 

anni fa, ed in particolare al 1876, quando il Prof. Nencki, un chimico fisiologo 

svizzero annunciò l’isolamento da gelatina in decomposizione di un aril 
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alchilamina avente la composizione chimica della β-PEA (Nencki, 1876; 

Grandy, 2007). 

L’anno dopo dal suo allievo Jeanneret fu confermata la presenza dell’amina 

anche in uova in putrefazione (Jeanneret, 1877). 

Nel 1879 Schulze e Barbieri dimostrarono che la β-PEA veniva prodotta 

dall’aminoacido L-fenilalanina mediante una decarbossilazione causata da 

batteri in condizioni anaerobiche. Evidenze ritrovate negli anni successivi e fino 

ai primi del 900 confermarono la presenza della β-PEA in materiale in 

decomposizione e in prodotti soggetti a fermentazione batterica quali birra, vino 

e formaggi, consolidando la convinzione che la β-PEA fosse solo un prodotto di 

scarto della fermentazione. Successivamente, in seguito al lavoro di due 

chimici, Barger e Walpole, e di un fisiologo, Dale, fu possibile dimostrare che 

in realtà la β-PEA possiede significativi effetti biologici. La prima evidenza a 

riguardo risale al 1906 quando Abelous e colleghi dimostrarono che composti 

organici estratti da carne di cavallo in putrefazione inducevano un forte 

innalzamento della pressione arteriosa. In seguito a questa osservazione Barger 

e Walpole isolarono ed identificarono la β-PEA e la tiramina dalla carne in 

decomposizione ed in collaborazione con il fisiologo Dale dimostrarono che 

proprio questi composti estratti erano responsabili dell’aumento della pressione 

arteriosa già osservato da Abelous (Barger & Walpole, 1909; Barger & Dale, 

1910). Inoltre fu grazie al lavoro di Berger, Dale, Dixon, Clark e Walpole che fu 

definitivamente stabilito che la β-PEA e la tiramina erano i costituenti e i 
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responsabili degli effetti “adrenalina-simili” delle preparazioni a base di estratti 

del fungo ergot usate da lungo tempo in ostetricia per le proprietà di induzione 

delle contrazioni uterine (Barger & Dale, 1909; Clark, 1911). Pertanto le amine 

β-PEA e tiramina furono classificate come composti naturali con potenti effetti 

simpaticomimetici (Dale & Dixon, 1909; Barger & Dale, 1910). 

 

1.3.3  Biosintesi e catabolismo 

Le amine in traccia endogene vengono sintetizzate mediante decarbossilazione 

enzimatica a partire dagli aminoacidi tirosina, fenilalanina e triptofano ad opera 

della decarbossilasi degli aminoacidi aromatici (L-AADC; EC 4.1.1.28). In 

particolare tiramina, β-feniletilamina e triptamina derivano direttamente da 

tirosina, fenilalanina e triptofano, rispettivamente, mentre l’octopamina viene 

prodotta dalla tiramina (Brandau & Axelrod, 1972) dall’enzima dopamina-β-

idrossilasi (DBH) e la sinefrina deriva dall’octopamina mediante metilazione ad 

opera dell’enzima feniletanolamina-N-metiltransferasi (Axelrod & Saavedra, 

1977). 

La via biosintetica delle amine in traccia è strettamente correlata a quella dei 

neurotrasmettitori aminergici (noradrenalina, serotonina e dopamina). Infatti 

entrambe le classi di amine derivano dagli stessi aminoacidi aromatici e 

l’enzima AADC, direttamente implicato nella sintesi delle TAs, è anche 

responsabile della conversione del 5-idrossitriptofano in serotonina e della L-

Dopa in dopamina, la quale successivamente viene trasformata in adrenalina. 
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L’enzima AADC è distribuito diffusamente nel sistema nervoso centrale (SNC) 

ed è localizzato nei neuroni che costituiscono i sistemi dopaminergico, 

noradrenergico e serotoninergico sebbene una popolazione neuronale distinta 

(“cellule D”), immunopositiva per l’AADC ma immunonegativa per la tirosina 

idrossilasi, la triptofano idrossilasi e la serotonina è stata descritta (Jaeger et al., 

1984; Kitahama et al., 1990). Il significato funzionale delle “cellule D” nel SNC 

non è stato ancora chiarito; considerato che si tratta di neuroni che mancano del 

corredo enzimatico necessario per la produzione di dopamina, serotonina e 

noradrenalina ma potenzialmente possono sintetizzare le amine in traccia, alcuni 

ricercatori hanno ipotizzato che potrebbero costituire una popolazione neuronale 

che utilizza specificatamente le amine in traccia come molecole 

neurotrasmettitoriali (Berry et al., 2007). 

Le amine in traccia possono essere sintetizzate, a livello periferico, nel tratto 

gastrointestinale per opera dell’AADC batterica a partire dagli aminoacidi 

assunti con la dieta (Jansen et al., 2003). 

L’attività enzimatica dell’AADC è altamente regolata, sia da stimoli sensoriali 

(quali la luce nella retina, Hadjiconstantinou et al., 1988) che in risposta 

all’attivazione dei recettori noradrenergici e dopaminergici (Berry, 2007). 

Evidenze sperimentali dimostrano che l’inibizione farmacologica dei recettori 

dopaminergici D1 e D2 induce un aumento dell’attività enzimatica 

(Hadjiconstantinou et al., 1993; Zhu et al., 1992; Cho et al., 1997) mentre 
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agonisti dei recettori D1 provocano inibizione enzimatica (Hadjiconstantinou et 

al., 1993; Zhu et al., 1994; Cho et al., 1997). 

E’ stato documentato che alterazioni dell’attività dell’AADC si riflettono su 

modificazioni dei livelli delle amine in traccia: antagonisti dei recettori 

dopaminergici, attivando l’AADC, producono un aumento dei livelli striatali di 

β-PEA (Juorio et al., 1991) e triptamina (Jourio, 1982) nonché un’aumentata 

sensibilità agli effetti comportamentali della β-PEA (Stoff et al., 1984). 

 

 

 

                                                                                                                         Berry, 2004 

FIG. 9  Vie biosintetiche delle amine in traccia 
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L’attività enzimatica dell’AADC può essere regolata farmacologicamente da 

inibitori quali la carbidopa, la benserazide e la metildopa che rappresentano 

molecole attualmente utilizzate, in associazione con altri farmaci, nella terapia 

del morbo di Parkinson. 

Le amine in traccia vengono metabolizzate principalmente dall’enzima 

monoamminossidasi (MAO; EC 1.4.3.4) mediante una deaminazione ossidativa, 

similmente ai neurotrasmettitori monoaminergici. Esistono due isoforme di tale 

enzima: MAOA e MAOB che presentano una differente selettività per il 

substrato. In particolare la β-feniletilamina costituisce il substrato selettivo 

prototipo dell’isoforma MAOB (Yang & Neff, 1973) mentre le altre amine in 

traccia mostrano una minore selettività e sono metabolizzate da entrambe le 

isoforme (Philips & Boulton, 1979; Durden & Philips, 1980). 

Un’ulteriore via metabolica delle amine in traccia è rappresentata in vivo dalla 

N-metilazione effettuata dall’enzima feniletanolamina-N-metiltransferasi 

(FNMT; EC 2.1.1.28 ) e da N-metiltrasferasi non selettive (NMT; EC 2.1.1.49) 

(Saavedra et al., 1973, 1974). Altri enzimi potenzialmente deputati al 

metabolismo delle amine in traccia sono le aminossidasi sensibili alla 

semicarbazide (SSAO), un gruppo di enzimi che catalizza la deaminazione 

ossidativa di aminoacidi aromatici ed alifatici in maniera simile alle MAO ma la 

cui attività non è inibita dai classici inibitori delle MAO ma dalla semicarbazide 

(Lyles, 1994; Magyar et al., 2001). 
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1.3.4  Localizzazione cerebrale 

Le amine in traccia sono distribuite eterogeneamente nel SNC di mammifero e 

in numerosi tessuti periferici, tra cui la ghiandola salivare, il cuore e il rene 

(Berry, 2004). Per quanto concerne il SNC di ratto, le aree più ricche di β-PEA 

sono il tubercolo olfattorio, il globo pallido, il nucleus accumbens e i nuclei 

caudato-putamen (Paterson, 1990). La tiramina e la triptamina sono invece 

maggiormente presenti nei nuclei caudato-putamen, nel cervelletto ed in regioni 

corticali mentre i livelli più alti di espressione dell’octopamina si registrano 

nell’ipotalamo e nel cervelletto (Berry, 2008). 

I livelli di espressione delle TAs nel cervello di mammifero (circa 1-5 ng/g di 

tessuto cerebrale) sono almeno due ordini di grandezza inferiori rispetto a quelli 

delle monoamine dopamina, serotonina e noradrenalina (300-600 ng/g) e 

proprio per tale ragione ci si riferisce a tali composti con il termine di “amine in 

traccia” (Usdin & Sandler, 1976). Ciononostante la velocità di sintesi delle TAs 

è paragonabile a quella dei neurotrasmettitori monoaminergici e probabilmente i 

livelli di espressione così bassi sono dovuti al loro rapido turnover, dal 

momento che possiedono un’emivita di circa 30 secondi (Durden & Philips, 

1980). 

Sebbene la localizzazione sinaptosomiale delle amine in traccia sia stata 

documentata (Baldessarini & Vogt, 1972; Boulton & Baker, 1975), attualmente 

le evidenze sperimentali relative a specifici meccanismi di accumulo delle TAs 



Introduzione 

 38 
 

in vescicole sinaptiche sono discordanti e differiscono a seconda dell’amina 

implicata (Grandy, 2007). Evidenze contrarie all’accumulo vescicolare 

includono la mancanza di rilascio di β-PEA indotto da depolarizzazione 

neuronale ottenuta attraverso stimolazione elettrica o K+-dipendente (Dyck, 

1988; Henry et al., 1988) e dalla reserpina (Boulton et al., 1977; Juorio et al., 

1988) mentre altri gruppi hanno dimostrato rilascio vescicolare di β-PEA 

(Niddam et al., 1985; Kosa et al., 2000), di triptamina (Snodgrass & Iverson, 

1974) e di tiramina (Dyck, 1982). 

