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INTRODUZIONE

LO STRESS

La prima definizione di “stress” fu data da Hans Seyle nel 1936. Osservando i mammiferi,
lo studioso noto che rispondevano a stimoli di diversa natura con una reazione fisiologica
molto simile, caratterizzata dallo stato di attivazione dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene
(11S) e dalla conseguente produzione di glucocorticoidi. Ne concluse che lo stress & una
reazione aspecifica dell’'organismo ad una molteplicita di fattori di diversa natura (fisici,
biologici e psico-sociali), definiti “stressors”, che tendono ad alterare il normale equilibrio

omeostatico dell’organismo.

In risposta allo stress, 'organismo mette in atto una serie di meccanismi atti a ristabilire
'omeostasi. Queste riposte possono essere di tipo comportamentale (aumento di
vigilanza, allerta, attenzione), vegetativo (aumento dellattivita cardiaca, della frequenza
respiratoria, diminuzione dell’attivita dei sistemi gastro-intestinale, urinario, riproduttivo
etc.) ed endocrino (produzione di corticosteroidi e catecolamine che attraverso

meccanismi differenti rendono I'organismo piu resistente e ne migliorano le prestazioni).

Se di breve durata, lo stress e definito acuto. Se si protrae nel tempo viene definito
cronico. Se lo stress che si presenta ripetutamente nel tempo e sempre della stessa

natura si parla di stress omotipico, in caso contrario di stress eterotipico.

Quando un organismo & sottoposto ad una situazione stressante, € necessaria un'azione
immediata. L'attivita di piu sistemi in tutto il corpo e del cervello deve essere coordinata
per sviluppare una risposta allo stress (risposta di lotta o fuga). In periferia questo si
traduce in un rapido aumento del flusso sanguigno ai muscoli e al cuore, mentre il sistema
immunitario € inibito. Nel cervello tutti i processi cognitivi devono essere rivolti ad una
risposta di adattamento alla situazione potenzialmente pericolosa, tutti i processi che non

sono immediatamente necessari saranno inibiti.



Dunque, la risposta allo stress implica una duplice azione: il coinvolgimento del sistema
endocrino, con un aumento della secrezione dell’ormone adrenocorticotropo (ACTH)
dallipofisi e di corticosterone dal surrene e un aumento dell’attivita del sistema nervoso
autonomo. Di conseguenza la risposta adattativa dell’individuo ai diversi “stressors” e la
sua attivazione comporta dei cambiamenti sistemici e comportamentali che migliorano la
capacita omeostatica aumentando la possibilita di sopravvivenza. Tuttavia, condizioni di
stress cronico fisico e/o psicosociale possono portare a degli squilibri del sistema nervoso
centrale, immunitario, cardiovascolare, rendendo ['organismo piu suscettibile alla
patologia. Infatti, la deviazione dalle caratteristiche ideali di questa risposta puo dipendere

dall’'intensita e dalla durata dello stress.

L’'organismo ha la capacita di mantenere la stabilita attraverso un cambiamento (allostasi).
Sebbene i meccanismi allostatici siano protettivi nel breve periodo, a lungo termine
possono insorgere dei problemi (specialmente se i processi allostatici diventano cronici o
inefficienti); il costo di questi processi € proprio il carico allostatico. Se questi cicli
allostatici prolungano la loro durata o non si interrompono, il carico finisce per divenire
un “sovraccarico” allostatico che logora le «cellule, i tessuti e gli organi,
compromettendone le funzioni. Un elevato carico allostatico potrebbe derivare da
un’iperattivazione cronica del sistema dello stress (McEwen, 1998a; McEwen and Stellar,
1993) e portare ad una serie di conseguenze negative sulla salute a lungo termine, come il

diabete, I'ipertensione, il cancro e i disturbi cardiovascolari (McEwen, 1998a,b).



Ipotalamo

Steroidi

Figura | - Rappresentazione schematica dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene

L’'lIS & la centrale di controllo e rappresenta il principale coordinatore delle risposte,
metaboliche e comportamentali, del’organismo. Questo sistema neuroendocrino stress-
reattivo aiuta I'organismo ad adattarsi a maggiori richieste e a mantenere I'omeostasi
dopo lo sforzo, ma € anche di vitale importanza per sostenere il normale funzionamento
fisiologico. Il prodotto finale di questo processo nell’'uomo ¢ il cortisolo, che ha una vasta
gamma di effetti fisiologici nel corpo; potenzialmente ogni singola cellula nucleata del
corpo potrebbe essere un bersaglio per il cortisolo. |l cortisolo gioca un ruolo
fondamentale nel metabolismo, mobilitando risorse per fornire energie. Questo aiuta a
superare I'aumento della domanda metabolica in seguito a sfide piu difficili da affrontare.
Esso regola o impatta su altri importanti sistemi fisiologici, come il sistema immunitario,
I'asse simpatico-surrenale-midollare, il sistema cardio-vascolare, nonché processi affettivi
e cognitivi. L'ipotalamo produce I'ormone di rilascio della corticotropina (CRH), che
agendo sulle cellule corticotrope dell’adenoipofisi promuove il rilascio del’ACTH, il quale
regola la secrezione di glucocorticoidi da parte della corteccia surrenale; nell’uomo il
glucocorticoide principale ¢ il cortisolo, mentre nel ratto € il corticosterone (CTS).
Questi ultimi presentano un meccanismo di autocontrollo che permette di mantenere
costante la loro concentrazione a livello fisiologico. Infatti, una volta immessi nel circolo
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sanguigno, esercitano un meccanismo a feed-back negativo agendo a livello
dell’'ippocampo, dell’ipotalamo e dell’ipofisi e inibendo quindi la produzione di CRH e

ACTH (Figura I).

I CRH & prodotto dai neuroni parvocellulari del nucleo paraventricolare dell’ipotalamo.
Sono stati identificati due recettori a cui si lega: il recettore di tipo | (CRH-RI) e di tipo 2
(CRH-R2). Il CRH-RI| e particolarmente espresso nell’ipofisi e nella corteccia e media
prevalentemente le risposte e I'azione dell’llS; il CRH-R2, sebbene presente in alcune aree
cerebrali, € piu espresso nel cuore, nella muscolatura scheletrica e nel tratto
gastrointestinale (Kishimoto et al. 1995; Lovenberg et al. 1995). Il CRH rilasciato
nel’eminenza mediana, attraverso il circolo portale raggiunge le cellule corticotrope
dell’adenoipofisi che, in risposta, rilasciano ’ACTH, un peptide di 39 amminoacidi,
derivante dalla proopiomelanocortina (POMC). L'ACTH ha come bersaglio la zona

corticale della ghiandola surrenale e stimola la formazione degli ormoni steroidei.

La via biosintetica che porta alla sintesi degli steroidi richiede come primo evento la
traslocazione del colesterolo dalla membrana esterna mitocondriale a quella interna e
questo passaggio rappresenta la tappa limitante della sintesi degli steroidi. La regolazione
di questo trasporto € mediata dall’attivazione della “Translocator protein” (TSPO). I
legame del’ACTH con i recettori surrenalici comporta un incremento intracellulare di
adenosina monofosfato ciclico (cAMP); tale incremento determina [lattivazione del
peptide DBI (Diazepam Binding Inibitor). || DBI attiva il TSPO permettendo I'ingresso del

colesterolo nel mitocondrio (Figura 2).
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Figura 2 - Regolazione e siti cellulari della steroidogenesi

E’ stato proposto che nel trasferimento del colesterolo all'interno del mitocondrio
eserciti un ruolo importante la Steroidogenic Acute Regulatory Protein (StAR). Questa e
una proteina di 30 KDa localizzata nella membrana mitocondriale esterna, la cui estremita
C-terminale contiene un dominio idrofobico che potrebbe essere implicato nel legame
con il colesterolo sul lato citoplasmatico. La proteina StAR viene contemporaneamente
clivata da una proteasi specifica e la parte restante penetra nel mitocondrio bloccando

l'ulteriore passaggio di colesterolo e di conseguenza l'ulteriore sintesi di steroidi.
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Figura 3 — Rappresentazione grafica della steroidogenesi a partire dal colesterolo

Il colesterolo, una volta trasportato all'interno del mitocondrio, viene convertito in
pregnenolone (PRE) attraverso una reazione catalizzata dal citocromo P450scc che scinde
la catena laterale del carbonio 20 del colesterolo (Figura 3). Il PRE migra dai mitocondri al
reticolo endoplasmatico e puo essere convertito, attraverso due diverse vie biosintetiche,

in:

*  Progesterone (PROG), mediante ['azione dell’enzima

3[-idrossisteroide

deidrogenasi (33-HSD), il quale, a sua volta, viene metabolizzato in CTS attraverso



I'azione di due enzimi, il primo rappresentato dalla 21-idrossilasi (CYP21A2) ed il

secondo dalla | IB-idrolasi (CYPIIBI)

| 7a-idrossipregnenolone, mediante lazione  dell’enzima | 7a-idrossilasi
(CYPI7AIl), che viene poi metabolizzato in cortisolo attraverso la formazione di
due intermedi, il |7a-idrossiprogesterone (tramite I'enzima CYPI7Al) ed il

deossicortisolo (tramite I'enzima CYPIIBI).

Il 170-idrossipregnenolone puo essere metabolizzato, attraverso I'azione di una liasi

(CYPI7Al), in deidroepiandrosterone (DHEA), il quale viene metabolizzato in

androstenedione (CYPI7AI) e successivamente in testosterone attraverso la |7(3-HSD.

Quest’ultimo puo essere convertito in estradiolo attraverso l'azione di un’aromatasi

(CYPI9ALI).

Il progesterone puo essere inoltre convertito in:

5a-diidroprogesterone (50-pregnan-20-one o 50-DHP) dall’enzima 5a-reduttasi, il
quale, attraverso I'enzima 30- idrossisteroide deidrogenasi (30-HSD) si trasforma

in allopregnanolone (3a-idrossi-5a-pregnan-20-one o AP)

| I-deossicorticosterone (DOC) per azione dell’enzima P450c2l, il quale viene
successivamente convertito in diidrodesossicorticosterone (DHDOC) dalla 5a-
reduttasi ed infine in tetraidrodesossicorticosterone (50-pregnan-30a,21|-diol-20-

one o THDOC) ad opera della 3a-HSD (Figura 4).
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Figura 4 - Biosintesi degli steroidi neuroattivi

| due metaboliti del progesterone, AP e THDOC, sono tra i piu potenti ed efficaci

modulatori allosterici positivi endogeni del recettore GABA,, in quanto facilitano

l'interazione tra l'acido y-amminobutirrico (GABA) e le benzodiazepine ai loro siti di

legame sul recettore, potenziando la corrente al cloro (CI) e conseguentemente la

trasmissione GABAergica (Majewska et al., 1986). L’evidenza che i neurosteroidi hanno la

capacita di attivare il recettore GABA, sia potenziando il legame del GABA (Harrison et

al,. 1987) sia, a dosi piu alte, andando ad aprire direttamente il canale (Puia et al., 1990),

dimostra come questi composti giochino un ruolo cruciale nella modulazione della soglia

dell’eccitabilita neuronale e in molte funzioni cerebrali.

La somministrazione sistemica o intracerebroventricolare di dosi farmacologiche di AP e

THDOC induce un effetto ansiolitico,

anticonvulsivante, ipnotico, sedativo e



miorilassante, visibile sia nel’'uomo che nell’animale (Majewska et al., 1986 e 1992;

Harrison et al., 1987; Lambert et al., 1995).

La capacita con la quale insorgono questi effetti suggerisce che siano mediati da un’azione
diretta di questi ormoni su specifici recettori di membrana escludendo un meccanismo

genomico.

-Benzodiazepine

Anestetic:
generali

Figura 5 - Rappresentazione schematica del recettore GABA

Il recettore GABA, (Figura 5) & un eteropentamero facente parte della famiglia dei
recettori canale che include il recettore della glicina, il recettore nicotinico per
I'acetilcolina e il recettore 5-HT per la serotonina; in particolare il recettore GABA, &
associato ad un canale permeabile allo ione cloro e regola la maggior parte della
neurotrasmissione inibitoria del cervello. Si conoscono 19 tipi di subunita che presentano
circa il 30-40% di omologia nella loro sequenza amminoacidica (Seeburg et al., 1990) e
vengono divise in 8 classi denominate con le lettere dell’alfabeto greco: a (6 isoforme), 3
(tre isoforme), y (tre isoforme), 9, €, T, P, © (tre isoforme). La combinazione di queste
subunita porta alla formazione di diversi recettori GABA, aventi profili farmacologici
diversi e localizzazione cerebrale differente. Nel sistema nervoso dei mammiferi la
maggior parte dei recettori GABA, € costituita dalla combinazione di due subunita a e
due subunita 3 che si assemblano assieme ad una subunita & o y per formare il

pentamero.
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L’AP, come gia detto precedentemente, facilita I'interazione del GABA e delle
benzodiazepine con i loro siti di legame (Majeswska et al., 1986), inducendo una
modificazione allosterica del recettore GABA, con conseguente aumento del

potenziamento della trasmissione GABAergica (Puia et al., 1990, Lambert et al., 1985).