Considerata la natura altamente lipofila delle amine in traccia ed in particolare 

della β-PEA è anche verosimile che le TAs vengano “rilasciate” dalle 

terminazioni nervose attraverso semplice diffusione attraverso la membrana 

plasmatica e che di conseguenza i livelli cerebrali riscontrati riflettano 

l’equilibrio esistente tra sintesi e degradazione (Berry, 2008).  

 

1.3.5  Effetti biologici delle TAs 

Nonostante la localizzazione cerebrale delle TAs sia stata ben caratterizzata, il 

ruolo fisiologico svolto da tali amine nel cervello di mammifero non è stato 

ancora del tutto chiarito. Diversamente numerose evidenze sperimentali hanno 

confermato che negli invertebrati le amine in traccia rivestono il ruolo di 

neurotrasmettitori e sono implicate nel controllo d’importanti funzioni vitali, 

quali il movimento, il comportamento associato all’assunzione di cibo e 

l’apprendimento (Sotnikova et al., 2004; Roeder, 2005). 
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In una review recente sull’argomento, Burchett e Hicks (2006), in 

considerazione della letteratura esistente, hanno individuato 4 possibili ruoli 

svolti dalle TAs nel cervello di mammifero: 

- co-trasmettitori rilasciati insieme a dopamina, serotonina e 

noradrenalina; 

- neurotrasmettitori indipendenti, in grado di attivare specifici recettori 

per le amine in traccia recentemente identificati; 

- “falsi” neurotrasmettitori, in grado di attivare, sebbene con minore 

potenza, i recettori dopaminergici e serotoninergici; 

- neuromodulatori, per la loro capacità di regolare la sensibilità dei 

neuroni all’azione di altri neurotrasmettitori senza però possedere azioni 

dirette. 

In generale le risposte indotte dalle TAs possono essere classificate in dirette 

o indirette, a seconda se agiscano indipendentemente o meno dai classici 

neurotrasmettitori monoaminergici. 

 

1.3.5.1  Effetti indiretti 

Gli effetti indiretti delle TAs sono ascrivibili alla loro capacità di indurre il 

rilascio dei neurotrasmettitori monoaminergici nello spazio extracellulare. Il 

meccanismo di rilascio, che prevede lo spiazzamento del neurotrasmettitore 

dalle vescicole sinaptiche oltre che l’inversione del trasportatore di membrana, è 

simile a quello dell’amfetamina e, in considerazione della forte omologia nella 
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struttura chimica, è stato proposto che la β-PEA possa rappresentare 

“un’amfetamina endogena” (Janssen, 1999). 

Le amine in traccia sono state classificate in passato come falsi 

neurotrasmettitori, in quanto sostituendo le catecolamine nelle proprie vescicole 

sinaptiche ma presentando rispetto a queste una minore efficacia di attivazione 

dei recettori catecolaminergici, inducevano un indebolimento della trasmissione 

delle monoamine. 

In relazione al sistema dopaminergico è stato dimostrato che le TAs sono in 

grado di indurre rilascio di dopamina da sinaptosomi (Raiteri et al., 1977) e in 

fettine striatali di ratto (Dyck, 1983). Inoltre da studi in vivo è emerso che la β-

PEA stimola il rilascio di dopamina nello striato (Philips & Robson, 1983) e nel 

nucleus accumbens (Nakamura et al., 1998) di ratto ed induce rotazioni 

ipsilaterali in animali lesionati unilateralmente con 6-idrossidopamina (Barroso 

& Rodriguez, 1996). Inoltre studi elettrofisiologici hanno evidenziato che le 

amine in traccia iperpolarizzano i neuroni dopaminergici mesencefalici 

mediante un meccanismo indiretto dovuto al rilascio di dopamina e conseguente 

attivazione degli autorecettori D2 (Geracitano et al., 2004). 

 

1.3.5.2  Effetti diretti 

L’ipotesi che gli effetti biologici delle TAs non si limitassero esclusivamente a 

quelli di induzione del rilascio neurotrasmettitoriale già noti cominciò a 

delinearsi a partire dagli anni ’70 e quindi molto in anticipo rispetto alla 
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concreta dimostrazione dell’esistenza di recettori specifici per le TAs (Bunzow 

et al., 2001; Borowsky et al., 2001). In quegli anni Boulton (1976), durante una 

presentazione ad un congresso, suggerì che le amine in traccia potevano 

esercitare i loro effetti modulatori agendo direttamente o indirettamente sulla 

trasmissione sinaptica monoaminergica. Attraverso i loro effetti diretti, le TAs 

avrebbero modulato la sensibilità di alcuni parametri biofisici della membrana 

postsinaptica di neuroni che esprimevano recettori monoaminergici, 

probabilmente attraverso meccanismi ionotropici o metabotropici (Boulton, 

1976). Negli stessi anni furono effettuati studi volti all’identificazione di 

specifici siti di legame delle TAs nel cervello di mammifero. Fu così dimostrata 

la presenza di siti di legame specifici ed ad alta affinità sia per la β-PEA 

(Hauger et al., 1982; Richard et al., 1982) che per la tiramina (Vaccari et al., 

1986), la cui distribuzione ricalcava le aree cerebrali di maggiore espressione 

delle TAs (Burchett & Hicks, 2006). 

L’evidenza più importante a conferma del fatto che le amine in traccia possano 

esercitare effetti diretti deriva dalla scoperta dell’esistenza di una famiglia di 

recettori associati a proteine G selettivamente attivati dalle amine in traccia 

(Bunzow et al., 2001; Borowsky et al., 2001). Oltre a questi, recentemente sono 

stati individuati altri potenziali target molecolari delle TAs tra cui i recettori 

sigma (Fontanilla et al., 2009) e, almeno negli invertebrati, recettori ionotropi 

associati a canali al Cl– (Pirri et al., 2009; Ringstad et al., 2009). 
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Recettori associati alle amine in traccia 

L’esistenza di recettori specifici per le TAs, ipotizzata in passato in seguito alla 

scoperta nel cervello di siti di legame ad alta affinità sia per la tiramina 

(Vaccari, 1986) che per la β-feniletilamina (Richard et al., 1982; Nyugen et al., 

1989), è stata confermata solo recentemente grazie alla scoperta (Bunzow et al., 

2001; Borowski et al., 2001) di una famiglia di recettori associati a proteine G 

attivati dalle TAs, i cosiddetti recettori associati alle amine in traccia (TAARs). 

La famiglia dei TAARs, comprende diversi sottotipi recettoriali dei quali solo 

due (TA1 e TA2) (Maguire et al., 2009) risultano sensibilmente attivati dalle 

TAs (Grandy et al., 2007). Tra i TAARs il TA1 è stato più estensivamente 

studiato ed appare accoppiato a proteine G di tipo Gs, inducendo attivazione 

dell’adenilato ciclasi ed accumulo intracellulare di cAMP. 

La distribuzione del recettore TA1 nel SNC di mammifero è stata indagata per 

la prima volta da Borowsky e colleghi (2001), attraverso l’analisi 

dell’espressione dell’mRNA del recettore nel cervello umano e di topo. Altri 

gruppi hanno invece caratterizzato la distribuzione del recettore nel cervello di 

ratto (Bunzow et al., 2001) e di scimmie Rhesus (Xie et al., 2007). Da tali studi 

è emerso che il recettore TA1 è distribuito diffusamente nel SNC, compreso in 

numerose regioni monoaminergiche quali il nucleo caudato dorsale e ventrale, 

il nucleo putamen, la sostanza nera, il nucleus accumbens, l’area tegmentale 

ventrale (VTA), il locus coeruleus, l’amigdala e il nucleo del Rafe (Xie et al., 

2009). A livello cellulare, il TA1 è localizzato principalmente nel citoplasma 
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dei corpi cellulari neuronali mentre l’espressione sulla membrana plasmatica è 

stata individuata solo occasionalmente (Xie et al., 2007). 

In riferimento al sistema dopaminergico, è stato dimostrato che il TA1 è 

espresso nei neuroni dopaminergici mesencefalici della SNpc e della VTA (Xie 

et al., 2007) e co-localizza con il trasportatore della dopamina (DAT) in un 

sottogruppo di neuroni della SNpc sia nel topo che nella scimmia (Xie et al., 

2007), sebbene nella stessa area siano stati ritrovati neuroni che esprimono 

solamente il TA1 o il DAT. 

Il ruolo fisiologico svolto dal recettore TA1 nell’ambito della 

modulazione dell’attività neuronale non è stato ancora del tutto chiarito. 

Numerose evidenze sperimentali recenti suggeriscono che il TA1 agisce da 

neuromodulatore della trasmissione monoaminergica (Xie & Miller, 2009; 

Sotnikova et al., 2008; Lindemann et al., 2008; Bradaia et al., 2009; Wolinsky 

et al., 2007) regolando sia l’attività del trasportatore di membrana della 

dopamina (Xie et al., 2007, 2008; Xie & Miller, 2009) che l’attività elettrica dei 

neuroni dopaminerci della VTA (Lindemann et al., 2008; Bradaia et al., 2009). 

E’ stata descritta un’interazione funzionale reciproca tra le TAs e la 

trasmissione dopaminergica in quanto l’attivazione degli autorecettori D2 

sembra ridurre l’attivazione dei TA1 (Xie et al., 2007) che contrariamente è 

aumentata dalla co-espressione del DAT con il TA1 in cellule HEK293 (Miller 

et al., 2005). Inoltre sia il TA1 che il D2 modulano l’attività del DAT, pur 

esercitando effetti opposti (Xie et al., 2008). Il TA1 sembra mediare gli effetti 
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elettrofisiologici d’iperpolarizzazione neuronale prodotti dalle TAs nei neuroni 

dopaminergici mesencefalici (Bradaia et al., 2009; Lindemann et al., 2008), sia 

direttamente (Bradaia et al., 2009) che mediante un’azione regolatoria sul DAT 

(Lindemann et al., 2008). 