Studi recenti hanno identificato due specifici siti di legame a livello del complesso
recettoriale GABA,. Il primo, localizzato sulla subunita O, media la capacita degli steroidi
di potenziare lattivita dello ionoforo CI attraverso una facilitazione allosterica dell’azione
del GABA; il secondo, localizzato in corrispondenza delle regioni di interfaccia tra la

subunita a e quella 3, quando viene attivato, modula direttamente la funzione del canale

del cloro (Hosie et al. 2006).

Una scoperta fondamentale per capire il ruolo fisiologico degli ormoni steroidei € data
dell’evidenza che, nel cervello, alcune cellule gliali (soprattutto gli oligodendrociti) sono
capaci di sintetizzare steroidi “ex novo” a partire dal colesterolo, e i neuroni di
metabolizzare precursori (pregnanolone, progesterone) che provengono dalla periferia. La
dimostrazione che il sistema nervoso centrale (SNC) sintetizza steroidi e contiene a
livello di membrana “bersagli” funzionali per una rapida azione di questi ormoni, ha aperto
un nuovo entusiasmante capitolo nello studio della farmacologia degli ormoni steroidei e
della funzione dei recettori GABA, Questi ormoni sarebbero una componente
fondamentale dei meccanismi fisiologici rilevanti nel controllo dell’attivita delle aree
cerebrali coinvolte nella regolazione delle emozioni e piu in generale dell’eccitabilita

neuronale.

E’ importante sottolineare che € stato dimostrato che ’AP € capace inoltre di modulare la
trascrizione dei geni per le subunita del recettore GABA, (Follesa et al., 1998, Concas et
al., 1998). Infatti, le fluttuazioni fisiologiche di AP durante il ciclo mestruale, la gravidanza e

la menopausa, inducono variazioni nella struttura e nella funzione del recettore GABA,
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(Follesa et al., 1998, Concas et al., 1998, Smith et al., 1998; Fenelon e Herbison, 1996).
Pertanto, alterazioni nella regolazione della secrezione periferica e centrale di questi
ormoni, alterando il pattern di espressione del recettore GABA,, modificano la soglia di

eccitabilita delle cellule.

Diversi studi hanno dimostrato che le concentrazioni plasmatiche e cerebrali di AP e
THDOC sono modificate in alcuni modelli sperimentali di stress acuto. E’ stato visto che
I'esposizione degli animali a stimoli stressanti come il foot-shock, l'inalazione di anidride
carbonica (CO,), il nuoto forzato e la stessa manipolazione precedente al sacrificio,
inducono un rapido aumento delle concentrazioni plasmatiche e cerebrali di steroidi
neuroattivi (Purdy e coll, 1991, Barbaccia e coll,, 1996,1997). Questo effetto e simile a
quello dei farmaci ansiogenici come le [-carboline o come l'isoniazide, un inibitore della
sintesi del GABA (Horton et al., 1979), che riducono la trasmissione GABAergica

inducendo uno stato d’ansia sia nell’'animale che nel’uomo (Barbaccia et al., 1996).

Il meccanismo attraverso cui lo stress determina l'aumento della concentrazione
plasmatica e cerebrale di AP e THDOC e mediato dall’attivazione dell’llS. E’ stato
dimostrato che in animali castrati e surrenectomizzati, cioe privati dei principali organi
steroidogenici periferici, il foot-shock non ¢ in grado di modificare le concentrazioni

cerebrali di AP e THDOC (Barbaccia et al., 1997).

Come precedentemente accennato, i corticosteroidi, una volta rilasciati dal surrene nel
circolo sanguigno, esercitano i loro effetti attraverso l'interazione con i loro recettori. Sia
nel cervello che in periferia, sono espressi due tipi distinti di recettori per i
corticosteroidi: il recettore per i glucocorticoidi (GR) e il recettore per i
mineralcorticoidi (MR). Nel cervello, gli MR si trovano principalmente nell’ippocampo,
nella struttura limbica, nel setto, nel’amigdala (Reul and de Kloet, 1985) e mediano il
controllo dell’attivita basale dell’asse. | GR sono presenti in tutto il cervello, con maggiore

densita nel sistema limbico (ippocampo e setto) e nei neuroni parvocellulari del nucleo
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paraventricolare ipotalamico (Reul and De Kloet, 1985). Essi, inoltre, sono presenti nei
neuroni monoaminergici ascendenti del tronco cerebrale. | GR si attivano con elevati
livelli plasmatici di corticosteroidi, raggiunti dopo un evento stressante o durante il picco
di impulsi ultradiani; la loro funzione € quella di sostenere gli stress e superarli (de Kloet
and Reul., 1987). Gli MR posseggono un’affinita per i corticosteroidi molto elevata; infatti,
essi vengono saturati in condizioni basali ed € stato postulato che possano essere
coinvolti nella definizione della soglia di reattivita agli stress (Joéls et al., 2008). L'equilibrio
tra le azioni mediate da MR e GR ¢ indispensabile per determinare la risposta agli stress di
un individuo. Alterazioni di questo equilibrio possono determinare una disregolazione del
sistema di risposta allo stress e aumentare la vulnerabilita ai disturbi ad esso legati (de
Kloet et al., 2005;. McEwen, 2008). Sia gli MR che i GR agiscono da fattori di trascrizione
in seguito al legame con il ligando. Essi risiedono nel citoplasma e, quando legano
'ormone, il complesso ligando-recettore trasloca nel nucleo e regola la trascrizione dei
geni bersaglio (Beato and Sanchez-Pacheco, 1996). L’insorgenza degli effetti genomici &
lenta, le prime risposte fisiologiche dovrebbero essere visibili con un ritardo di almeno 15
minuti, o spesso nell'ordine di ore (Haller e coll,, 2008). Cio ¢ in netto contrasto con la
realta di alcuni degli effetti dei corticosteroidi nei neuroni, di cui, i piu veloci, sono stati

osservati in pochi secondi o minuti (Tabella |, Groeneweg et al., 201 1).
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Overview signal partners of central nongenomic corticosteroid effects

Receptor Signal partners = Required for Time System References
ERK /2 Aumento del rilascio del 5 min Topo, [n
mMRa glutamato ippocampo
. Inibizione delle correnti . Topo, [n
mMRa G-proteins al K+ > min ippocampo
Stimolazione della
mGRb CCAF\{PI/EI;’ PKA, consolidazione della 24 h Ratto, in vivo [2, 3]
memoria
mGRb cAMP, PKA ::fg;i;e della woking 60 min  Ratto, in vivo [3]
Cat+ PLC Riduzione del rilascio di 20 min Ratto, [4, 5]
mGRb ’ vasopressina ipotalamo
Ratto, radice
Inibizione delle correnti . ; [6]
<GRec PKA ATP-indotte Secondi dorsz?le del
ganglio

References: [1] (Olijslagers et al., 2008), [2] (Roozendaal et al., 2010), [3] (Barsegyan et al.,
2010), [4] (Liu et al., 1995), [5] (Liu and Chen, 1995), [6] (Liu et al., 2008).

a Membrane-associated MR. b Membrane-associated GR. ¢ Cytoplasmic GR.

Tabella I- da Groeneweg et al., 201 |

In accordo, piu recentemente € stata identificata una sotto-popolazione di MR e GR
localizzati sulla membrana plasmatica (Karst et al., 2005; Liu et al., 2008). E importante
sottolineare che gli MR di membrana hanno un’affinita per i glucocorticoidi piu bassa
rispetto agli MR genomici. Dal momento che gli MR di membrana sono strutturalmente
identici a quelli nucleari, & stato ipotizzato che la diversa affinita mostrata dagli MR di
membrana per gli agonisti sia legata ad una modificazione nella loro conformazione in
seguito all’associazione con la membrana (Norman et al, 2004). Tali recettori
sembrerebbero essere soggetti ad un trafficking tra citoplasma e membrana indotto da
particolari situazioni fisiologiche o stressanti (Karst et al., 2005; Linthorst et al., 2000).
Poco si sa sulla dinamica del trafficking, ma pare che, almeno per quanto riguarda i GR,
potrebbe essere un meccanismo molto simile a quello per i recettori agli estrogeni

(Dominguez and Micevych, 2010).
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Come gia detto, gli MR e i GR sono coinvolti nella risposta allo stress. Gli MR sono
importanti per il mantenimento dell’'integrita e della stabilita neuronale, come dimostrato
dall’evidenza che 'apoptosi che si manifesta nel giro dentato dell'ippocampo, in seguito a
surrenectomia, € revertita da basse concentrazioni di corticosterone sufficienti ad attivare
solo gli MR nucleari (Nair et al., 2004). | GR modulano la risposta allo stress riportando la
cellula in condizioni basali e facilitando il recupero, promuovendo il metabolismo
energetico e, in concerto con ammine e neuropeptidi, favorendo il consolidamento della
memoria (Roozendaal et al, 2009). D’altra parte, i GR e gli MR di membrana
sembrerebbero essere importanti per una risposta rapida del feedback negativo che il
corticosterone indurrebbe soprattutto a livello ippocampale ed ipotalamico (Tasker and
Herman, 201 1). L’ attivazione dei GR, localizzati sui neuroni CRH, e dei GR e degli MR a
livello ipotalamico, evoca un complesso meccanismo che coinvolge i sistemi
glutammatergico, GABAergico ed endocannabinoergico al fine di ripristinare I'omeostasi,
inibendo la secrezione del CRH. Attraverso un circuito a feedback negativo (rapido) il

prodotto finale inibisce la prima tappa della via che I’ha generato.
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SENSIBILITA ALLO STRESS NEL PERIODO PERINATALE E NELL’ADOLESCENZA
Nell’uomo il periodo perinatale, che va dal concepimento al primo anno di vita circa, ¢
una fase fondamentale per lo sviluppo fisico e psichico dell’individuo. In questo periodo il
concepito forma il suo corpo, costruisce i suoi primi rapporti, avvia le sue prime
comunicazioni e le esperienze che gli consentiranno di muovere i primi passi nella vita.
Siamo nella fase in cui vengono messe le basi per la realizzazione delle condizioni di salute
e malattia, dello stato di futuro benessere e di malessere attraverso le esperienze,

maturate in buona parte nell’ambiente naturale materno.

Poiché la vita psicologica di un individuo ha inizio durante i nove mesi di gravidanza,
I'interesse per il periodo gestazionale nella letteratura non & recente. Tuttavia, per le fasi
della vita che precedono la nascita, c’é stata una notevole diffusione delle ricerche solo
negli ultimi anni: la precocita e la compiutezza delle competenze fetali sensoriali e
percettive, nonché la complessita delle attivita esibite, ha portato I'attenzione sull’insieme
di esperienze che il bambino vive nell’eta prenatale e su come cio possa costituire il
nucleo fondamentale dell’esperienza psichica ed emozionale dell'individuo, costituendo la
base per lo sviluppo successivo. |l grande impulso scientifico & stato sicuramente dovuto
all’avvento delle moderne tecniche ad ultrasuoni che hanno consentito I'osservazione in
tempo reale dell’attivita spontanea fetale e delle sue reazioni alle piu diverse stimolazioni:
attraverso gli apporti multidisciplinari della neuroanatomia comparata, della psicofisiologia
clinica, della psicologia sperimentale, unitamente agli studi di tipo osservativo, ecografico e
neonatale, & possibile, infatti, ricostruire un’immagine abbastanza completa del bambino e

della sua vita psicoemotiva fin dai primordi (Della Vedova, 1999).

Il feto e dotato di sensorialita articolata e differenziata e inizia a comporre quegli schemi
inconsci di comportamento che lo accompagneranno tutta la vita. Possiamo sostenere che
i processi di apprendimento e memorizzazione inizino durante il periodo prenatale e che
nell’ontogenesi risultino privilegiati gli apprendimenti degli stimoli a struttura ritmica, sia
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perché questi sono caratteristici del battito cardiaco di cui il feto ha una precoce e
prolungata esperienza, sia perché mediati da substrati lateralizzati a destra che sono i

primi a svilupparsi (Leppanen et al., 1994).

Dalla letteratura emergono numerosi studi che dimostrano come ogni esperienza della
vita intrauterina rappresenti una fetta di esperienza che il feto memorizza. Tutto questo

andra a costituire il bagaglio esperienziale del feto.

Alcuni esperimenti dimostrano I'esistenza di rapporti comunicativi materno-fetali che si
mantengono anche dopo la nascita e che fanno ipotizzare un certo inizio di vita psichica a
livello prenatale. Winnicott fu il primo a rilevare come la comunicazione che si instaura
tra la madre ed il feto € determinante per I'importantissima relazione di attaccamento e

per il successivo sviluppo psichico del bambino (Della Vedova, 2005).

Alcuni studi hanno verificato che il feto € influenzato da intensi turbamenti degli stati
emotivi materni e manifesta questo restando per alcune ore successive all’evento
disturbante in uno stato di agitazione motoria; se la situazione di stress materno persiste,
I'eccitazione motoria fetale diventa un tratto stabile riflettendosi nel basso peso alla

nascita.

La psicologia prenatale e perinatale, riconoscendo al nascituro le capacita di ricevere,
elaborare e rispondere a stimolazioni intra ed extrauterine anche a contenuto emotivo,

colloca dunque l'inizio della vita psichica allo stadio prenatale (Righetti e Sette, 2000).

Studi condotti sugli animali hanno evidenziato che esperienze stressanti vissute in eta
infantile inducono un’iperattivita a lungo termine dell’llS (Plotsky PM et al., 1993; Ladd CO

et al., 2000).

L'importanza dell'interazione madre-figlio nello sviluppo neonatale dei mammiferi, include
non solo la nutrizione ma anche il contatto fisico. Nei ratti & stato dimostrato che

alterazioni di questo rapporto, come per esempio la deprivazione materna (maternal
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separation) che consiste nel separare i piccoli dalla loro madre subito dopo la nascita e
per lunghi periodi di tempo, ha delle serie conseguenze nei piccoli una volta diventati
adulti, sia a livello comportamentale, in cui si €& evidenziato un aumento del
comportamento ansioso (Caldji C. et al., 2004; Liu D. et al, 2000), sia a livello
neuroendocrino dove, soprattutto nei maschi, si evidenzia un aumento della risposta a

nuovi eventi stressanti (Ladd CO et al., 1996; Francis DD et al., 1999).

L’ambiente materno e lintensita delle cure materne modifica I'espressione dei GR
nell’ippocampo, bersaglio dei meccanismi di feedback mediati dai glucocorticoidi (Liu D et
al, 1997). Tra le cure materne i comportamenti osservati e considerati come piu
affettuosi sono l'arched back nursing (ABN), ovvero quando la mamma allatta i suoi
cuccioli col dorso inarcato e il pups licking-grooming (LG), cioé quando la mamma lecca e
pulisce i piccoli (Myers et al.1989). Da adulti, i piccoli deprivati del contatto materno,
mostrano una diminuzione dell’espressione dei GR ippocampali dovuta alla diminuzione
del feedback negativo, a cui segue un aumento della secrezione di glucocorticoidi in

risposta ad eventi stressanti.

Questi risultati dimostrano che gli effetti del primo ambiente sullo sviluppo delle risposte
allo stress da parte dell’asse IIS, riflettono una naturale plasticita che in epoca postnatale
trova una programmazione nelle cure materne, le quali sono in grado di attivare le prime
risposte biologiche a stimoli avversi. Tale plasticita permetterebbe agli animali di adottare
sistemi difensivi verso le richieste specifiche dell’ambiente, attraverso uno sviluppo di

risposte del SNC allo stress nelle prime fasi della vita (Hofer, 1983 Cramer, 1989).

\

E stato infatti dimostrato che figlie femmine di topo che hanno ricevuto delle cure
materne ridotte, attraverso per esempio un precoce svezzamento, mostrano a loro volta
una riduzione delle cure materne verso la loro futura prole (Kikusui e coll., 2005).
Analogamente, figlie di ratto separate artificialmente dalle loro madri, sia per brevi e

ripetuti periodi di tempo (Lovic e coll., 2001), sia tramite completa deprivazione materna
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(Gonzalez e coll,, 2001), esibiscono cure materne ridotte. In accordo, figlie femmine di
ratto che mostrano verso i loro cuccioli un’alta frequenza di LG (High LG) e di ABN
(High ABN), a loro volta presenteranno una frequenza piu alta di questi comportamenti
verso la propria prole rispetto alle figlie che hanno ricevuto dalle proprie madri una bassa
frequenza di LG (Low LG) e di ABN (Low ABN) (Champagne e coll., 2003). A conferma
del fatto che la quantita di tempo speso dalle madri nell’interagire con la propria prole
possa rappresentare un fattore ereditario di carattere naturale e che questi tratti vengano
poi espressi dalle figlie femmine attraverso le generazioni successive (Fairbanks, 1989;
Fairbanks, 1996), e stato dimostrato che una figlia di madre con un’alta frequenza di LG e
ABN (High LG-ABN) raramente diventera una madre con una bassa frequenza di LG e
ABN (Low LG-ABN) o viceversa (Champagne e coll., 2003). Un’ulteriore conferma e
arrivata da studi di adozione crociata (cross-fostering), tramite i quali € evidente come il
comportamento materno delle figlie biologiche delle Low LG-ABN, se allevate da madri
High LG-ABN, risulti indistinguibile rispetto alle figlie naturali delle stesse madri High LG-
ABN; analogamente, figlie di madri High LG-ABN, allevate dalle madri Low LG-ABN, si
comportano con la propria prole in modo identico alle figlie naturali delle Low LG-ABN
(Francis. e coll., 1999; Liu e coll., 1997, Champagne e coll, 2003). | dati presenti in
letteratura sui roditori suggeriscono quindi che la tipologia di ereditarieta che si presenta
in questi casi non ¢ di tipo genetico, ma piuttosto dipende dall’interazione tra madre e
figlia durante il periodo postnatale. Inoltre, il comportamento materno puo regolare lo
sviluppo del sistema nervoso, che media le risposte endocrine e comportamentali allo
stress e controlla diversi processi, tra i quali apprendimento e memoria (Liu e coll., 2000;
Caldji e coll.,, 1998). Infatti, studi sulla risposta fisiologica e comportamentale allo stress,
indicano come i piccoli allevati da madri Low LG-ABN mostrino elevate concentrazioni di
ACTH e CTS in seguito a stress moderati, nonché ridotti livelli di GR nell'ippocampo ed

elevati livelli di CRH nell'ipotalamo rispetto ai figli delle madri High LG-ABN (Caldji e
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coll., 1998; Liu e coll, 1997). Questi risultati suggeriscono un aumento dell’attivita
dell’asse IIS nella prole delle madri Low LG-ABN. Fisiologicamente, in seguito ad uno
stimolo stressante, il rilascio del CTS induce un feedback negativo attraverso l'interazione
con i GR (Sapolsky e coll., 1996); i ridotti livelli di GR riscontrati nei figli delle madri Low
LG-ABN sono responsabili del’laumento dei livelli basali di CTS in seguito a stimoli
stressanti (Liu e coll,, 1997). Da un punto di vista comportamentale questa alterazione
neuroendocrina sembra indurre uno stato ansioso, confermato da una ridotta attivita
esplorativa nel test dell’open-field e da un’aumentata inibizione nell’elevated plus maze
(Caldji e coll,, 1998). Oltre agli effetti mediati dall’asse IS nei figli di madri Low LG-ABN,
€ stata riscontrata nell’amigdala una ridotta densita di recettori per le benzodiazepine
(Caldji e coll.,, 2000; Liu e coll., 2000; Francis e coll., 1999); inoltre & stato dimostrato un
aumento delle subunita a3, 04 ed una diminuzione della ale della Y2 del recettore
GABA, (Caldji e coll., 2003). Questi animali presentano una maggiore sensibilita agli
stimoli stressanti, indotta presumibilmente da un aumento di CRH, il cui rilascio & sotto il
controllo dell’attivita GABAergica nell’amigdala, attivita che in questi animali risulta essere
ridotta (Owens e coll,, 1991; Skelton e coll., 2000). Questi effetti possono essere revertiti
attraverso |'adozione dei figli di madri Low LG-ABN da parte di madri High LG-ABN
(Caldji e coll., 2003). Questi risultati suggeriscono che le cure materne possono alterare
in modo permanente I'espressione di diverse subunita del recettore GABA, in aree

cerebrali implicate nella risposta allo stress.

L'adolescenza & quel delicato periodo dell’esistenza in cui avviene la transizione
dall'infanzia all’eta adulta. Questa fase della vita ha inizio con la puberta, ossia con
I'insieme di trasformazioni fisiche che portano alla piena capacita riproduttiva, e termina
quando l'individuo & ritenuto a tutti gli effetti, da sé e dagli altri, un membro della

comunita degli adulti. Gia da questa prima definizione si possono intuire i complessi
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compiti di cambiamento individuale e relazionale che I'adolescenza comporta e la difficolta

ad individuare in modo univoco la fine di questo periodo.

Prima di tutto l'adolescente e chiamato a distaccarsi dal concetto di sé costruito
sull’opinione dei genitori, per sostituirlo con una considerazione di sé derivata dai giudizi
dei coetanei, ove € di fondamentale importanza l'aspetto fisico, I'attrazione sessuale e
l'intelligenza. L'adolescente puo sentirsi valutato negativamente in alcuni di questi settori e
cio comporta inevitabilmente ansia, frustrazione o I'atteggiarsi in modo compensativo nel
tentativo di primeggiare in ambiti in cui si € considerati poco abili. | cambiamenti che
interessano I'adolescente si ripercuotono all'interno del contesto familiare. Il ragazzo in
questo periodo ha due esigenze tra loro contrastanti: da un lato sente il bisogno di essere
protetto dalla famiglia di origine e vorrebbe restare bambino, dall’altro vuole differenziarsi
e acquisire autonomia. In questo periodo della vita diventano fondamentali gli amici;
I'adolescente sente I'esigenza di fare parte di un gruppo di coetanei con cui trascorrere il
tempo libero, condividere interessi, confrontarsi. Fare parte di un gruppo rafforza la
propria autostima, ci si sente piu forti perché non soli, il gruppo conferisce un’identita e
un senso di appartenenza ai suoi membri. Accanto ai vantaggi dell’appartenere ad un
gruppo, si possono intravedere degli aspetti negativi: protetti dal gruppo ci si sente forti e
si possono commettere azioni sconsiderate, dettate da sensazioni di onnipotenza, o si
possono assumere comportamenti contrari ai propri principi per la paura di contraddire il

gruppo e rimanere soli.

Dalla letteratura emerge come il cervello dell’adolescente sia particolarmente vulnerabile
allo stress. Esperienze fortemente stressanti vissute in questa fase della vita, come episodi
di abusi sessuali o l'infanzia e I'adolescenza trascorsa in orfanotrofi, possono portare a
problemi sia a livello di sviluppo psichico, sia a livello comportamentale, che perdurano
tutta la vita e influenzano la capacita di rispondere in maniera adeguata ad uno stress in
eta adulta.
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Studi effettuati sugli animali evidenziano una stretta correlazione tra stress in adolescenza

e sensibilita allo stress nell’eta adulta in maniera sesso-specifica.

L’adolescenza & un periodo di maggiore vulnerabilita e lo stress subito durante questo
periodo influenza in modo negativo lo sviluppo del cervello, modificandolo in modo

permanente.