Farmacologia 

Il profilo farmacologico del recettore TA1 appare estremamente interessante dal 

momento che sembra costituire il target molecolare di diverse classi di composti 

endogeni oltre che psicostimolanti amfetamino-simili (Borowsky et al., 2001; 

Xie & Miller, 2009a). In particolare, oltre alle TAs, il TA1 è attivato dalle 

monoamine dopamina e serotonina (Borowsky et al., 2001) seppure da 

quest’ultima a concentrazioni micromolari e da una classe di amine endogene, 

le tironamine, derivanti dal metabolismo degli ormoni tiroidei (Zucchi et al., 

2006; Hart et al., 2006). Inoltre da un punto di vista fisiologico è rilevante che 

composti derivanti dal metabolismo delle catecolamine, quali i derivati catecol-

O-metossi prodotti dalle COMT, un tempo ritenuti metaboliti inattivi (Langer & 

Rubio, 1973; Seeman, 1980), risultano essere potenti agonisti del TA1 (Bunzow 

et a., 2001). Composti psicostimolanti di sintesi appartenenti alla classe delle 

amfetamine, tra cui la metanfetamina e la metilen-diossi-metanfetamina 

(MDMA), che presentano notevole potenziale d’abuso, presentano una forte 

affinità per il recettore TA1 (Borowsky et al., 2001). Recentemente, in seguito a 

studi su sinaptosomi striatali di topi normali e knocked out per il recettore TA1 

(TA1 KO), Xie e Miller hanno proposto che il TA1 possa costituire il recettore 
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cerebrale per le amfetamine in quanto è direttamente responsabile degli effetti di 

rilascio delle monoamine da queste indotte (Xie et al., 2007, 2008; Xie & 

Miller, 2009a,b). 

Attualmente non sono disponibili in commercio antagonisti selettivi per il TA1. 

E’ stato riportato un effetto inibitorio sul TA1 alquanto modesto da parte di 

antagonisti non selettivi dei recettori delle monoamine (Wainscott et al., 2007). 

Nuovi composti che mostrano un certo grado di antagonismo sul TA1 sono stati 

sintetizzati recentemente (Tan et a., 2008; Bradaia et al., 2009) ma al momento 

non sono fruibili liberamente. 

 

 
FIG. 10  Profilo farmacologico del TA1. L’attivazione del recettore è stata 
valutata mediante la produzione di cAMP in cellule HEK293 che esprimevano il 
TA1. Le barre indicano l’attività dei singoli composti (testati a 1µM) come 
frazione del cAMP prodotto dalla p-tiramina (1 µM) 
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Recettori sigma  

Evidenze recenti dimostrano che le amine in traccia, β-PEA e tiramina, sono in 

grado di attivare i recettori sigma (Fontanilla et al., 2009). 

Sebbene inizialmente siano stati erroneamente classificati come un sottotipo dei 

recettori per gli oppioidi (Martin et al., 1976), attualmente è noto che i recettori 

sigma (σ) rappresentano una classe recettoriale distinta. Sono stati individuati 

due sottotipi recettoriali, σ1 e σ2, che si differenziano sia da un punto di vista 

biochimico che per il profilo farmacologico (Hellewell & Bowen, 1990; Itzhak 

et al., 1991; Monnet & Maurice, 2006). 

I recettori σ sono distribuiti diffusamente sia nel SNC che a livello periferico 

(Walker et al., 1990). Nel cervello sono maggiormente espressi nelle aree del 

sistema motorio e limbico (Gundlach et al., 1986) compresa la sostanza nera 

compacta (Bouchard & Quirion, 1997). Il ruolo fisiologico dei recettori σ nel 

cervello non è del tutto noto ma crescenti evidenze suggeriscono un potenziale 

coinvolgimento in numerose patologie tra cui la depressione, la dipendenza da 

cocaina e metamfetamina, il dolore, il morbo d’Alzheimer, l’ischemia cerebrale, 

l’infezione da HIV e il cancro (Maurice & Su, 2009). 

I recettori σ1 modulano l’attività di diverse classi di canali ionici voltaggio-

dipendenti e canali aperti da ligando tra cui canali al Ca2+, al K+, al Na+, al Cl- , 

recettori NMDA e IP3 (Maurice & Su, 2009). Il meccanismo d’azione prevede 

un’interazione diretta proteina-proteina senza il coinvolgimento di proteine G e 

di protein chinasi (Lupardus et al., 2000; Aydar et al., 2002). 
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Il recettore σ2 non è stato ancora clonato e sembra maggiormente coinvolto 

nella modulazione delle dinamiche del calcio intracellulare (REF) e nella 

regolazione del ciclo cellulare (Crawford et al., 2002; Gebreselassie & Bowen, 

2004).  

 

Recettori ionotropi 

Evidenze sperimentali recenti suggeriscono che, oltre agli effetti mediati dai 

recettori TA1 e quelli indiretti sul rilascio neurotrasmettitoriale, le TAs 

potrebbero influenzare l’attività neuronale agendo direttamente su recettori 

ionotropi. In particolare in Caenorhabditis elegans è stata riportata l’esistenza di 

un canale al Cl- aperto dalla tiramina, la cui attivazione regola la locomozione 

del nematode (Pirri et al., 2009; Ringstad et al., 2009). 

La presenza di recettori canali aperti dalle TAs nei mammiferi non è stata 

ancora accertata ma il loro ritrovamento negli invertebrati pone le basi per 

ipotizzare che le TAs possano modulare l’attività neuronale dei mammiferi 

anche attraverso eventi ionici rapidi (Branicky & Schafer, 2009). 

 

 

1.3.6  Amine in traccia e disturbi neuropsichiatrici 

Numerose evidenze sperimentali suggeriscono che le amine in traccia sono 

coinvolte nella patogenesi ed eziologia di diversi disturbi neuropsichiatrici. In 

particolare un’alterazione della funzione e dei livelli ematici, urinari e cerebrali 

delle amine in traccia è stata riscontrata in disturbi neuropsichiatrici quali la 
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schizofrenia, il disturbo dell’attenzione ed iperattività (ADHD), la depressione, 

il morbo di Parkinson ed in disturbi metabolici caratterizzati da sintomi 

neurologici quali la fenilchetonuria (Branchet & Blackburn, 2003; Burchett & 

Hicks, 2006). 

 

1.3.6.1  Depressione 

L’ipotesi patogenetica più accreditata della depressione- la teoria 

monoaminergica- prevede che i disturbi depressivi siano causati da una 

riduzione dei livelli cerebrali dei neurotrasmettitori aminergici (Schildkraut, 

1967; Lapin and Ovxenkrug, 1969). Tale teoria è avvalorata dal fatto che la 

maggior parte dei farmaci antidepressivi attualmente utilizzati agiscono al fine 

di ristabilire il tono catecolaminergico e di aumentare, mediante inibizione della 

ricaptazione del neurotrasmettitore o tramite inibizione dell’enzima MAO 

catabolizzante, i livelli extracellulari di noradrenalina, serotonina e dopamina. 

Accanto alla teoria monoaminergica altre ipotesi sono state postulate per 

spiegare la patogenesi e l’eziologia della depressione. Una tra queste, la teoria 

della PEA, prevede il coinvolgimento delle amine in traccia ed in particolare 

della β-feniletilamina. Secondo tale teoria la β-PEA endogena ha un effetto 

stabilizzatore sull’umore, sull’energia fisica e l’attenzione e per questo un 

deficit di tale amina o un aumentato catabolismo potrebbero essere dei fattori 

causali della depressione (Davis & Boulton, 1994; Brancket & Blackburn, 

2003). Evidenze sperimentali che sostengono tale ipotesi comprendono 
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l’osservazione che i farmaci antidepressivi inibitori delle MAO producono un 

forte aumento dei livelli plasmatici della β-feniletilamina (Locock et al., 1984) 

oltre che delle catecolamine e che nei pazienti depressi i livelli ematici, cerebrali 

ed urinari delle amine in traccia risultano fortemente ridotti (De Lisi et al., 

1984). Inoltre la somministrazione prolungata di β-PEA o del suo aminoacido 

precursore L-fenilalanina produce significativi miglioramenti dello stato 

affettivo di pazienti depressi (Sabelli et al., 1996). 

 

1.3.6.2  Schizofrenia 

La β-PEA sembra implicata anche nella neuropatologia della schizofrenia 

(Sandler and Reynolds, 1976; O’Reilly and Davis, 1994).  

L’evidenza principale del coinvolgimento della β-PEA nella schizofrenia deriva 

dall’osservazione che i livelli plasmatici (Potkin et al., 1979; Shirkande et al., 

1995) ed urinari (Yoshimoto et al., 1987; Myojin et al., 1989) di tale amina sono 

aumentati nei pazienti schizofrenici rispetto ai controlli. Inoltre la 

somministrazione di alte dosi di β-PEA a ratti e scimmie induce aumento 

dell’attività locomotoria e comportamenti stereotipati paragonabili agli episodi 

tipici della schizofrenia (Tinklenberg et al., 1978; Dourish, 1985). Inoltre, è 

stata riscontrata una correlazione tra schizofrenia e un polimorfismo del 

cromosoma 6 che contiene sequenze geniche relative ai recettori per le amine in 

traccia recentemente identificati (Burchett & Hicks, 2006). Tuttavia sono 
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necessari ulteriori studi per confermare il ruolo di mutazioni dei recettori per le 

amine in traccia come fattore di suscettibilità per la schizofrenia (Berry, 2008).  

 

1.3.6.3  Disturbo dell’attenzione ed iperattività (ADHD) 

Studi clinici hanno dimostrato l’esistenza di un legame tra la β-PEA e il 

disturbo dell’attenzione ed iperattività (ADHD). In particolare da uno studio 

recente su 26 bambini affetti da ADHD è emerso che i livelli plasmatici ed 

urinari della β-PEA e del suo metabolica principale l’acido fenilacetico 

risultavano significativamente ridotti nei pazienti affetti da ADHD rispetto agli 

individui normali (Baker et al., 1991). Lo stesso risultato è stato ottenuto in un 

altro studio clinico nel quale i livelli delle amine in traccia e dei principali 

metaboliti sono stati valutati in due gruppi di bambini, un gruppo di bambini 

affetti da ADHD e un altro gruppo di bambini autistici (Kusaga, 2002), 

suggerendo che un’alterazione dei livelli delle amine in traccia possa costituire 

un elemento comune nella fisiopatologia dell’ADHD e dell’autismo (Brancket 

& Blackburn, 2003). 