In particolare, gli studi nei roditori indicano che i ratti maschi e femmine adolescenti
mostrano, in risposta allo stress, un rilascio di CTS piu prolungato nel tempo rispetto ai
ratti adulti (Romeo et al, 2004;. Viau et al, 2005;. Romeo e McEwen, 2006). Inoltre,
I'esposizione ad uno stress durante I'adolescenza, pud aumentare la stessa reattivita allo
stress. Un recente studio (Barha K. et al, 20l1) mostra come uno stress cronico
intermittente (restraint stress) durante I'adolescenza aumenta la secrezione di CTS nel
maschio, ma non nella femmina; al contrario, femmine adulte esposte ad uno stress
durante l'adolescenza hanno livelli basali di CTS significativamente piu alti rispetto alle
femmine adulte di controllo. | risultati di questo studio sono in accordo con la letteratura
sulle differenze di sesso nelle risposte biologiche allo stress, questa differenza potrebbe in

parte essere dovuta a differenze di genere dell’attivazione dell’llS (Bale, 2006; Kajantie e

Phillips, 2006).
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DIFFERENZE DI GENERE NELLA RISPOSTA ALLO STRESS

Numerosi studi hanno dimostrato che i livelli di glucocorticoidi sono piu alti nelle
femmine rispetto ai maschi dopo stimolazione dell'asse IIS (Haleem et al, 1988;
Heinsbroek et al, 1991; Kant et al., 1983; Kitay, 1961 e 1963, Yoshimura et a.l, 2003). Al
contrario, la prova empirica € molto piu equivoca negli esseri umani. Mentre le risposte
dell’asse IIS all’esercizio fisico sembrano non differire tra uomini e donne (Friedmann e
Kindermann, 1989; Kirschbaum et al., 1992a; Kraemer et al., 1989), la maggior parte degli
studi sullo stress psicologico ha rivelato che ci sono differenze di sesso significative o
risposte del cortisolo piu elevate in uomini giovani rispetto alle donne giovani dopo
I'esposizione ad uno stress psicologico acuto della vita reale (ad esempio gli esami
accademici) o ad attivita stressanti controllate in laboratorio (Collins e Frankenhaeuser,
1978; Earle et al., 1999; Forsman e Lundberg, 1982; Frankenhaeuser et al., 1980 e 1978;
Kirschbaum et al., 1995a,b; Lundberg, 1983; Nicolson et al., 1997; Polefrone e Manuck,
1987; Stoney et al., 1987; Stroud et al. 2002). ACTH e cortisolo libero nelluomo sono
fino a due volte piu elevati rispetto alle donne e la sola previsione di un imminente
compito stressante nell’ambito psicosociale ha portato ad una significativa risposta del

cortisolo libero solo negli uomini (Kirschbaum et al. , 1992b).

L'osservazione che lo stress acuto psicologico da un lato (come gli esami universitari della
vita reale) e i test di stimolazione farmacologica dall'altro (come un’iniezione di CRH),
sembra portare a diversi modelli sesso-specifici della responsivita dell’asse IIS e alla
necessita di chiarire esattamente quali siano i test applicati e quali livelli dell'asse IIS
vengono attivati e studiati. A seconda della natura di uno stimolo, infatti, vengono attivati
diversi percorsi per arrivare all’attivazione dell'asse IIS. Fattori di stress psicologico
attivano l'asse IS attraverso il sistema limbico (corteccia prefrontale, ippocampo,
amigdala), fino alla stimolazione del nucleo paraventricolare (PVN) dell'ipotalamo, mentre

i fattori di stress fisiologici svolgono la loro azione direttamente attraverso il PVYN
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(Herman e Cullinan, 1997). In accordo, mentre la maggior parte dei test di stimolazione
dell'asse IS agiscono principalmente a livello ipofisario o surrenalico, gli stress di tipo
psicologico certamente richiedono un’elaborazione a livelli cerebrali superiori. E inoltre
necessario considerare la possibilita che diverse dosi di un trattamento farmacologico
possano cambiare la messa a fuoco del test prescelto e, di conseguenza, le differenze
sessuali riscontrate nei vari studi potrebbero eventualmente essere attribuite a differenze
nelle procedure di stimolazione dell'asse IIS applicate. Infine, oltre i livelli di cortisolo che
aumentano con la risposta allo stress, sembra essere un importante indice di valutazione il
tempo impiegato per tornare alle condizioni basali e quindi negli studi sullo stress
dovrebbe essere fornita un’analisi piu fine di questo parametro. Nella loro review
informativa sull’'invecchiamento e sulla risposta dell'asse IIS allo stress degli esseri umani,
Seeman e Robbins (1994) sottolineano questa idea con la definizione del termine
“resilienza allo stress”, inteso come lo schema generale delle risposte dell’asse IIS alle
sfide, che comprende I'entita della prima risposta alla sfida, I'ampiezza della risposta e il
tasso di recupero dell'asse IS per tornare allo stato basale. Si puo ipotizzare che valutare
tali parametri dopo I'esposizione ad uno stress potrebbe anche essere rilevante per gli
esiti sulla salute (Dienstbier, 1989, Linden et al., 1997) e che vi & un elevato rischio di un
esito negativo sulla salute quando il recupero per tornare alle condizioni basali &
prolungato o impedito (Sapolsky et al., 2000). Questo problema e discusso anche nel
quadro del carico allostatico (McEwen, 1998a,b). Infatti, una rapida e forte risposta
dell'asse IIS accoppiata ad un processo di recupero rapido potrebbe essere una forma di
adattamento, prima fornendo I'organismo dell'energia necessaria per affrontare una sfida,
seguita poi da un adeguato ritorno alle condizioni basali (Linden et al.,1997; Sapolsky et
al., 2000). Un ritorno lento allo stato basale potrebbe tradursi in una piu lunga
esposizione complessiva agli ormoni dello stress e potrebbe indicare una disregolazione

del sistema dello stress (Sapolsky et al. , 2000).
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Le differenze sessuali osservate nella risposta e/o nell’attivita dell’asse |IS sottolineano che
le diverse risposte possono essere causa di dimorfismi sessuali nella funzione del cervello,
nei livelli degli steroidi sessuali circolanti e dei corticosteroidi vincolati ai livelli di
globulina. Regioni cerebrali limbiche, tra cui la corteccia prefrontale, l'ippocampo e
I'amigdala, si presume che siano coinvolte nei processi innescati da uno stress psicologico

(Herman e Cullinan, 1997; Herman et al.,1996).

Tra i candidati principali per spiegare le differenze di sesso nelle risposte allo stress
dell’asse IS troviamo gli steroidi gonadici circolanti. Tra questi, I'estradiolo in particolare
sembra esercitare un effetto modulatorio sul funzionamento dell'asse IIS, compresi la
reattivita dell’asse IS e la sensibilita dei glucocorticoidi al feedback negativo (Young,
1995a,b). Gli studi sugli animali rivelano costantemente una forte influenza stimolante
dell'estradiolo sul funzionamento dell'asse IIS (Handa e McGivern , 1999; Kitay , 1961 ,
1963 . Lesniewska et al , 1990; Norman et al , 1992; Viau e Meaney , 1991; Xiao et al,
1994), con effetti modulatori su gli MR e i GR (Burgess e Handa, 1992; Carey et al., 1995;
Peiffer et al., 1991; Redei et al., 1994; Turner, 1992). Inoltre, I'estradiolo puo aumentare
direttamente la trascrizione genica del CRH nell'ipotalamo attraverso il legame di
elementi responsivi agli estrogeni sul gene CRH (Vamvakopoulos e Chrousos, 1993).
Mentre possono essere citati molti studi su animali, che hanno direttamente studiato
I'impatto degli estrogeni sulla regolazione dell'asse IIS, pochi studi sperimentali sono stati

condotti sull'uomo e I'evidenza empirica € piuttosto incoerente.

Gli androgeni esercitano specifici e in parte contrastanti effetti a diversi livelli del
regolamento dell’asse IS, come mostrato in diversi studi su animali (Bingaman et al., 1994;
El Hani et al, 1980; Handa et al., 1994; Kitay, 1963; Lesniewska et al., 1990; Viau e
Meaney, 1996), ma questo dovrebbe testimoniare che il testosterone puo anche
esercitare effetti estrogenici dopo essere stato metabolizzato ad estrogeno attraverso
aromatizzazione, sia nel cervello che nei tessuti periferici (Bagatell et al, 1994; Chowen et
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al., 1990; Finkelstein et al., 1991; Naftolin, 1994; Weissberger e Ho, 1993). | dati
sul’'uomo sono scarsi. In uno studio in doppio cieco, controllato con placebo, sono state
studiate le risposte dell’asse IIS allo stress indotto in laboratorio in 75 uomini e donne di
eta avanzata; dopo due settimane di DHEA o del trattamento con placebo (Kudielka et al.,
1998), le donne trattate con DHEA hanno risposto allo stress con rilascio di ACTH simile
a quello degli uomini, ma significativamente superiore rispetto alle donne che hanno

assunto placebo.

Infine, anche se gli effetti mediati dall’estradiolo sembrano essere i piu potenti modulatori
della regolazione dello stress attraverso la regolazione dell’asse IIS, anche il progesterone
potrebbe contribuire. In studi su animali € stato dimostrato che il progesterone puo
funzionare come un antagonista dei glucocorticoidi, puo legarsi ai GR e agli MR (in un sito
diverso da quello glucocorticoidi), puo aumentare il tasso di dissociazione dei
glucocorticoidi dal recettore, € in grado di modulare il numero dei recettori
nell'ippocampo e pud diminuire I'efficacia del feedback del cortisolo dopo una
sollecitazione stressante (Ahima et al., 1992; Carey et al.,, 1995; Duncan e Duncan, 1979;
Keller-Wood et al., 1988; Rousseau et al.,, 1972; Svec, 1988; Turner e Weaver, 1985).
Tuttavia, i dati sull'impatto dei progestinici sull'asse IIS negli esseri umani sono risultati
estremamente radi e quelli disponibili non suggeriscono una mediazione significativa di
ACTH e risposte allo stress con rilascio di cortisolo (Burleson et al., 1998; Lindheim et
al., 1994). Accanto al ruolo degli steroidi sessuali, € anche possibile che alcune delle
differenze osservate nella reattivita dell’asse |IS possa essere spiegata dai diversi livelli di
corticosterone globulin protein (CBG) nei maschi e nelle femmine. In cinque diversi studi
sullo stress indotto in laboratorio (Kudielka et al., 2004b), rispetto agli uomini piu anziani,
i livelli di CBG erano significativamente piu alti nelle donne piu anziane, anche se non sono
emerse differenze tra i sessi negli adulti piu giovani. Gli elevati livelli totali plasmatici di

cortisolo nelle donne anziane e, almeno in parte, le maggiori risposte con rilascio di
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cortisolo libero salivare negli uomini piu anziani, possono essere attribuite alle differenze
osservate nei livelli di CBG. In sintesi, il quadro generale sembra indicare che gli uomini
adulti rispondano ad uno stress psicologico con maggiori aumenti di cortisolo rispetto alle
donne. Si puo ipotizzare che da un lato la maggiore reattivita allo stress osservata negli
uomini potrebbe essere causalmente associata ad un elevato rischio per le malattie legate
ad alti livelli di cortisolo, come le malattie cardiovascolari e il diabete e questo potrebbe
aiutare a spiegare la maggiore prevalenza di queste malattie nei maschi. D'altro canto, la
risposta del cortisolo piu bassa osservata nelle donne puo essere correlata ad
un’iporeattivita dell’asse IIS, che e associata con un aumentato rischio di malattie
autoimmuni, una condizione molto piu frequente nelle donne. Molta piu ricerca dovrebbe
essere garantita sull'importanza della specificita degli eventi stressanti. Sulla base di solo
pochi studi che applicano i conflitti interpersonali o psicosociali, in contrasto con i piu
usuali stress indotti in laboratorio che vengono utilizzati, I'ipotesi che le donne mostrano
risposte piu elevate nei compiti interpersonali rimane speculativa. Tuttavia, € stato
provato che i tassi piu elevati di depressione e disturbi d'ansia nelle donne potrebbero
riflettere risposte allo stress iperattive in contesti interpersonali. Infine, le differenze
sessuali nella struttura delle regioni limbiche del cervello e nell'elaborazione cognitiva di
un fattore di stress, cosi come le differenze di steroidi sessuali circolanti e dei livelli di
CBG, potrebbero essere responsabili del descritto dimorfismo sessuale dell’asse IS nelle

risposte ad uno stress.

Lo stress subito dalla donna durante la sua vita ha importanti conseguenze
sullaccudimento della prole. Nei roditori, le cure materne hanno inizio al momento della
nascita dei piccoli, sotto la spinta del cambiamento delle condizioni endocrine che si
verifica durante il parto, quando calano bruscamente i livelli di progesterone e aumentano
quelli di prolattina ed estrogeni. Inoltre, l'ossitocina sembra giocare un ruolo

fondamentale nel promuovere [inizio delle cure materne. Infatti, iniezioni
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intracerebroventricolari (ICV) di ossitocina inducono rapidamente la comparsa di
comportamenti materni in femmine di ratto vergini (Pedersen C.A. et al, 1982). Le
variazioni ormonali da sole non sono pero sufficienti a garantire il mantenimento delle
cure materne. Infatti, i cambiamenti ormonali nell’ultima fase della gravidanza e durante
tutto il periodo post-partum attivano il circuito neurale del comportamento materno, che
coinvolge diverse aree cerebrali, come l'area preottica mediale dell’ipotalamo, il setto
laterale, il nucleo accumbens e I'amigdala. Tuttavia, € il comportamento degli stessi
cuccioli e gli stimoli ad essi correlati, come odori, suoni e sensazioni tattili, ad indurre
nella madre un forte stimolo motivazionale a continuare le cure materne, anche quando i
livelli ormonali diminuiscono (Clinton S.M. et al, 2007). A questo proposito,
un’affascinante teoria € stata proposta in un lavoro di Clinton S.M. e coll. (2007), secondo
cui i cuccioli agirebbero come stimolo di rinforzo a livello del sistema di gratificazione
dopaminergico delle madri, per cui la “fase di mantenimento” del comportamento
materno, quando i livelli ormonali iniziano a decadere, sarebbe guidata principalmente da

tali meccanismi di ricompensa.

Diversi studi dimostrano come lo stress a cui € sottoposta la madre durante la gestazione
possa alterare le cure materne e lo sviluppo della progenie (Champagne e coll., 2006;
Moore e Power, 1986). Infatti ratti femmina sottoposte a stress durante l'ultima settimana
di gravidanza, esibiscono ridotte cure materne verso la prole (Champagne e coll., 2006).
Studi condotti sulle scimmie hanno dimostrato come lo stress indotto dall’isolamento
sociale possa influenzare la qualita delle cure materne (Arling e Harlow, 1967). Infatti, in
femmine di scimmia allevate in condizioni di isolamento durante i primi sei mesi di vita,
sono state osservate delle alterazioni del comportamento materno da adulte (Arling e
Harlow, 1967; Seay e coll., 1964), come abbandono e infanticidio. Nei roditori la completa
deprivazione materna, ottenuta attraverso la separazione dei piccoli dalla madre al terzo

giorno postpartum e col completo isolamento (Hall, 1975), determina in questi ultimi,
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una volta adulti, uno stato ansioso, iperattivita locomotoria, alterazioni cognitive e del
comportamento sociale, in particolare nelle cure materne (Gonzalez e coll. 2001, 2002;

Lovic e coll., 2001).
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RUOLO DELL’ALLOPREGNANOLONE DURANTE LA GRAVIDANZA

Gli ormoni steroidei giocano un ruolo fondamentale nello sviluppo e/o nella funzione del
sistema SNC. Tradizionalmente, si considera che gli ormoni secreti dalle gonadi abbiano
degli effetti sul cervello, sulla funzione neuroendocrina e sul comportamento. L’effetto di
attivazione degli ormoni nel cervello e/o nei comportamenti avviene attraverso 'azione di

questi nel SNC gia sviluppato.

Per tutta la durata della vita, le femmine mature sperimentano maggiori variazioni per
quanto riguarda i progestinici circolanti (progesterone e suoi metaboliti naturali) e
raggiungono livelli piu elevati di questi rispetto ai maschi. Per esempio, durante la fase
follicolare del ciclo mestruale, i livelli di progesterone delle donne sono bassi (simili agli
uomini); tuttavia, i livelli circolanti durante la fase luteale, sono da due a quattro volte
superiori (Purdy et al 1990; Wang et al. 1996; Genazzani et al. 1998; Sundstrom e
Backstrom 1998a,b; Freeman et al. 2002; Gracia et al. 2003;). Gli effetti degli ormoni si
verificano durante i periodi critici dello sviluppo (tipicamente pre- o perinatale) e danno
luogo a cambiamenti permanenti nella struttura del SNC (nelle aree sessualmente
dimorfiche dell'ipotalamo) e/o nella funzione (ad esempio nell’asse ipotalamo-ipofisi-
gonadi o surrene; Melcangi e Panzica 2003). Durante la gravidanza, i livelli sierici di
progestinici aumentano, con un picco nel terzo trimestre, per poi raggiungere I'apice |-
24 ore dopo il parto (Sundstrom et al., 1999; Luisi et al., 2000; Herbison, 2001). Il pattern
di secrezione di progestinici durante la gravidanza suggerisce che i progestinici
potrebbero avere un qualche effetto organizzativo sulla programmazione fetale e sullo

sviluppo neuronale della prole, cosi come degli effetti di attivazione per la mamma.

E’ da sempre riconosciuto che il mantenimento della gravidanza dipende da livelli elevati di
progestinici definiti appunto “pro gestazionali”. Infatti, i progestinici possono avere effetti
di soppressione sull’'azione e/o sulla risposta allo stress dell’asse |IS. Ad esempio, la
somministrazione di progestinici sintetici riduce l'incidenza delle nascite pretermine
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(Preterm birth PTB, ovvero il parto prima delle 36 settimane di gestazione) tra le donne
(Keirse 1990; Doggrell 2003; Sanchez- Ramos 2005). In uno studio multicentrico,
randomizzato e controllato con placebo, di donne in gravidanza con una storia di PTB
spontanee, la somministrazione settimanale del |70-idrossiprogesterone (17-OHP) ha
ridotto il PTB del 33 % rispetto al placebo (Petrini et al., 2009). Recentemente ¢ stato
studiato il ruolo dell’AP per accertare se puo avere effetti simili. Durante la gravidanza, i
livelli di AP plasmatici e ippocampali sono piu alti rispetto alle variazioni tipiche presenti
nel ciclo mestruale (Holzbauer, 1975). Nelle donne in stato di gravidanza i livelli di AP
plasmatico aumentano durante la gestazione, con un picco nel terzo trimestre, per poi
ritornare ai livelli di controllo entro |h dal parto. Un declino simile nei livelli di AP
circolante € stato osservato anche nei ratti (Concas et al.,1998). Nei ratti, il declino dei

livelli di AP si verifica anche nel cervello appena prima del parto (Concas et al., 1998).

In particolare, vi € una relazione inversa tra AP e secrezione di glucocorticoidi. Gli studi
dimostrano che nelle pecore le concentrazioni di AP, anche nel cervello fetale, aumentano
durante la fine della gestazione, raggiungendo livelli massimi prima del termine. Tali
concentrazioni poi calano drammaticamente dopo la nascita (Nguyen et al., 2003).
Aberrazioni che si verificano durante la gestazione, come le nascite pretermine, sono tra
le cause piu importanti di morte neonatale negli Stati Uniti (MacDorman et al., 2007) e
sono associate con lo stress (Hedegaard et al,, 1993; Wadhwa et al.,, 1993; Paarlberg et
al., 1995; Rini et al. 1999). Fattori di stress, siano essi psicologici, fisici e/o di tipo
immunitario, raddoppiano il rischio di PTB. Per esempio, una coorte sopravvissuta di
donne in gravidanza, risiedendo in una zona gravemente colpita dall'uragano Katrina, ha
avuto un’incidenza di PTB pari al 14%, rispetto al 6% delle superstiti gravide residenti in

una zona meno gravemente danneggiata (Xiong et al., 2008).

Un altro lavoro di Yawno e colleghi riguardante questo problema, descrive la necessita

della sintesi di AP per mitigare gli effetti di potenziali esiti negativi alla nascita. Questi studi
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sono stati eseguiti in pecore che, come gli esseri umani, hanno una gestazione
relativamente lunga. In questa specie, la placenta diventa la principale fonte di
progesterone e le concentrazioni plasmatiche aumentano notevolmente con l'avanzare
della gestazione, fino ad arrivare a livelli circolanti molto elevati entro la fine della
gestazione. Gran parte del progesterone arriva cosi al sangue fetale e puo essere
rapidamente metabolizzato per la produzione di neurosteroidi nel cervello. La placenta
umana esprime la 50-reduttasi di tipo | e di tipo 2 (Vu et al., 2009) che convertono il
progesterone in 50-DHP (Vu et al. 2009). Questo metabolita puo essere ulteriormente
convertito in AP dalla 3a-idrossisteroide reduttasi nel cervello, contribuendo agli elevati
livelli gestazionali (Nguyen et al., 2003). Precedenti studi, utilizzando la finasteride per
sopprimere la conversione del progesterone nei metaboliti neuroattivi, hanno dimostrato

che i neurosteroidi gestazionali hanno un ruolo cruciale nella soppressione dell’attivita del

SNC fetale (Nicol et al., 1997).

Le concentrazioni di AP diminuiscono drasticamente in seguito alla perdita della placenta
alla nascita. Il trattamento con finasteride negli studi di Yawno e colleghi era stato
utilizzato per imitare il netto calo delle concentrazioni del’AP che si verifica in seguito a
nascita pretermine. Questa caduta prematura puo avvenire prima che il feto abbia avuto
un’adeguata esposizione ai livelli normali di neurosteroidi alla fine della gravidanza e
quando i neonati possiedono una capacita di sintesi che puo essere limitata (Vu et al,,
2009). Gli studi di Yawno e colleghi, quindi, indicano che il declino dei livelli di
neurosteroidi puo ridurre la soglia convulsiva e predisporre il neonato pretermine
all'iperattivita. Cosi, le azioni dei neurosteroidi sul recettore GABA, potrebbero
sottendere un importante meccanismo attraverso il quale la quiescenza fetale del cervello

€ mantenuta fino al termine normale della gravidanza.
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L'azione dei neurosteroidi nella stimolazione dei recettori GABA, che sono in gran parte
extrasinaptici per modulare [Pattivita tonica, suggerisce che questi steroidi possono

elevare di piu la soglia convulsiva e proteggere dall’ipereccitabilita (Belelli et al. 2005).

Yawno e coll. (2007) somministrando la finasteride, hanno dimostrato che l'inibizione
della formazione dell’ AP potenzia I'asfissia (occlusione del cordone ombelicale), inducendo
morte cellulare nella vulnerabile regione ippocampale. Il report di Yawno e colleghi indica
che I'ipereccitabilita e I'attivita convulsiva contribuiscono a questo aumento della morte
cellulare. Queste osservazioni suggeriscono che il neonato prematuro € compromesso
dalla mancanza di neurosteroidi nel cervello. E importante sottolineare che gli studi
descritti da Paris e Frye in un lavoro mostrano effetti negativi sulla prole a causa della
ridotta esposizione ai neurosteroidi durante la gravidanza per quanto riguarda le
prestazioni cognitive durante l'adolescenza. La relazione di Paris e Frye spiega come le
prestazioni cognitive dei ratti adolescenti vengono alterate quando essi sono stati esposti
ad uno stress alla fine della gestazione e perché I'inadeguata sintesi dell’AP nella mamma
stressata potrebbe essere un importante meccanismo che porta a questi risultati. Infatti,
ridotte concentrazioni circolanti di AP nelle mamme stressate, rispetto ai controlli,
predicono la formazione ridotta di AP nella corteccia prefrontale della prole, nonché la
performance cognitiva alterata dei figli adolescenti. Questi risultati forniscono ulteriore
supporto per il concetto che la formazione del’AP in risposta allo stress durante la
gravidanza puo essere alla base di importanti meccanismi che hanno conseguenze, non
solo per il supporto immediato della gravidanza, ma anche per gli effetti duraturi sulla
funzione cognitiva della prole. Nel loro insieme questi dati sottolineano il ruolo cruciale

dei neurosteroidi pregnani nella gravidanza e nello sviluppo della prole.