 

1.3.6.4  Emicrania 

Il coivolgimento delle amine in traccia nella patogenesi dell’emicrania è tanto 

remoto quanto controverso. Tradizionalmente il consumo di cibi ricchi di TAs, 

quali cioccolato, formaggi, vino birra, carne è stato ritenuto un fattore 

scatenante attacchi di emicrania (Usdin & Sandler, 1976; Vaughan, 1994). 
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Tuttavia diversi studi clinici non hanno dimostrato ad oggi un legame diretto tra 

esposizione alle TAs ed emicrania (Branchek & Blackburn, 2003; D’Andrea et 

al., 2004) e pertanto il ruolo delle TAs in tale patologia non è del tutto chiaro. 

 

1.3.6.5  Morbo di Parkinson 

L’inibitore selettivo delle MAOB , selegilina, rappresenta da lungo tempo un 

farmaco di scelta nella terapia del morbo di Parkinson. L’osservazione che la 

somministrazione di tale farmaco induce un forte aumento dei livelli plasmatici 

di β-PEA oltre a un miglioramento della trasmissione dopaminergica ha 

suggerito l’ipotesi di un potenziale coinvolgimento delle amine in traccia nella 

fisiopatologia del morbo di Parkinson (Wyatt, 1978; Brancket & Blackburn, 

2003). 

A conferma di tale ipotesi è stato notato che nei pazienti parkinsoniani i livelli 

plasmatici (D’Andrea et al., 2010) ed urinari (Heller & Fisher 1973) delle amine 

in traccia risultano ridotti. Inoltre studi in vivo di microdialisi hanno dimostrato 

che la β-PEA induce un prolungato aumento dei livelli di dopamina 

extracellulare nello striato (Kuroki et al., 1990) per cui è stato suggerito un suo 

potenziale impiego nella terapia del Parkinson (Heller et al., 1976) per limitare 

l’insorgenza dei fenomeni on-off che si manifestano come effetti collaterali di 

terapie farmacologiche che producono un aumento fasico dei livelli di dopamina 

(Brancket & Blackburn, 2003). (assunzione di L-dopa) 
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2. SCOPO DELLA RICERCA 

I neuroni dopaminergici mesencefalici controllano importanti funzioni quali 

l’attività locomotoria, l’apprendimento e la motivazione e risultano implicati in 

numerosi disturbi neuropsichiatrici tra cui la schizofrenia, il morbo di 

Parkinson, la depressione, le dipendenze e l’ADHD. Pertanto la comprensione 

dei meccanismi fisiologici che ne regolano l’attività può avere numerose e 

rilevanti implicazioni. 

Numerose evidenze documentano l’espressione delle amine in traccia nel SNC 

di mammifero, con particolare riferimento al sistema dopaminergico 

mesencefalico. Tuttavia il ruolo fisiologico svolto da tali amine endogene nella 

modulazione dell’attività neuronale in quest’area non è stato ancora del tutto 

delucidato. 

Pertanto lo scopo primario del presente lavoro è stato lo studio degli effetti 

esercitati dalle amine in traccia sulle risposte dopaminergiche conseguenti 

all’attivazione dei recettori D2, per mezzo di registrazioni elettrofisiologiche 

intracellulari di neuroni dopaminergici della SNpc. Inoltre sono stati indagati i 

meccanismi molecolari alla base degli effetti modulatori delle TAs al fine di 

identificare il bersaglio molecolare da queste attivato. In particolare, mediante 

strategie genetiche e farmacologiche, è stato valutato il coinvolgimento dei 

recettori TA1 e sigma negli effetti indotti dalle TAs. Inoltre, attraverso l’utilizzo 

di sistemi di espressione eterologa, è stato studiato l’effetto diretto delle TAs sui 

canali GIRK e sui recettori D2. 
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3. MATERIALI E METODI  

 

3.1  Preparazione delle fettine mesencefaliche 

L’effetto delle amine in traccia è stato studiato effettuando registrazioni 

elettrofisiologiche su neuroni dopaminergici della sostanza nera pars compacta 

(SNpc) utilizzando come preparato biologico fettine mesencefaliche di roditore. 

A tal fine sono stati utilizzati topi (di età compresa tra i 18 e i 25 giorni) 

C57BL6 wild-type e modificati geneticamente mancanti il recettore TA1. I topi 

sono stati anestetizzati con cloralio idrato (iniezione intraperitoneale 400 

mg/Kg) e sacrificati mediante decapitazione. Il cervello è stato in seguito 

prelevato dal cranio ed una porzione contenente il mesencefalo è stata isolata 

mediante esclusione della porzione superiore situata al di sopra del chiasma 

ottico e della porzione inferiore corrispondente al tronco encefalico. La porzione 

cerebrale contenente il mesencefalo è stato posizionata su un supporto di agar al 

fine di minimizzarne i movimenti durante la procedura di taglio ed è stata 

immersa nel fluido cerebrospinale artificiale (aCSF) mantenuto a 8-10 C°. Il 

fluido cerebrospinale artificiale composto da 126 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1.2 

mM MgCl2, 2.4 mM CaCl2, 1.2 mM NaH2PO4, 24 mM NaHCO3 e 10 mM 

glucosio era continuamente saturato con una miscela gassosa composta da 95% 

O2 e 5% CO2 (pH 7.4). Le fettine orizzontali di mesencefalo ventrale contenenti 

la SNpc sono state tagliate mediante un vibratomo (Leica VT1000S, Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germania) e successivamente sono state poste a 
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recuperare in fluido cerebrospinale artificiale a 33-34 C° per 45 minuti prima di 

essere trasferite nella cameretta di registrazione. 

 

3.2  Registrazioni elettrofisiologiche intracellulari su fettina 

L’attività elettrica dei neuroni dopaminergici è stata studiata utilizzando la 

tecnica di registrazione intracellulare con microelettrodo sharp, mediante 

l’inserimento di una micropipetta all’interno dei singoli neuroni, che permette di 

valutare le caratteristiche bioelettriche neuronali quali il potenziale (in modalità 

current-clamp) o le correnti che fluiscono attraverso la membrana (in modalità 

voltage-clamp). 

Le fettine di mesencefalo contenenti la SN sono state poste in una cameretta di 

registrazione sotto continua perfusione di aCSF (flusso 2.5-3 mL/min) 

mantenuto alla temperatura di 33 °C e saturato con carbossigeno (95% O2 e 5% 

CO2). I neuroni dopaminergici sono stati individuati mediante un microscopio 

(Axioskop, Zeiss, Germany) collegato ad un sistema di visualizzazione 

(Namamatsu, Tokyo) per le caratteristiche morfologiche, quali la presenza di un 

corpo cellulare fusiforme di 15-30 µm di diametro e dendriti diffusi in senso 

rostro-caudale, e successivamente sono stati selezionati per le proprietà 

elettriche caratteristiche, quali la frequenza di scarica di potenziali d’azione ad 

una frequenza costante compresa tra 0.5-4 Hz, potenziali d’azione caratterizzati 

da un’evidente after-iperpolarizzazione (AHP), la presenza di corrente inward in 
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risposta a stimoli iperpolarizzanti (corrente Ih) e iperpolarizzazione in risposta 

all’applicazione di dopamina (Grace & Onn, 1989; Mercuri et al., 1995).  

Le registrazioni elettrofisiologiche intracellulari sono state effettuate utilizzando 

elettrodi preparati con micropipette in vetro borosilicato mediante un puller 

orizzontale (Narishige) e riempiti con una soluzione di KCl 2M (resistenza 30-

80 MΩ). I segnali elettrici sono stati ottenuti per mezzo di un amplificatore 

(Axoclamp-2A, Axon Instruments) in modalità single-electrode voltage clamp 

(SEVC), clampando i neuroni a -60 mV. 

 La tecnica del SEVC permette di misurare le correnti che fluiscono attraverso 

la membrana plasmatica e consiste nel bloccare il potenziale di membrana dei 

neuroni ad un valore prefissato e misurare le correnti positive o negative che 

devono essere fornite alla cellula affinché il potenziale venga mantenuto al 

valore prefissato (clampato). In tal modo si ha una misura indiretta delle correnti 

che fluiscono attraverso la membrana plasmatica neuronale. I segnali elettrici 

sono stati registrati ed analizzati utilizzando il software pClamp 9 (Axon 

Instrument). 

Costruzione delle curve I/V 

Ulteriori esperimenti sono stati fatti per indagare la specie ionica maggiormente 

responsabile delle correnti registrate. A tal fine sono state costruite curve 

corrente-voltaggio (I-V) dalle quali è stato possibile estrapolare il punto di 

inversione della corrente, indicativo dello ione implicato. Per costruire le curve 

corrente-voltaggio (I-V) le cellule sono state sottoposte ad un protocollo di steps 
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di voltaggio iperpolarizzanti e depolarizzanti della durata di 200-400 ms a 

partire dal potenziale di holding (-60 mV). In particolare sono stati applicati 

steps con incremento di 14-16 mV da -45mV a -130 mV e le correnti risultanti 

sono state utilizzate per costruire le curve I-V. 

Studio del coinvolgimento delle proteine G 

Il potenziale coinvolgimento delle proteine G nel meccanismo di modulazione 

delle correnti indotte dall’attivazione del recettore D2 ad opera delle TAs è stato 

valutato utilizzando il GPTγS, che rappresenta un analogo non idrolizzabile del 

GTP e pertanto induce l’attivazione irreversibile delle proteine G e di 

conseguenza dei processi da esse dipendenti. A tal fine il GPTγS, utilizzato alla 

concentrazione di 1mM (sciolto in KCl 2M), è stato inserito nei neuroni 

dopaminergici mediante la micropipetta di registrazione. Per garantire la 

completa diffusione del GPTγS nei neuroni dopaminergici impalati si è atteso 

circa 30 minuti prima di verificare l’effetto indotto dalle TAs sulla corrente 

outward D2-attivata indotta dal quinpirolo. 