L’AP puo servire come un mediatore importante durante la gravidanza per promuovere la
quiescenza dei neuroni attivati dallo stress nel cervello della mamma. Quando un fattore
di stress, ad esempio un insulto ipossico, € vissuto dalla prole prima o durante il parto, le
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azioni inibitorie dell’ AP sui recettori GABA,, potrebbero ridurre la neurodegenerazione,
in parte attraverso la regolazione dell’attivazione centrale nel cervello fetale. L’esposizione
ad uno stress in un momento critico durante la gestazione puo provocare alterazioni nella
sintesi dell’AP durante lo sviluppo della prole, alterando questi meccanismi protettivi. Tale
disregolazione nella sintesi del’AP puo promuovere conseguenze comportamentali che si
manifestano piu tardi nella vita, come appunto una performance cognitiva peggiore nella

fase adolescenziale.
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ISOLAMENTO SOCIALE

L’isolamento sociale € un modello di stress cronico nel ratto. Questo modello di stress
cronico € stato validato negli anni ’50 e ’60 del secolo scorso, quando alcuni ricercatori
descrissero il comportamento dei ratti e dei topi da esperimento allevati individualmente
per lunghi periodi di tempo, senza il contatto fisico con gli animali della stessa specie. Esso
consiste nella stabulazione dei ratti in gabbie singole per 30 giorni dallo svezzamento e
questa condizione e particolarmente stressante per questi animali che sono gregari sia in
natura che in cattivita. |l periodo dopo lo svezzamento rappresenta una fase critica dello
sviluppo, caratterizzata dal gioco e dal contatto con i propri simili, la sua interferenza
influenza notevolmente il comportamento dell’'animale adulto. Infatti, nei mammiferi,
generalmente, linfanzia e I'adolescenza costituiscono un periodo di alta plasticita del
sistema nervoso centrale (Greenough e coll., 1987, O’Leary e coll., 1995). Molte evidenze
sperimentali dimostrano che le situazioni stressanti (fisiche o psicologiche) che si
presentano durante le prime esperienze dell’animale, possono influenzare negativamente
lo sviluppo del cervello e il successivo comportamento in eta adulta (Anisman e coll,
1998, Weiss e coll,, 2001), cosi come nelluomo le esperienze negative dell’infanzia e
dell’adolescenza possono influenzare la probabilita che si manifestino disturbi
neuropsichiatrici come la schizofrenia, la depressione e i disturbi d’ansia. Dunque, nei
giovani animali da laboratorio, I'allontanamento dai propri simili e la privazione del
contatto sociale per lunghi periodi di tempo € uno dei modelli sperimentali utilizzati per
lo studio di questi disturbi psichiatrici. Ratti e topi da esperimento allevati individualmente
per lunghi periodi di tempo, senza contatto fisico con gli animali della stessa specie,
appaiono piu reattivi alla manipolazione (Ader e coll., 1964, Hatch e coll., 1963), timidi
(Moyer e Korn, 1965), emotivi (Koch e Arnold, 1972) ed aggressivi (Yen e coll,, 1958).
Un aspetto comportamentale che caratterizza gli animali socialmente isolati € I'aggressivita

verso lo sperimentatore rendendone difficile la manipolazione: essa ¢ indice di uno stato
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emozionale alterato. In genere 'aggressivita si manifesta anche nei confronti dei propri
simili, mostrando un aumento del comportamento muricida una volta che, dopo il
periodo di isolamento, gli animali vengono rimessi in gruppo (Kostowski e coll,, 1977,

Karim e Arslan, 2000, Wongwitdecha e Mardsen, 1996).

Numerosi test utilizzati per valutare lo stato emozionale suggeriscono che l'isolamento
sociale induce uno stato conflittuale, infatti gli animali isolati trascorrono piu tempo nei
bracci chiusi rispetto agli animali stabulati in gruppo nel test dell’ Elevated Plus Maze
(Karim e Arslan, 2000, Serra e coll., 2000) e mostrano una diminuzione del numero di
bevute nel test di Vogel rispetto ai controlli (Serra e coll., 2000). Inoltre, I'animale isolato
mostra un incremento dell’attivita locomotoria (Silva-Gomez e coll.,, 2003, Sahakian e
coll., 1977, Hellemans e coll., 2004) e impiega un tempo maggiore per entrare in un

nuovo ambiente (neofobia) (Dalrymple-Alford e coll., 1984, Einon e coll., 1977).

Il comportamento conflittuale degli animali isolati € associato all'alterazione dell’attivita
del recettore GABA, (Robertson e coll., 1978, Harro e coll, 1990). In particolare la
conflittualita indotta dall’isolamento sembra essere associata alla riduzione della funzione
del recettore GABA, (Robertson e coll,, 1978, Harro e coll., 1990, Serra e coll., 2000).
Nei ratti e nei topi socialmente isolati sono stati osservati una riduzione del binding per il
recettore GABA, in diverse aree del cervello (Essman, 1982, Braestrup e coll,, 1979,
Miachon e coll., 1990) e un aumento del binding del [**S]TBPS (Serra e coll., 2000) nella
corteccia cerebrale e nell'ippocampo, che induce una diminuzione nella funzionalita del
recettore GABA,. In accordo, I'isolamento sociale induce un disaccoppiamento funzionale
tra il sito delle benzodiazepine e quello del GABA, nei recettori GABA, cerebrocorticali
e ippocampali di ratto ricostruiti in oociti di Xenopus Laevis (Serra e coll., 2000), una
riduzione della capacita del GABA di stimolare I'uptake di **Cl in sinaptoneurosomi di
topo (Gardner e coll, 1975) e una riduzione dell’effetto ansiolitico delle benzodiazepine
in ratti sottoposti al test di interazione sociale (Wongwitdecha e Mardsen, 1996).
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Un possibile meccanismo attraverso il quale lo stress cronico, determinato
dallisolamento sociale, induce una “down regulation” della trasmissione GABAergica,
potrebbe essere dovuta ad una modificazione della conformazione del recettore GABA,
in seguito ad una variazione dell’espressione delle specifiche subunita che lo compongono.
Infatti, studi condotti nei nostri laboratori, hanno dimostrato che lisolamento sociale
modifica I'espressione di diverse subunita che compongono il recettore (Serra e coll,,
2006). Lisolamento sociale nel ratto induce una riduzione dei livelli basali plasmatici,
ippocampali e cerebrocorticali di AP (Serra et al. 2000), un effetto osservato anche nel

topo (Matzumoto et al.1999).

Il meccanismo molecolare responsabile della riduzione dei livelli di AP e THDOC non &
ancora del tutto chiarito. E’ stato ipotizzato (Matsumoto et al., 1999) che lisolamento
sociale riduca lattivita o I'espressione dell’enzima 3a-HSD che catalizza la riduzione del
DHP in AP; la diminuzione dell’attivita di questo enzima porterebbe ad una riduzione dei
livelli cerebrali di AP. Questa ipotesi € sostenuta dal fatto che, in alcuni ceppi di topo,
I'effetto dell'isolamento sociale & selettivo per questo steroide (Matsumoto et al., 1999).

Tuttavia € plausibile che I'effetto di tale condizione sia mediato da altri meccanismi.

Studi condotti nei nostri laboratori hanno dimostrato inoltre che i ratti privati di qualsiasi
interazione sociale, quando vengono esposti a nuovi stimoli stressanti, rispondono in
maniera piu marcata rispetto agli animali di controllo. In particolare, gli animali
socialmente isolati, quando sottoposti ad uno stress acuto come il foot-shock, mostrano
un aumento dei livelli di AP e di THDOC molto maggiore rispetto agli animali stabulati in
gruppo (Serra e coll., 2000). Questa evidenza € in accordo con l'idea che, durante lo
stress cronico, si sviluppi una “traccia facilitatoria” caratterizzata da una maggiore

sensibilita dell’llS ai nuovi stimoli stressanti (Akana et al., 1992).

L’evidenza che gli animali isolati mostrino una risposta piu marcata rispetto a quelli

stabulati in gruppo, suggerisce che in questi animali la funzione dell’asse IIS sia alterata.

39



Questa ipotesi € stata confermata da studi effettuati nei nostri laboratori mediante il test
di “soppressione del desametasone”(DST) che ci ha permesso di studiare la funzionalita
dell’asse IIS. || desametasone (DEX) € uno steroide di sintesi circa 40 volte piu potente
del cortisolo o del corticosterone nell’indurre un feed-back negativo sull’asse IIS. Questo
test permette di verificare I'eventuale presenza di alterazioni dell’asse IS e di verificare se
esistono delle differenze nella capacita del DEX di sopprimere la secrezione basale di CTS
attraverso la sua interazione con i GR presenti nell’ipofisi e in altre aree del cervello. Cio
e possibile utilizzando due differenti dosi (Miller e coll., 1992). A basse dosi (3pg/kg i.p.) il
DEX ¢ in grado di determinare un effetto prevalentemente attraverso un’azione a livello
ipofisario (Mizoguchi e coll,, 2001), data la sua scarsa capacita di penetrare la barriera
ematoencefalica (De Kloet e coll.,, 1975, Miller e coll., 1992, Meijer e coll,, 1998). A dosi
piu elevate (500 pg/kg i.p.) il DEX penetra anche nel cervello (Miller e coll,, 1992),
legandosi ai recettori ippocampali e ipotalamici. Negli animali stabulati in gruppo,
entrambe le dosi di DEX hanno dimostrato di ridurre significativamente la concentrazione
plasmatica di CTS in modo dose-dipendente. Al contrario, negli animali socialmente
isolati, la dose piu bassa di DEX non e stata in grado di ridurre significativamente i livelli
plasmatici di CTS, mentre la dose piu alta riduce sensibilmente tali livelli, ma in maniera
meno marcata rispetto a quella osservata negli animali di controllo (Serra e coll., 2005).
Questi dati hanno suggerito che l'isolamento sociale nel ratto riduce il feed-back negativo,
sia nell’ipofisi che nell'ipotalamo e nell'ippocampo, importanti nel controllo di tale
funzione. Questa conclusione € supportata da numerosi studi che mostrano come lo
stress cronico induca un aumento della sensibilita dell’asse IS (Makino e coll., 1995,

Burgin e coll., 1996, Mizoguchi e coll., 2001).

E’ inoltre interessante notare come la manipolazione degli animali isolati (due volte al
giorno durante tutto il periodo dell'isolamento) prevenga la riduzione dei livelli

cerebrocorticali e plasmatici di neurosteroidi (Serra e coll., 2000).
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L'isolamento sociale induce delle profonde variazioni della morfologia neuronale. Negli
animali socialmente isolati € stata infatti riscontrata una diminuzione della lunghezza dei
dendriti e della densita delle spine dendritiche nei neuroni piramidali dell’area CAl
dell’'ippocampo e nella corteccia prefrontale (Silva-Gomez et al., 2003) e una ridotta
neurogenesi nel giro dentato dell’ippocampo (Westenbroek et al., 2004). Inoltre,
l'isolamento sociale riduce i livelli di Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
nell’ippocampo, mentre non sono stati rilevati cambiamenti nello striato e nella corteccia
prefrontale (Scaccianoce et al., 2006). Gli animali socialmente isolati, oltre ad alterazioni
dello stato emozionale, mostrano anche alterazioni della memoria e dell’apprendimento
spaziale (Hellemans e coll., 2004; Jones e coll., 1992; Pisu et al, 2011), del tempo di
immobilita nel test del nuoto forzato o test di Porsolt (Heritch e coll., 1990) ed hanno
un’alterata risposta comportamentale a diversi farmaci come i barbiturici (Einon e coll,,
1976; Juraska e coll., 1983), gli oppioidi (Katz e Steinberg, 1972), gli agonisti dopaminergici

cosi come gli psicostimolanti amfetamina-simili (Jones e coll., 1990; Smith e coll., 1997).

Tutte queste osservazioni suggeriscono come [I'isolamento sociale abbia un effetto
negativo sullo sviluppo e sul mantenimento delle funzioni cerebrali e sono in accordo con
'evidenza che alcune alterazioni comportamentali (quali ansia, aumento dell’attivita
motoria e deficit cognitivi), causate dall’isolamento sociale, siano parzialmente revertite
dall’esposizione degli animali ad un ambiente socialmente “arricchito” o dalle interazioni

sociali con animali della stessa specie (Hellemans e coll., 2004).
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OBIETTIVO DELLA TESI
Sulla base di queste premesse, nell’attivita di ricerca svolta durante il mio dottorato, ho
voluto approfondire lo studio della problematica dell'isolamento sociale, utilizzando

questo modello animale di stress cronico con i ratti femmina.
A tale scopo ho voluto valutare:

* eventuali differenze di genere indotte dall’isolamento sociale nell’effetto dello

stress

* se lisolamento sociale potesse causare delle variazioni ormonali durante la

gravidanza e il post partum

» differenze comportamentali tra madri isolate e madri di controllo durante

l’allattamento dei cuccioli

» [leffetto transgenerazionale, studiando la risposta allo stress acuto e cronico nella

prole.
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MATERIALI E METODI

ANIMALI E ISOLAMENTO SOCIALE

Sono stati utilizzati ratti maschi e femmina Sprague-Dawley (Figura 6) del ceppo CD
(Charles River, Como, ltalia). Gli animali sono stati stabulati con un ciclo artificiale
giorno/notte di dodici ore (luce dalle 8:00 alle 20:00) ad una temperatura costante di 23 +
2 °C e con un’umidita del 65%. Gli animali hanno avuto libero accesso al cibo e all’acqua.
Dopo la nascita, sono stati stabulati in gruppo assieme alla madre fino allo svezzamento; al
21° giorno di vita sono stati separati dalla madre: un gruppo & stato stabulato in gabbie
singole (ratti socialmente isolati), mentre gli altri animali sono stati tenuti in gruppi di 6-8
per gabbia (ratti stabulati in gruppo, group-housed) per trenta giorni (Figura 7). | ratti
sono stati assegnati ai due gruppi sperimentali in maniera casuale. La stabulazione degli
animali e la loro manipolazione durante le procedure sperimentali sono avvenute nel

rispetto della direttiva del Consiglio della Comunita Europea del 24 novembre 1986

(86/609/EEC).

Figura 6- Il ratto Sprague-Dawley

FIGLI DI ISOLATI E DI CONTROLLI

Al trentesimo giorno di isolamento, i ratti maschi isolati sono stati messi in
accoppiamento con femmine isolate ed i ratti maschi group-housed con femmine group-
housed stabulati in gruppo. Allo svezzamento, sia i figli di ratti isolati che i figli di ratti di

controllo sono stati stabulati in numero di 5 per gabbia (Figura 7).
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Al momento degli esperimenti sia i genitori che i figli avevano due mesi d'eta,

raggiungendo un peso di circa 300-350 gr.

ISOLAMENTO
A SVEZZAMENTO G{W? ETA ADULTA
I 1 _ I
| |
PN 0 PN 21 9 CO PN 51
ACCOPPIAMENTO .
1
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I |
1
o MAMMECO _C "
MAMME SO W
B SVEZZAMENTO ETA ADULTA
FIGLI DI CO E DI ISO
| [
OSSERVAZIONE COMPORTAMENTO I
PN 0 MATERNOPN | -PNI4 "o 9 PN 51

Figura 7 - Rappresentazione schematica della procedura dell’isolamento sociale (A) e dei figli di ratti isolati (B)

OSSERVAZIONE DEL COMPORTAMENTO MATERNO

Abbiamo osservato il comportamento materno secondo il protocollo descritto da Myers

e coll. (1989). Il comportamento di ogni madre verso la propria prole € stato osservato

dal 1° al 14° giorno postpartum per 4h al giorno (Figura 7), divise in due diversi periodi:

2h la mattina (7:00-9:00) e 2h la sera (19:00-21:00). Per ciascuna madre sono state

effettuate 100 osservazioni al giorno con un intervallo di circa 3 minuti tra due

osservazioni successive. Ogni osservazione e caratterizzata dalla valutazione istantanea e

dalla registrazione del comportamento da parte dell’osservatore. In particolare sono stati

considerati i seguenti comportamenti materni:
|. Pup-licking, leccare e mordicchiare i piccoli

2. Nursing, allattare sdraiata

3. Arched-back nursing, allattare con la schiena inarcata col proprio corpo sopra i

piccoli
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4. Nest building, ricostruire il nido

5. Self grooming, pulizia del proprio corpo

6. In nest, rimanere a contatto con i piccoli

7. Resting, riposare

8. Eating & drinking, bere o mangiare senza avere nessun contatto con i cuccioli.

TEST DELL’ELEVATED PLUS-MAZE
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Figura 8 — L’apparato dell’elevated plus-maze

Il test dell’Elevated Plus-Maze
(Figura 8) trova larga applicazione
per la valutazione dello stato
ansioso. In questo test I'ansia viene
indotta da situazioni ambientali
inusuali od ostili. Non implica la
punizione dell’animale. E’ basato
sulla normale avversione dei ratti
verso gli spazi aperti (nei quali & piu

difficile difendersi) e sulla

predilezione verso gli spazi chiusi (nei quali si sentono piu al sicuro). Lo strumento, di

plexiglass nero, & formato da quattro bracci disposti a croce, due dei quali chiusi (Figura

9) e due aperti (Figura 10) rispettivamente I'uno di fronte all’altro; € montato 50

centimetri al di sopra del piano del pavimento, in una stanza acusticamente isolata ed in

penombra.
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Figura 9 - Il ratto nel braccio chiuso

Figura 10 - Il ratto nel braccio aperto

Il ratto viene posto nella piattaforma centrale dell’apparato (start point) e ne viene
osservato il comportamento esplorativo per 5 minuti, durante i quali vengono registrati il
numero degli ingressi nei bracci aperti e chiusi ed il tempo speso al loro interno. Viene
considerato ingresso in un braccio quando I'animale ha tutte e quattro le zampe al suo
interno. La proporzione delle esplorazioni spontanee negli spazi aperti verso quelle negli

spazi chiusi viene dunque considerata una misura dello stato d’ansia dell’animale.

TEST DI VOGEL

Il test di Vogel viene largamente utilizzato per la valutazione dello stato ansioso. In questo
test I'ansia viene indotta mediante l'induzione di uno stato conflittuale nell’animale,
attraverso la somministrazione di uno shock elettrico. Prevede dunque la punizione

dell’animale.

Viene eseguito su ratti privati dell’acqua nelle 36 o 48 ore precedenti I'esperimento.

L’apparecchio (Figura | 1) & costituito da una gabbia (20 x 28 x 20 centimetri) di plexiglass
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oscurata e silenziosa, il cui pavimento consta di una serie di sbarre in ottone distanti 2
centimetri I'una dall’altra, collegate in modo che la polarita elettrica di due sbarre sia

inversa.

Figura || - L’apparato del test di Vogel

Nella gabbia e presente un biberon il cui beccuccio metallico e collegato ad un generatore
di corrente attraverso il quale viene emessa una leggera scarica elettrica ad intervallo e
durata variabili, la cui intensita € compresa tra 0.5-1 mA. Il generatore eroga una scarica

elettrica ogni |5 leccate (“drinking period”) ed il tempo totale della sessione € di 3 minuti.

L’animale, posto nella gabbia, dopo un breve periodo di esplorazione trova l'acqua;
ricevuta la scossa elettrica si allontana dalla fonte idrica, nonostante I'impellente stimolo
della sete. Il ratto si ritira in una posizione immobile di attesa, combattuto tra la pulsione
di soddisfare I'istinto della sete ed il timore del dolore dato dalla scossa elettrica (stimolo

punitivo).

FOOT-SHOCK STRESS
L’apparecchio del foot-shock & costituito da:

" una gabbia in plexiglas delle dimensioni di 28x22 x27 ¢cm con due lati opachi;

* uno stimolatore collegato al pavimento della gabbia.
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Il pavimento della gabbia € costituito da una serie di sbarre in ottone che sono collegate
allo stimolatore in modo che la polarita elettrica di due sbarre successive sia inversa. Ogni
secondo lo stimolatore rilascia una scarica elettrica di 0.2 mA della durata di 500 ms. Gli
animali sono stati sottoposti al foot-shock stress per una durata totale di 5 minuti e

sacrificati 30 minuti dopo per la misurazione degli steroidi nel cervello e nel plasma.

DST: DEXAMETHASONE SUPPRESSION TEST

Il desametasone (Sigma) € stato somministrato con un’unica iniezione intraperitoneale alla
dose di 500 pg/kg di peso corporeo. Il farmaco é stato disciolto in etanolo assoluto e poi
portato a volume con soluzione fisiologica (600 Pl di etanolo ogni 5 mg di farmaco). Gli
animali di controllo hanno ricevuto la soluzione veicolante del farmaco. Il sacrificio e

avvenuto |50 minuti dopo l'iniezione.

DOSAGGIO DEGLI STEROIDI

Gli animali sono stati sacrificati con la ghigliottina (per la misurazione degli steroidi nel
plasma) o mediante irradiazione di microonde della durata di 4 secondi focalizzata sulla
testa per misurare gli steroidi cerebrali in modo da inattivare gli enzimi cerebrali e quindi
bloccare il metabolismo degli steroidi dopo la morte. Il cervello € stato estratto dal cranio
ed e stata poi sezionata la corteccia cerebrale, congelata a —20° C fino all’estrazione degli
steroidi. Il sangue ¢ stato prelevato dal corpo dell’animale, raccolto in provette contenenti
eparina e centrifugato a 900 x g per 10 minuti in modo da separare il plasma che poi ¢

stato congelato a —20° C fino al momento dell’estrazione.

Gli steroidi plasmatici sono stati estratti per quattro volte da | ml di plasma con 3 ml di
acetato di etile. La fase organica & stata portata a secco sotto vuoto e il pellet € stato
successivamente risospeso in esano-propanolo (70:30 v/v) prima del dosaggio. Il recupero
(80-90%) degli steroidi attraverso le procedure di estrazione e stato controllato tramite

'aggiunta al plasma di quantita traccianti di corticosterone triziato (8000 cpm). La
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corteccia cerebrale € stata pesata con una bilancia analitica e poi omogenata con un
Polytron PT 10 (velocita 2/3 per 20 sec.) in 4 ml di tampone fosfato (pH 7.0). Gli steroidi
cerebrali sono stati estratti per quattro volte dal’omogenato con 5 ml di acetato di etile.
La fase organica e stata portata a secco sotto vuoto, il residuo & stato disciolto in 4 ml di
n-esano e caricato su una colonna di Silica Seppak (Waters): i componenti sono stati poi
eluiti con esano-propanolo (70:30 v/v). Gli steroidi sono stati separati e ulteriormente
purificati tramite cromatografia liquida ad alta pressione (HPLC) utilizzando una colonna
di Lichrosorb-diolo di 5pm (250 per 4 mm) (Chemteck Analitica), con un gradiente
discontinuo di 2-propanolo (da 0 a 30%) in n-esano. Il recupero (50-60%) degli steroidi
attraverso le procedure di estrazione e di purificazione & stato controllato tramite
I'aggiunta al’omogenato di corteccia cerebrale di quantita traccianti di steroidi triziati
(8000 cpm). La fase organica € stata portata a secco sotto vuoto e il pellet e stato
successivamente risospeso in esano-propanolo (70:30 v/v) prima dell’effettuazione del
dosaggio. L’analisi quantitativa degli steroidi e stata effettuata mediante dosaggio
radioimmunologico (RIA) con anticorpi specifici per il corticosterone (MP Biomedicals) e
AP (fornito dal dott. R. H. Purdy dell’Universita di San Diego, California). | dati sono
espressi come ng di steroide per grammo di corteccia cerebrale o per ml di plasma e
sono stati analizzati mediante 'analisi della varianza (ANOVA). La comparazione multipla

delle medie e stata effettuata utilizzando il test ”post hoc” di Newman-Keuls.

WESTERN BLOT
La tecnica del Western blot (Towbin et al, 1979) e stata utilizzata per valutare
I'espressione dei recettori per i glucocorticoidi (GR) e per i mineralcorticoidi (MR), per il

fattore di rilascio della corticotropina (CRF) e del suo recettore | (CRFRI).
Il procedimento prevede sei fasi principali:

|. preparazione dell’estratto proteico;
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2. separazione delle diverse proteine attraverso ['elettroforesi su gel di

poliacrilammide;
3. trasferimento delle proteine su una membrana di PVDF (polivinildienedifluoruro);
4. blocco di siti non specifici nella membrana;
5. aggiunta degli anticorpi e reazione antigene-anticorpo;
6. visualizzazione del complesso antigene-anticorpo.

Per I'estrazione dei campioni ho utilizzato un kit di estrazione (Bio Basic Inc.) che

permette la separazione delle proteine citoplasmatiche e di membrana.

La concentrazione proteica dei campioni da caricare sul gel & stata determinata attraverso
il metodo di Lowry, Una volta ottenuto I'estratto proteico, i campioni (40ug/15pl) sono
stati denaturati in un bagnetto a secco (70°C) per 10 min e posti in ghiaccio; infine caricati
nel gel di poliacrilamide (Bis-Tris Midi-gel 4-12%, Life Technologies) dove le proteine sono

state separate (200V per 40-60 minuti)

In seguito alla corsa, le proteine sono state trasferite su un supporto solido (membrana di

PVDF) sotto I'azione di un campo elettrico (elettroblotting) a 75V per un’ora.

Al termine del trasferimento la membrana € stata lavata in tampone (TBS-T, pH 7,6) e
successivamente incubata con il blocking (latte magro in polvere, 5% p/v) per il blocco dei
siti non specifici nella membrana, per impedire che I'anticorpo successivamente utilizzato

si leghi su di essi in maniera non specifica.

Al termine del blocking la proteina d’interesse ¢ stata rilevata nella membrana attraverso
la marcatura con I'anticorpo primario (incubazione overnight, 4°C). Per i miei esperimenti
ho utilizzato un anticorpo primario specifico per il recettore GR (Santa Cruz diluzione
1:200), per i recettori MR (Santa Cruz diluzione 1:200), per il CRF (Santa Cruz diluizione

1:200) ed uno per il recettore CRFRI (Santa Cruz diluizione 1:200). Come standard
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interno ho utilizzato un anticorpo per la gliceraldeide-3-fosfato-deidrogenasi (GAPDH)

(Millipore diluizione 1:5000).