Modulazione delle vie metaboliche 

La modulazione del metabolismo delle TAs è stata ottenuta farmacologicamente 

utilizzando inibitori selettivi degli enzimi deputati alla sintesi ed al catabolismo 

delle TAs. In particolare il blocco del catabolismo è stato ottenuto utilizzando 

l’inibitore irreversibile dell’enzima MAOB, selegilina. Le fettine di mesencefalo 

sono state incubate in aCSF (a 33.0 ± 0.5 C°) contenente selegilina (30-100 nM) 
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per circa un’ora e successivamente sono state trasferite nella cameretta di 

registrazione. 

Al fine di ottenere un blocco della sintesi delle TAs è stata utilizzata la 

carbidopa, un inibitore selettivo dell’enzima AADC. Anche in questo caso 

l’inibizione enzimatica completa è stata ottenuta esponendo le fettine di 

mesencefalo ad una soluzione di aCSF contenente carbidopa (300 µM) per oltre 

un’ora prima di effettuare le registrazioni elettrofisiologiche. 

 

3.3  Topi TA1 KO 

Il potenziale coinvolgimento del recettore TA1, nel meccanismo di modulazione 

delle correnti indotte dall’attivazione del recettore D2, operato dalle TAs, è stato 

studiato utilizzando topi geneticamente modificati knocked out per il recettore 

TA1 (TA1 KO). Dal momento che attualmente non esistono in commercio 

antagonisti del recettore TA1, l’utilizzo di topi KO rappresenta l’unico mezzo 

utile per indagare gli effetti biologici dipendenti da tale sottotipo recettoriale. I 

topi sono stati generati su nostra richiesta dalla ditta GenOway (Lione, Francia) 

utilizzando la strategia convenzionale della β-lattamasi, già impiegata da altri 

(Lindemann et al., 2008). In particolare la sequenza genica codificante il 

recettore TA1 è stata sostituita da un costrutto assemblato dai seguenti 

frammenti genomici, una sequenza codificante LacZ fusa a una sequenza di 

localizzazione nucleare, IRES, un frammento NEO e la sequenza codificante la 

Timidino Chinasi (Tk). 
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Il costrutto genico è stato trasfettato in cellule embrionali staminali (ES) 

129SvPas e sono state ottenute chimere da blastocisti di topi C57BL6. 

L’efficacia della delezione genica è stata valutata effettuando l’esame 

istoenzimologico della β-galattosidasi su sezioni cerebrali sagittali (30 µm) di 

topi TA1 KO adulti e mediante PCR per quantificare i livelli di espressione del 

trascritto del TA1 in regioni cerebrali definite, compresa la SNpc (Millan et al., 

2008). Una volta identificati, i topi omozigoti TA1 KO sono stati incrociati per 8 

generazione prima di essere utilizzati come knockout congeniti (De Groote et 

al., 2007; Millan et al., 2008) per le registrazioni elettrofisiologiche. 

I topi TA1 KO adulti appaiono sani e non presentano un fenotipo particolare e 

pertanto sono indistinguibili dai C57BL6 wildtype.  

 

3.4  Preparazione degli oociti di Xenopus Laevis 

La valutazione di un eventuale effetto diretto esercitato dalle TAs sul GIRK è 

stata studiata mediante esperimenti di espressione eterologa del canale in oociti 

di rane Xenopus laevis, che rappresentano uno dei più diffusi sistemi per 

l’espressione e lo studio di proteine esogene (Miledi et al., 1982; Bianchi et al., 

2006).  

A tal fine le rane sono state anestetizzate utilizzando l’estere etilico dell’acido 

3-aminobenzoico. Gli oociti, allo stadio di maturazione V-VI, sono stati isolati 

mediante procedura chirurgica e conservati a 16 C° nella soluzione ND96 (pH 

7.2) avente la seguente composizione: NaCl 96 mM, KCl 2 mM, MgCl2 1 mM, 
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CaCl2 1.8 mM, HEPES 5 mM, gentamicina 50 mg/mL). L’espressione dei 

GIRK2 e dei recettori D2 è stata ottenuta iniettando i corrispettivi mRNAs (50 

nL di entrambi) nel nucleo dell’oocita mediante un microiniettore (Nanoject, 

Drummond, Broomall, PA, USA). 

Il recettore D2 e le subunità GIRK2 sono state subclonate nel vettore di 

espressione nell’oocita pBF che fornisce le regioni non tradotte 5’ e 3’ del gene 

della β-globina di Xenopus, al fine di aumentare l’efficienza di traslazione dei 

trascritti di mRNA eterologhi negli oociti. Gli mRNA sono stati sintetizzati in 

vitro utilizzando il kit SP6 mMESSAGE mMACHINE (Ambion), che introduce 

una guanosina all’estremità 5’ dell’mRNA in trascrizione al fine di aumentare 

l’efficienza di legame del trascritto al ribosoma e della traslazione. L’mRNA del 

GIRK2 (50 nL) e l’mRNA del recettore D2 (50 nL) sono stati iniettati 

nell’oocita mediante un microiniettore (Nanoject, Drummond, Broomall, PA, 

USA). 

 

3.5  Registrazioni elettrofisiologiche su oociti di Xenopus 

Le correnti GIRK espresse negli oociti di Xenopus sono state studiate mediante 

la tecnica two-electrode voltage clamp (TEVC), che rappresenta la metodica 

elettrofisiologica maggiormente utilizzata per misurare correnti che fluiscono 

attraverso i canali espressi negli oociti di Xenopus (Stefani, 1998; 

Stuhmer,1998). 
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Le registrazioni sono state effettuate 2-8 giorni dopo l’iniezione degli mRNAs 

su oociti mantenuti a 22°C. I segnali elettrici sono stati ottenuti mediante un 

amplificatore GeneClamp 500 (Axon instruments) collegato mediante 

un’interfaccia ITC-16 (Instrutech Corp., Port Washington, NY USA) ad un 

computer. I microelettrodi sono stati riempiti con KCl 3M (resistenza 0.1-0.5 

MΩ). La soluzione standard utilizzata durante la registrazione è così composta: 

90 mM KCl, 3 mM MgCl2,10 mM Hepes (pH 7.4). Gli oociti sono stati 

clampati a -10 mV e le correnti GIRK sono state evocate applicando steps di 

voltaggio della durata di 2 s con un incremento di 10 mV da +50 a -120 mV. Le 

registrazioni sono state filtrate a 2 kHz e acquisite a 5 kHz con il software Pulse 

HEKA elektronik GmbH, Lambrecht, Germany). L’analisi dei dati è stata 

effettuata utilizzando i seguenti programmi: IGOR (Wavemetrics, Lake 

Oswego, OR, USA), PulseFit (HEKA elektronik GmbH) and Kaleida- Graph 

(Synergy Software, Reading, PA, USA). Le correnti di fuga e capacitative sono 

state sottratte utilizzando un protocollo P/4.  

 

3.6  Farmaci 

Le sostanze chimiche sono state preparate in soluzioni concentrate e 

successivamente applicate alla concentrazione desiderata diluite nell’ aCSF e 

perfuse sulla fettina cerebrale attraverso un sistema di rubinetti a tre vie. Il 

ricambio completo della soluzione nella cameretta di registrazione si otteneva 

dopo circa un minuto di perfusione. In alcuni esperimenti GTPγS è stato infuso 
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direttamente nel citosol mediante la micropipette di registrazione. Sono state 

utilizzate le seguenti sostanze: dopamina, β-feniletilamina, tiramina, d-

amfetamina solfato, cocaina, S(-)-carbidopa, R-(-)-selegilina, GTPγS sale di 

tetralitio sono state ottenute da Sigma (Milan, Italy); Quinpirolo, SM-21 

maleato, BD1047 diidrobromuro sono stati ordinati da Tocris Cookson Inc. 

(Bristol, UK). O-fenil-3-iodotiramina (O-PIT) è stata gentilmente fornita dal 

Prof. Mark Millan (Croissy sur Seine, France) 

 

3.7  Analisi dei dati 

I dati numerici sono stati espressi come media ± errore standard della media 

(S.E.M.). Per paragonare i dati è stato utilizzato il “t Test di Student” per 

osservazioni accoppiate e disaccoppiate. Il livello minimo di significatività 

considerato è P<0.05. Per calcolare la IC50 e la risposta massima le curve 

concentrazione-risposta sono state fittate con la seguente equazione logistica: Y 

= a/(1+exp(-(x-x0)/b)) dove a è l’effetto massimo, b l’effetto minimo, x la 

concentrazione della sostanza e x0 la concentrazione che induce il 50% 

dell’effetto massimo osservato. 
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4. RISULTATI 

 
4.1  Le TAs riducono le risposte attivate dal D2 sui neuroni 

       dopaminergici 

L’effetto delle TAs è stato studiato effettuando registrazioni intracellulari con 

microelettrodo di neuroni dopaminergici della SNpc di topo (n=92) in modalità 

voltage clamp. 

Nei neuroni dopaminergici l’attivazione dei recettori D2 induce 

iperpolarizzazione di membrana associata a una corrente outward dovuta 

all’apertura dei GIRK, canali al K+ aperti da proteine G di tipo Gi/o (Lacey et al., 

1987). Negli esperimenti effettuati è stato utilizzato il quinpirolo, agonista 

selettivo dei recettori D2, per ottenere attivazione massimale e costante dei 

GIRK ed è stato valutato il potenziale effetto modulatorio esercitato dalle TAs 

sulla corrente outward attivata dal D2. 

Le TAs, β-PEA e tiramina (TYR), riducono in maniera reversibile l’ampiezza 

della corrente outward (78.9 ± 3.6 pA) prodotta dalla perfusione prolungata di 

quinpirolo (300 nM, n=59). In particolare l’applicazione di β-PEA (10-300 µM) 

o di TYR (30-300 µM) per 4-7 minuti durante la perfusione continua di 

quinpirolo inibisce la corrente GIRK D2-attivata (Fig. 1A,D). L’effetto delle 

TAs si stabilizza dopo 3-5 min e reverte completamente dopo 8-15 min. E’ 

riproducibile e dipendente dalla concentrazione (Fig 1A, B, E). Il valore IC50 per 

la β-PEA è 82.9 ± 9.6 µM e l’effetto inibitorio massimo si ottiene alla 
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concentrazione di 300 µM (84.2 ± 8.3 % , n=8). Un effetto inibitorio simile a 

quello delle TAs è prodotto dalla d-amfetamina (30 µM; Fig. 1C,F) ma non 

dalla cocaina, inibitore della ricaptazione della dopamina (10 µM; Fig. 1D). In 

particolare la perfusione di d-amfetamina (30 µM, n=7) induce una riduzione 

del 41.2 ± 2.1 % delle correnti GIRK attivate dal D2 mentre la cocaina (10 µM, 

n=4) non produce alcuna modificazione di tale corrente ne è in grado di 

antagonizzare l’effetto prodotto dalle TAs (Fig 1D, F). 
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FIG. 1  Registrazioni rappresentative dell’effetto inibitorio della β-PEA (A) e della 
TYR (B) sulla corrente uscente (outward) indotta dal quinpirolo. Lo stesso effetto è 
prodotto dalla d-Amph (C) ma non dalla cocaina (D) che di nota non modifica la 
risposta della β-PEA. Il valore di IC50 della  β-PEA dalla curva concentrazione-risposta 
(E) è 82.9 ± 9.6 µM (n=6-8 per concentrazione). L’istogramma in (F) indica la corrente 
normalizzata residua indotta dal quinpirolo (espressa come % del controllo) in presenza 
di β-PEA (100 µM, n=17, p < 0.001), tiramina (100 µM, n=10, p < 0.005), d-amph (30 
µM, n=7, p < 0.001) e cocaina (10 µM, n=4, p > 0.05). 
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4.2  L’effetto delle TAs sulle correnti GIRK D2-attivate è modificato 

       durante manipolazioni delle loro vie metaboliche 

Successivamente è stato valutato se l’effetto delle TAs sulle correnti GIRK è 

influenzato da modificazioni delle vie metaboliche di sintesi e catabolismo, che 

producono alterazione dei loro livelli endogeni. In particolare sono state 

effettuate registrazioni in fettine mesencefaliche preincubate con selegilina, un 

inibitore irreversibile dell’enzima MAOB, per ottenere riduzione del 

catabolismo delle TAs ed accumulo tessutale. Nelle fettine preincubate con 

selegilina (30-100 nM per 1 h) l’effetto inibitorio delle correnti GIRK indotto 

dalle TAs si osserva a concentrazioni più basse. La curva concentrazione-

risposta della β-PEA è spostata a sinistra (Fig. 2A) e il valore di IC50 è ridotto a 

19.7 ± 8.5 µM (n=7), indicando che l’inibizione del catabolismo delle TAs 

riduce le dosi efficaci. 

L’inibizione della decarbossilasi degli aminoacidi aromatici (AADC), enzima 

implicato nella sintesi sia delle TAs che della DA, è stata ottenuta esponendo le 

fettine mesencefaliche ad un inibitore enzimatico selettivo, carbidopa (300 µM 

per circa 1 h). 

Poiché in queste condizioni gli effetti indiretti delle TAs dovuti al rilascio di 

dopamina vengono aboliti (Geracitano et al., 2004) e i livelli endogeni delle 

TAs vengono ridotti, è possibile smascherare l’effetto totale delle TAs, 

applicate esogenamente, sulle correnti GIRK. Dagli esperimenti effettuati è 

emerso che nelle cellule trattate con carbidopa le TAs inibiscono le correnti 
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GIRK D2-attivate e la percentuale di riduzione è significativamente maggiore 

rispetto al controllo (Fig. 2B). In particolare la β-PEA (100 µM) in carbidopa 

produce un’inibizione del 73.37 ± 10.47 % (n=7) mentre in controllo induce una 

riduzione del 49.52 ± 5.15 % (n=18; P<0.05). 
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FIG. 2  Effetti della  β-PEA in condizioni di inibizione enzimatica delle vie di 
biosintesi e catabolismo. 

(A) La riduzione del catabolismo delle TAs ottenuto mediante inibizione dell’enzima 
MAOB con selegilina riduce le concentrazioni efficaci di β-PEA. In selegilina (100 
nM per 1h) la curva concentrazione-risposta della β-PEA è spostata a sinistra 
rispetto alla curva controllo (n=7 per concetrazione). 

(B) L’inibitore dell’enzima AADC, carbidopa, aumenta l’effetto inibitorio di β-PEA 
(100 µM, p<0.05) ma non modifica l’effetto osservato a dosi più alte (300 µM) 
(n=7 esperimenti per concentrazione). 
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4.3  Il recettore TA1 non è responsabile degli effetti modulatori delle 

       TAs sulle correnti GIRK  

L’effetto modulatorio delle TAs sulle correnti GIRK potrebbe essere dipendente 

dall’attivazione del recettore TA1. Per studiare il potenziale coinvolgimento di 

tale recettore nell’inibizione delle correnti GIRK indotta dalle TAs sono state 

effettuate registrazioni intracellulari su fettine mesencefaliche di topi knockout 

per il TA1 (TA1 KO). I livelli cerebrali di espressione del TA1 sono stati 

precedentemente quantificati (Millan et al., 2008) attraverso RT-PCR e Western 

Blotting e l’efficacia della transfezione genica è stata monitorata attraverso 

l’espressione della beta-lac. I recettori TA1 risultano complessivamente assenti 

nella SNpc e in altre regioni cerebrali nei topi TA1 KO rispetto ai topi controllo 

(Millan et al., 2008). Nei neuroni dopaminergici dei topi TA1 KO sia la β-PEA 

che la TYR riducono la corrente outward attivata dal quinpirolo (Fig. 3A,a). 

L’effetto è paragonabile a quello osservato nei topi C57BL6 wild type sia per la 

cinetica che per le percentuali di inibizione ottenute (Fig. 3A,b). In particolare 

nei topi TA1 KO β-PEA (100 µM) e TYR (100 µM) riducono la corrente indotta 

dal quinpirolo a 25.56 ± 9.83 % (n=7) ed a 56.6 ± 11.83 % (n=5) della corrente 

controllo rispettivamente mentre nei topi wild type concentrazioni 

corrispondenti inibiscono le correnti GIRK a 50.48 ± 5.15 % (n=17) ed a 48.15 

± 9.3 % (n=10) del controllo. Anche l’effetto modulatorio esercitato dalla d-

AMPH persiste nei topi TA1 KO con le stesse percentuali di inibizione 

osservate nei controlli. 
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FIG. 3  Gli effetti delle TAs sulle correnti GIRK attivate dal D2 non sono 
mediati dall’attivazione del recettore TA1. 
(A) Registrazione rappresentativa dell’effetto inibitorio prodotto da  β-PEA (100-300 
µM) and TYR (100 µM) sulla corrente outward indotta dal quinpirolo in un neurone 
dopaminergico di un topo TA1 KO. 
(B) L’istogramma indica la corrente GIRK residua (% del controllo) registrata in 
presenza di β-PEA, TYR e d-Amph in neuroni DAergici di topi TA1 KO. 
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Il coinvolgimento del recettore TA1 nell’inibizione prodotta dalle TAs è stato 

valutato anche verificando se la perfusione di un agonista selettivo O-PIT (Hart 

et al., 2006) è in grado di mimare gli effetti indotti da tali composti endogeni. 

La perfusione di O-PIT (100 µM per 5 min, n=6) non riproduce la riduzione 

delle risposte D2-mediate prodotte dalle TAs (Fig. 3B). In particolare β-PEA 

(100 µM) induce una riduzione del  49.5 ± 5,1 % mentre O-PIT (100 µM) del 

10,3 ± 2,9 % (Fig. 4). 

I risultati ottenuti indicano pertanto che il recettore TA1 non è coinvolto 

nell’effetto modulatorio esercitato dalle TAs sulle correnti GIRK. 

 

 

 

FIG. 4  L’agonista selettivo del recettore TA1, O-PIT (100 µM), non riduce 
significativamente le correnti attivate dal quinpirolo (n=6, p>0.05) diversamente 
dalla β-PEA (p<0.001 O-PIT vs β-PEA) in neuroni DAergici di topi C57BL6 
WT 
 



Risultati 

 71 
 

4.4  Gli effetti delle TAs non sono dipendenti dall’attivazione dei 

       recettori σ 

Successivamente è stato valutato il coinvolgimento dei recettori sigma (σ-1 e σ-

2) negli effetti inibitori delle TAs poiché recentemente è stato dimostrato che sia 

β-PEA che TYR legano entrambi i sottotipi recettoriali (Fontanilla et al., 2009) 

e l’attivazione degli stessi induce modulazione di diversi tipi di canali al K+ e al 

Ca2+ (Lupardus et al., 2000; Aydar et al., 2002). Pertanto è stato verificato se il 

pretrattamento con antagonisti selettivi dei recettori σ-1 e σ-2 modifica l’effetto 

inibitorio della β-PEA. Gli esperimenti effettuati dimostrano che il 

pretrattamento con l’antagonista σ-2, SM-21 (30 µM per 10 min) e l’antagonista 

σ-1, BD1047 (30 µM per 10 min) non modifica la riduzione indotta dalla β-PEA 

(Fig. 5) delle correnti GIRK attivate dal quinpirolo (n=4 , 46.3 ± 6.1 % in 

presenza degli antagonisti vs 49.5 ± 5.1 % in controllo, P > 0.05). 
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FIG. 5  I recettori σ non sono coinvolti nell’effetto modulatorio esercitato 
della β-PEA sulle correnti GIRK attivate dal D2. 
La registrazione rappresentativa mostra che il pretrattamento con l’antagonista σ-2, 
SM-21 (30 µM) e l’antagonista σ-1, BD1047 (30 µM), non modifica l’effetto 
depressivo indotto dalla  β-PEA sulla corrente GIRK D2-attivata. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5  Le TAs modulano negativamente le correnti GIRK 

Per determinare la composizione ionica della corrente indotta dalle TAs sono 

state costruite le curve I-V sottoponendo i neuroni dopaminergici (clampati a  -

60 mV) ad un protocollo di steps di voltaggio iperpolarizzanti e depolarizzanti 

da -45 mV a -130 mV in condizioni di controllo, durante la perfusione di 

quinpirolo e durante l’ applicazione contemporanea di β-PEA e quinpirolo. Il 
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grafico delle curve I-V (Fig. 4A) indica che il punto di intersezione delle 

correnti prodotte nelle tre condizioni sopra indicate (-101 mV), è corrispondente 

al potenziale di inversione del K+, confermando che le TAs modulano 

negativamente una conduttanza GIRK-mediata. 

 

 

 

 
FIG. 6  Grafico delle curve I/V effettuate applicando steps di voltaggio in 
controllo (●), in quinpirolo (■) e in quinpirolo più β-PEA (∆) che indica che la 
corrente outward indotta dal quinpirolo e la corrente inward indotta dalla β-PEA 
revertono a -101 mV. Il punto di intersezione delle 3 curve è corrispondente al 
potenziale di inversione del K+. Ogni punto rappresenta la media ± S.E.M. di 4 
esperimenti. 
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4.6  Le TAs riducono le correnti GIRK attivate dal D2 

       attraverso un meccanismo indipendente dalle proteine G 

Per caratterizzare ulteriormente il meccanismo alla base degli effetti inibitori 

delle TAs sulle correnti GIRK attivate dal D2 è stato valutato il potenziale 

coinvolgimento di meccanismi dipendenti da proteine G. A tal fine i neuroni 

dopaminergici sono stati caricati con un analogo non idrolizzabile del GTP, 

GTPγS, per indurre un’attivazione irreversibile delle risposte proteine G-

mediate. Nei neuroni dopaminergici la perfusione intracellulare di GTPγS 

induce l’insorgenza spontanea di una corrente outward persistente dovuta alla 

progressiva e permanente attivazione delle proteine Gi/o  (Lacey et al., 1987). In 

queste condizioni l’ulteriore stimolazione dei recettori D2 produce ulteriori 

risposte outward irreversibili fino alla completa attivazione dei GIRK. Dalle 

registrazioni effettuate è emerso che la perfusione intracellulare di GTPγS (1 

mM) e l’applicazione extracellulare di quinpirolo attivano una corrente outward 

media di 183 ± 32 pA (n=5) e la successiva applicazione di β-PEA (100 µM) 

per 5 minuti induce una corrente inward di 95 ± 18 pA (n=5). E’ da notare che 

l’effetto indotto dalla β-PEA è reversibile e reverte completamente dopo 15 

minuti (Fig. 7A) mentre altri eventi mediati da proteine G vengono attivati 

irreversibilmente nelle stesse condizioni (Fig. 7B). In particolare l’applicazione 

di un agonista dei recettori metabotropici del glutammato, DHPG (10 µM), 

applicato in prossimità del picco della corrente outward indotta dal quinpirolo, 

induce una corrente inward irreversibile. Pertanto i risultati ottenuti escludono 
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un potenziale coinvolgimento di meccanismi dipendenti da proteine G 

nell’effetto inibitorio prodotto dalle TAs sulle correnti GIRK attivate dal D2.  

 

 

 

               
 
 

                             
 
 
 
 
FIG. 7  Le TAs riducono le correnti GIRK D2-attivate attraverso un 
meccanismo indipendente dalle proteine G. 
(A) Registrazione rappresentativa della corrente outward indotta dalla perfusione 
intracellulare di GTPγS (1mM) in un neurone dopaminergico. La successiva 
applicazione di quinpirolo (300 nM) produce un’ulteriore corrente outward permanente 
che viene ridotta in maniera reversibile dalla  β-PEA. E’ da notare che mentre la 
corrente inward prodotta dalla  β-PEA è reversibile quella indotta dall’agonista mGluR 
1 DHPG (10 µM) è permenente (B), indicando per il secondo il coinvolgimento di 
proteine G. 
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4.7  Le TAs non modificano le correnti GIRK espresse in oociti di 

       Xenopus 

Per determinare se l’effetto inibitorio esercitato dalle TAs sulle conduttanze 

GIRK attivate dal quinpirolo è dovuto ad un effetto diretto sul canale, l’RNA 

codificante i GIRK è stato iniettato in oociti di Xenopus laevis e le correnti 

risultanti sono state registrate in modalità TEVC. In oociti clampati a -10 mV, la 

β-PEA non influenza la corrente GIRK prodotta da uno step iperpolarizzante da 

-10 mV a -120 mV della durata di 2 secondi (Fig. 8A, C). In particolare la 

corrente GIRK in controllo è 580 ± 140 nA (n=12) mentre dopo l’applicazione 

di β-PEA (200 µM per 5 minuti) è 610 ± 210 nA (n=12, P >0.05). 

Diversamente, l’applicazione di Ba2+ (200 µM), un bloccante GIRK, produce 

rapidamente l’inibizione della corrente GIRK indotta (Fig. 8B, C). 
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FIG. 8  Effetto della β-PEA sulla corrente basale di GIRK2 espressi in 
oociti di Xenopus laevis 
(A) Corrente GIRK rappresentativa registrata da un oocita di Xenopus prima 
(CTRL) e dopo l’applicazione della β-PEA (200 µM). Le correnti sono indotte 
applicando uno step di voltaggio iperpolarizzante da -10 mV a -120 mV per 2s. 
(B) Time-course dell’effetto della β-PEA (200 µM) e del Ba2+ (200 µM) sulla 
corrente GIRK basale. (C) L’istogramma indica l’ampiezza media delle correnti 
GIRK registrate a -120 mV prima (CTRL) e dopo l’applicazione di β-PEA e 
Ba2+(n= 6-8 cellule per gruppo) 
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Successivamente il GIRK è stato co-espresso con il recettore D2 in oociti di 

Xenopus, per verificare se la β-PEA modula esclusivamente le correnti GIRK 

attivate dal D2. L’effetto della β-PEA è stato testato sulle correnti GIRK attivate 

dalla dopamina (Fig. 9D, E, F). Le correnti GIRK basali (1130 ± 300 nA, n = 

10) vengono aumentate significativamente dall’applicazione di dopamina (20 

µM; 1700 ± 300 nA, n= 10, P < 0.001) e in maniera reversibile (Werner et al., 

1996). La β-PEA (200 µM), non modifica in maniera significativa le correnti 

indotte dalla dopamina. In particolare dopo la perfusione di β-PEA per 5 minuti 

la corrente GIRK registrata è 1500 ± 320 nA (n=10). 

Complessivamente i dati ottenuti dalle registrazioni sugli oociti di Xenopus 

indicano che l’effetto inibitorio della β-PEA sulle correnti GIRK non è dovuto 

ad un effetto diretto sul canale e che le TAs non interferiscono con l’attivazione 

del GIRK operata dal D2. 
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FIG. 9  Effetto della β-PEA sulla corrente GIRK indotta dalla DA in oociti 
di Xenopus laevis che coesprimono il GIRK2 e il recettore D2  
(A) Registrazione rappresentativa della corrente GIRK basale espressa in un 
oocita di Xenopus (CTRL), della corrente evocata dalla DA (20 µM) e 
dell’effetto della β-PEA (200 µM). 
(B) Time-course dell’effetto della DA e della β-PEA sulla corrente GIRK. (C) 
L’istogramma indica l’ampiezza media delle correnti GIRK registrate a -120 
mV in condizioni di controllo (CTRL), durante l’applicazione di DA, di β-PEA 
e dopo il wash-out della DA (W/O).(n = 6-8 cellule per gruppo). 
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5. DISCUSSIONE 

 
I risultati riportati in questo studio dimostrano che le amine in traccia, β-PEA e 

TYR, riducono le correnti GIRK attivate dal recettore D2 in neuroni 

dopaminergici della SNpc. Il meccanismo alla base dell’effetto modulatorio 

delle TAs non coinvolge l’attivazione del recettore TA1 né dei recettori σ e 

risulta indipendente dall’attivazione delle proteine G. 

Gli effetti inibitori delle TAs sulle correnti GIRK sono dipendenti dalla 

concentrazione; la maggior parte degli esperimenti sono stati effettuati con la β-

PEA poichè rappresenta il prototipo della classe. La β-PEA esprime la sua 

azione con una IC50 di circa 80 µM. Sebbene tale concentrazione sia più alta di 

quella generalmente riscontrata negli studi su omogenati di tessuto cerebrale 

(Boulton, 1976; Berry, 2004; Grandy, 2007), può essere comunque considerata 

fisiologicamente rilevante dal momento che è verosimile che i livelli 

extracellulari di β-PEA presenti a livello sinaptico, siano in realtà almeno 

temporaneamente più alti di quelli riscontrati (Durden & Philips, 1980), 

considerato che la β-PEA possiede un turnover estremamente rapido, con 

un’emivita di soli 30s.  

Inoltre bisogna considerare che, in studi in vitro su fettine cerebrali, la 

concentrazione di β-PEA che effettivamente raggiunge il sito d’azione è 

sicuramente inferiore rispetto a quella applicata esogenamente, sia per limiti di 

penetrazione della sostanza all’interno della fettina che per meccanismi di 
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degradazione. Un fenomeno analogo è stato dimostrato anche per la dopamina 

che influenza l’attività neuronale sono se perfusa a concentrazioni micromolari 

(Lacey et al., 1987; Suppes & Pinnock, 1987) e pertanto di gran lunga superiori 

a quelle presenti nei tessuti o nel fluido extracellulare.  

Inoltre è anche da considerare che i livelli cerebrali delle TAs risultano 

modificati in diverse patologie neuropsichiatriche (Burchett & Hicks, 2006). 

Infatti un aumento dei livelli di β-PEA è stato riscontrato in condizioni 

patologiche quali la fenilchetonuria (Perry, 1962) o in soggetti depressi trattati 

con farmaci inibitori delle MAOB (Grandy, 2007). 

Gli esperimenti effettuati in questo studio dimostrano che la curva 

concentrazione-risposta della β-PEA è spostata verso destra in presenza 

dell’inibitore selettivo MAOB, selegilina, indicando che l’attività dell’enzima 

catabolizzante, regolandone i livelli endogeni, influenza gli effetti delle TAs sui 

neuroni. Pertanto in determinate condizioni fisiopatologiche e in situazioni in 

cui l’attività della MAOB è geneticamente o farmacologicamente ridotta, la 

disponibilità delle TAs può essere tale da influenzare significativamente 

l’attività neuronale. 

L’inibizione enzimatica dell’AADC blocca la sintesi sia delle TAs che della 

dopamina e pertanto contrasta gli effetti indiretti delle TAs, dovuti al rilascio 

delle monoamine (Geracitano et al., 2004). 

I risultati ottenuti nelle fettine esposte alla carbidopa dimostrano che gli effetti 

inibitori delle TAs sulle correnti GIRK attivate dal D2 non sono indirettamente 
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mediati dalla dopamina. In linea con questi risultati, altre evidenze sperimentali 

documentano effetti delle TAs indipendenti dalle monoamine. In particolare è 

stato dimostrato che l’iniezione intraventricolare di tiramina induce attività 

locomotoria in ratti pretrattati con reserpina o α-metil-tirosina al fine di 

escludere la possibilità di stimolazione recettoriale indiretta in seguito a rilascio 

di catecolamine (Stoof et al., 1976). Inoltre sono stati descritti altri effetti 

prodotti dalle TAs indipendentemente dall’azione della dopamina (Baud et al., 

1985) e della noradrenalina (Paterson et al., 1993). 

L’inibizione farmacologica dell’AADC comporta la riduzione dei livelli 

endogeni delle TAs e pertanto in queste condizioni è possibile accertare 

totalmente l’entità degli effetti prodotti dalle amine in traccia applicate 

esogenamente. Infatti in fettine esposte alla carbidopa l’applicazione di β-PEA 

(100 µM) produce un’inibizione maggiore delle correnti GIRK rispetto al 

controllo. 

I dati ottenuti dalle registrazioni elettrofisiologiche sui topi TA1 KO, in cui è 

comunque possibile osservare l’effetto modulatorio delle TAs, escludono il 

coinvolgimento del recettore TA1 nel meccanismo di inibizione delle correnti 

GIRK. A conferma di ciò bisogna considerare che anche l’applicazione di un 

agonista TA1 selettivo, O-PIT (Hart et al., 2006), non ha prodotto nei topi 

controllo la depressione delle correnti attivate dal D2 indotta dalla β-PEA.  

Numerose evidenze sperimentali suggeriscono che il recettore TA1 svolge un 

ruolo modulatorio della trasmissione dopaminergica in quanto regola l’attività 
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del DAT (Xie & Miller, 2009), influenza la desensitizzazione del D2 (Bradaia et 

al., 2009) e media l’iperpolarizzazione prodotta dalle TAs sui neuroni 

dopaminergici della VTA (Lindemann et al., 2008; Bradaia et al., 2009). 

Pertanto evidenze crescenti, ottenute da studi su topi TA1 KO, suggeriscono che 

gli effetti neuromodulatori delle TAs sono dipendenti dall’attivazione dei TA1 

(Lindemann et al., 2008; Wolinsky et al., 2007; Xie & Miller, 2009; Sotnikova 

et al., 2008; Bradaia et al., 2009). I nostri dati diversamente indicano che le TAs 

possono modulare l’eccitabilità dei neuroni dopaminergici indipendentemente 

dall’attivazione del TA1 complicando pertanto lo spettro d’azione già noto delle 

TAs. 

Recentemente è stato dimostrato che le TAs hanno affinità per i recettori σ 

(Fontanilla et al., 2009). Numerose evidenze sperimentali indicano che i 

recettori σ inibiscono diverse classi di canali del K+ e dell Ca2+ attraverso un 

meccanismo di interazione diretta proteina-proteina, indipendentemente 

dall’attivazione delle proteine G (Lupardus et al., 2000). Inoltre è stato descritto 

un effetto inibitorio sulle correnti GIRK da parte di agonisti σ (Kobayashi et al., 

2006; Monassier et al., 2007; Nguyen et al., 1998) sia nel cuore (Monassier et 

al., 2007) che in neuroni catecolaminergici nel SNC (Nguyen et al., 1998). 

Pertanto abbiamo effettuato registrazioni elettrofisiologiche per valutare 

l’effetto delle TAs sulle correnti GIRK attivate dal D2 in presenza di antagonisti 

selettivi dei recettori σ1 e σ2, BD1047 e SM-21 rispettivamente.  
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I dati ottenuti indicano che i recettori σ non sono coinvolti nel meccanismo alla 

base dell’effetto modulatorio delle TAs sulle correnti GIRK attivate dal D2 nei 

neuroni dopaminergici della SNpc. 

E’ noto che la stimolazione dei recettori D2 attiva proteine Gi/o che inducono 

l’apertura di canali GIRK. In accordo, anche nei nostri esperimenti il potenziale 

di inversione della corrente outward indotta dal quinpirolo è compatibile con 

un’apertura dei canali del K+. Inoltre la curva I-V effettuata in presenza di 

quinpirolo e β-PEA dimostra che anche la corrente ridotta dalla TA si inverte al 

potenziale di equilibrio del K+ ed indica che la β-PEA inibisce una conduttanza 

GIRK-mediata. 

Le registrazioni elettrofisiologiche in presenza del GTPγS ci hanno anche 

permesso di valutare il coinvolgimento delle proteine G nel meccanismo di 

inibizione delle correnti GIRK alla base dell’effetto delle TAs. 

E’ stato descritto un meccanismo di inibizione delle correnti GIRK da parte di 

recettori accoppiati a proteine Gq/11, i quali attraverso l’attivazione della 

fosfolipasi C (PLC), portano alla deplezione di fosfatidilinositolo-2,4-bisfosfato 

(PIP2) (Cho et al., 2005). PIP2 normalmente facilita l’apertura dei GIRK in 

quanto stabilizza il legame tra βγ e il GIRK, responsabile dell’apertura del 

canale. 

Tale meccanismo non è probabilmente alla base dell’effetto inibitorio delle TAs 

da noi riscontrato. Infatti dagli esperimenti effettuati con il GTPγS è emerso che 

le risposte dovute all’attivazione del recettore mGluR1 accoppiato a proteine 
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Gq/11 sono irreversibili mentre nella stessa cellula le TAs provocano 

un’inibizione reversibile delle correnti GIRK attivate dal D2. 

Le correnti GIRK possono essere inibite anche in seguito all’azione di un 

gruppo di proteine, denominate RGS, che regolano la traduzione delle proteine 

G accelerandone l’attività GTPasica (Inanobe et al., 2001; Ishii et al., 2002; 

Abramow-Newerly et al., 2006) e pertanto influenzano negativamente 

l’accoppiamento tra GPCR e GIRK (Labouèbe et al., 2007). Tuttavia anche 

questo meccanismo non sembra coinvolto dell’effetto inibitorio delle TAs, 

considerato che il loro effetto persiste in presenza dell’analogo non idrolizzabile 

del GPT, il GTPγS. 

Inoltre, i risultati ottenuti dagli esperimenti effettuati sugli oociti di Xenopus 

dimostrano che le TAs non agiscono direttamente sul GIRK e non interferiscono 

con l’attivazione del GIRK operata dal D2. In base a questi esperimenti tuttavia 

non si può ancora escludere che le TAs modulino l’attività dei GIRK neuronali 

alterando l’efficienza di accoppiamento di Gβγ al canale, dal momento che la 

composizione delle subunità βγ espresse negli oociti non è del tutto nota e 

potrebbe differire da quella presente nei neuroni dopaminergici della SNpc ed 

essere pertanto insensibile alle TAs.  

Il meccanismo molecolare alla base degli effetti inibitori esercitati dalle TAs 

sulle correnti GIRK attivate dal D2 non è stato ancora del tutto delucidato. Le 

TAs riducono anche le correnti GIRK attivate dal recettore GABAB (Federici et 

al., 2005) e poiché lo stesso canale è attivato dal D2 e dal GABAB (Lacey et al., 
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1988) probabilmente un meccanismo comune è coinvolto nella modulazione dei 

GIRK attivati dal D2 e dal GABAB ad opera delle TAs. 

Le TAs potrebbero alterare l’attività dei GIRK interferendo con il legame di βγ 

al canale oppure regolando altri eventi a valle dell’attivazione del D2. Evidenze 

recenti dimostrano che il D2, oltre alle proteine G, interagisce con diverse 

proteine intracellulari chiamate complessivamente DRIPs (da “dopamine 

receptor interacting proteins”) coinvolte, tra le altre cose, nella regolazione 

dell’accoppiamento del recettore agli effettori intracellulari. Le TAs potrebbero 

impedire l’interazione tra il recettore e le DRIPs e pertanto portare ad 

un’inibizione delle correnti GIRK attivate dal D2. 

In conclusione il presente studio descrive un effetto modulatorio negativo delle 

TAs sulle risposte attivate dall’autorecettore D2. I dati ottenuti pertanto 

indicano che gli effetti delle TAs non sono limitati alla modulazione del rilascio 

di catecolamine e rafforzano l’ipotesi che tali composti endogeni possano 

direttamente modulare la trasmissione dopaminergica. 

Inoltre in relazione alle possibili implicazioni funzionali di tale studio è da 

notare che la modulazione negativa dell’attività degli autorecettori 

dopaminergici prodotta dalle TAs potrebbe contribuire a rendere i neuroni 

dopaminergici altamente eccitabili e di conseguenza avere importanti 

conseguenze non solo nel controllo del movimento e della motivazione ma 

anche in malattie neuropsichiatriche, quali il disordine dell’attenzione ed 
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iperattività, la schizofrenia e le discinesie, dove è stata postulata un’attivazione 

patologica dei recettori dopaminergici. 
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