La membrana e stata successivamente incubata con [|'anticorpo secondario legato al
marcatore HRP (horseradish peroxidase) per | ora a temperatura ambiente e sviluppata
attraverso l'utilizzo di un kit (Millipore Luminata™ Forte Western HRP Substrate). Al
termine dello sviluppo, la quantita delle proteine espresse € stata determinata misurando
la densita ottica della bande attraverso l'utilizzo del Geliance 600 (Perkin Elmer). Le
immagini acquisite sono state digitalizzate ed analizzate per mezzo di uno specifico

software.

| dati sono stati normalizzati dividendo la densita ottica di ciascuna banda specifica relative
per le proteine MR, GR, CRF e CRFRI| con quelle corrispondenti dello standard interno

GAPDH.
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STATISTICA
| dati sono stati analizzati mediante l'analisi di varianza (ANOVA). La comparazione

multipla delle medie e stata effettuata utilizzando il test “post hoc” Newman-Keuls.

| dati derivanti dagli studi comportamentali sono stati analizzati mediante il test del t-di

Student.
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RISULTATI

Nel nostro laboratorio sono stati studiati gli effetti dello stress cronico, utilizzando come
modello animale l'isolamento sociale. Nel corso degli anni e stato studiato nei ratti maschi
I'effetto dell’isolamento sociale sui livelli basali cerebrocorticali e plasmatici di AP, sullo
stato emozionale, sull’attivita basale dell’asse IIS e sulla risposta allo stress acuto indotta
dal foot shock.

EFFETTO DELL’ISOLAMENTO SOCIALE SUlI LIVELLI BASALI

CEREBROCORTICALI E PLASMATICI DI AP E SULLO STATO EMOZIONALE NEI
RATTI MASCHI.

Lisolamento sociale per 30 giorni induce una significativa riduzione dei livelli basali di AP
nella corteccia cerebrale del ratto maschio (Figura [2A) (Serra et al, 2000).
Coerentemente con quanto riscontrato nella corteccia cerebrale, l'isolamento sociale
riduce significativamente i livelli basali plasmatici di allopregnanolone rispetto ai ratti di

controllo stabulati in gruppo (Figura 12B) (Serra et al. 2005).
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Figura 12 - Effetto dell’isolamento sociale sui livelli di AP nella corteccia cerebrale (A) e nel plasma (B) di ratto
maschio. ?p<0.01 vs i ratti stabulati in gruppo (controlli). | dati rappresentano la media £ SEM di 10 ratti per gruppo
sperimentale e sono stati analizzati tramite I’analisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-
Keuls.

La riduzione dei livelli basali di AP € associata ad un alterato stato emozionale e ad un

comportamento ansioso; infatti, I'isolamento sociale induce una riduzione significativa del
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tempo speso nei bracci aperti nel test dell’elevated plus maze (Figura 13A) e del numero

dei licking periods nel test di Vogel (Figura |3A) rispetto ai controlli (Serra et al.2000).
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Figura 13 - Effetto dell’isolamento sociale nel test dell’elevated plus maze (A) e nel test di Vogel (B) nel ratto
maschio. ?p<0.01 vs i ratti stabulati in gruppo (controlli). | dati rappresentano la media £ SEM di 25 ratti per gruppo
sperimentale e sono stati analizzati tramite I’analisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-
Keuls.

EFFETTO DELL’ISOLAMENTO SOCIALE SULL’ATTIVITA BASALE DELL’ASSE 1IS
NEI RATTI MASCHI.

Per valutare l'attivita dell’asse |IS sono state misurate le concentrazioni basali plasmatiche
di CTS: i ratti socialmente isolati hanno mostrato una riduzione significativa delle
concentrazioni plasmatiche di questo steroide rispetto al gruppo di controllo (Figura
|4A). E’ stato valutato inoltre [l'effetto dell’isolamento sociale sui livelli plasmatici
del’ACTH. Come mostra la Figura 14B, lisolamento sociale determina una riduzione

significativa della concentrazione di ACTH rispetto ai ratti stabulati in gruppo (Serra et al.

2005).
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Figura 14 - Effetto dell’isolamento sociale sui livelli plasmatici di CTS (A) e di ACTH (B) nel ratto maschio. *p<0.01
vs i ratti stabulati in gruppo (controlli). I dati rappresentano la media * SEM di 10 ratti per gruppo sperimentale e
sono stati analizzati tramite P’analisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.

Successivamente € stata misurata |'espressione, nell'ipotalamo di ratti socialmente isolati,
del CRH e abbiamo riscontrato un aumento, sebbene non significativo, dell’espressione di

CRH rispetto ai ratti di controllo (Figura 15).
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Figura |5 - Effetto dell’isolamento sociale sui livelli di CRH nell’ipotalamo di ratto maschio. | dati rappresentano la
media * SEM di 10 ratti per gruppo sperimentale e sono stati analizzati tramite Panalisi della varianza (ANOVA)
seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.

L’attivita basale dell’asse IIS & stata inoltre valutata attraverso il DST. La Figura |6 mostra i
livelli plasmatici di CTS in seguito alla somministrazione di DEX: come si puo osservare, la
somministrazione acuta di DEX (500pg/kg) determina, nei ratti isolati, una significativa
riduzione dei livelli di CTS rispetto ai livelli basali, riduzione meno marcata rispetto agli

animali stabulati in gruppo (Serra et al.2005).
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Figura 16 - Effetto del DEX sui livelli plasmatici di CTS nei ratti maschi socialmente isolati. Il DEX é stato
somministrato alla dose di 500 ug/kg e gli animali sono stati sacrificati 150 minuti dopo I'iniezione. °p<0.01 vs i
rispettivi controlli; °p<0.01 vs i ratti stabulati in gruppo (controlli). | dati rappresentano la media * SEM di 15 ratti
per gruppo sperimentale e sono stati analizzati tramite I’analisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di
Newman-Keuls.

EFFETTO DELL’ISOLAMENTO SOCIALE NELLA RISPOSTA ALLO STRESS ACUTO
INDOTTO DAL FOOT-SHOCK NEI RATTI MASCHI.

E’ stata inoltre valutata quale fosse la risposta ad un nuovo stimolo stressante acuto in
seguito all'isolamento sociale. Nei ratti maschi il foot-shock stress determina un aumento
significativo dei livelli plasmatici di CTS in entrambi i gruppi sperimentali (Serra e coll,,
2000); tale incremento risulta pero significativamente maggiore nei ratti socialmente

isolati rispetto agli animali di controllo (Figura 17).
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Figura 17 - Effetto del foot-shock stress sui livelli plasmatici di CTS nel ratto maschio socialmente isolato. *p<0.01 vs i
rispettivi controlli; °p<0.01 vs i ratti stabulati in gruppo (controlli). | dati rappresentano la media * SEM di 15 ratti per
gruppo sperimentale e sono stati analizzati tramite Panalisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di
Newman-Keuls.

La risposta ad un nuovo stimolo stressante acuto nei ratti maschi socialmente isolati &
stata valutata anche attraverso la misurazione dei livelli di AP; il foot-shock stress

determina, come mostra la Figura 18, un aumento significativo dei livelli plasmatici (A) e
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cerebrocorticali (B) di questo steroide in entrambi i gruppi sperimentali (Serra e coll,,
2000); tale incremento risulta pero significativamente maggiore nei ratti socialmente

isolati rispetto agli animali di controllo.
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Figura 18 - Effetto del foot-shock stress sui livelli plasmatici (A) e cerebrocorticali (B) di AP nel ratto maschio
socialmente isolato. 2p<0.01 vs i rispettivi controlli; ®p<0.01 vs i ratti stabulati in gruppo (controlli). | dati
rappresentano la media £ SEM di 15 ratti per gruppo sperimentale e sono stati analizzati tramite I’analisi della
varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.

Durante la mia esperienza in laboratorio come dottoranda di ricerca ho approfondito lo
studio della problematica dell’isolamento sociale e ho voluto applicare questo modello
animale di stress cronico, nei ratti femmina, per valutare eventuali differenze di genere.

EFFETTO DELL’ISOLAMENTO SOCIALE SUI LIVELLI BASALI

CEREBROCORTICALI E PLASMATICI DI AP E SULLO STATO EMOZIONALE NEI
RATTI FEMMINA.

Coerentemente con i risultati ottenuti precendentemente nei ratti maschi, i ratti femmina
isolati per 30 giorni immediatamente dopo lo svezzamento mostrano una significativa
riduzione dei livelli basali cerebrocorticali e plasmatici di AP rispetto ai ratti femmina

stabulati in gruppo (Figura 19 A e B, rispettivamente).
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Figura 19 - Effetto dell’isolamento sociale sui livelli di AP cerebrocorticali (A) e plasmatici (B) di ratti femmina.
*p<0.0l vs i ratti stabulati in gruppo (controlli). 1 dati rappresentano la media * SEM di 10 ratti per gruppo
sperimentale e sono stati analizzati tramite I’analisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-
Keuls.

La riduzione dei livelli basali di AP & associata ad un alterato stato emozionale e ad un
comportamento ansioso; infatti, I'isolamento sociale induce nei ratti femmina, cosi come
riscontrato nei maschi, una riduzione significativa del tempo speso nei bracci aperti nel

test dell’elevated plus maze (Figura 20A) e del numero dei licking periods nel test di Vogel

(Figura 20B).
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Figura 20 - Effetto dell’isolamento sociale nel test dell’elevated plus maze (A) e nel test di Vogel (B) nei ratti
femmina. *p<0.01 vs i ratti stabulati in gruppo (controlli). | dati rappresentano la media * SEM di 25 ratti per gruppo
sperimentale e sono stati analizzati tramite I’analisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-
Keuls.

58



EFFETTO DELL’ISOLAMENTO SOCIALE SULL’ATTIVITA BASALE DELL’ASSE IIS
NEI RATTI FEMMINA.

Per valutare Pattivita dell’asse IIS ho misurato le concentrazioni basali plasmatiche di CTS nei ratti femmina
socialmente isolati, e, come rilevato nei ratti maschi, si ha una riduzione significativa delle concentrazioni
plasmatiche di questo steroide rispetto al gruppo di controllo (Figura 21).
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Figura 21 - Effetto dell’isolamento sociale sui livelli plasmatici di CTS nei ratti femmina. *p<0.01 vs i ratti stabulati in
gruppo (controlli). | dati rappresentano la media £ SEM di 10 ratti per gruppo sperimentale e sono stati analizzati
tramite Panalisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.

Inoltre ho voluto misurare, nellipotalamo di ratti femmina, [I'espressione del CRH;
I'isolamento sociale non determina alcuna variazione significativa nell’espressione del CRH

ipotalamico rispetto ai controlli (Figura 22).
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Figura 22 - Effetto dell’isolamento sociale sui livelli di CRH nell’ipotalamo di ratti femmina. | dati rappresentano la
media * SEM di 10 ratti per gruppo sperimentale e sono stati analizzati tramite Panalisi della varianza (ANOVA)
seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.

Nei ratti femmina socialmente isolati ho voluto valutare inoltre I'espressione del
recettore del CRH di tipo Inell’ipofisi, riscontrando una riduzione significativa della sua

espressione rispetto ai ratti di controllo stabulati in gruppo. (Figura 23)
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Figura 23 - Effetto dell’isolamento sociale sull’espressione del recettore CRH-RI nell’ipotalamo di ratti femmina.
*p<0.0l vs i ratti stabulati in gruppo (controlli). 1 dati rappresentano la media * SEM di 10 ratti per gruppo
sperimentale e sono stati analizzati tramite I’analisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-
Keuls.

EFFETTO DELL’ISOLAMENTO SOCIALE SUI LIVELLI IPPOCAMPALI DEI GR E
DEGLI MR NEI RATTI FEMMINA.

Considerando il coinvolgimento dei GR e degli MR nel feedback negativo dell’asse IIS, ho
voluto valutare i livelli di questi recettori nell’ippocampo di ratti femmina socialmente
isolati. Come mostra la Figura 24, lisolamento sociale induce, nell'ippocampo, un
aumento dell’espressione dei GR (A) ed una riduzione degli MR (B); entrambe le

variazioni sono risultate statisticamente significative.
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Figura 24 - Effetto dell’isolamento sociale sui livelli peptidici dei recettori per i glucocorticoidi (A) e per i
mineralcorticoidi (B) nell’ippocampo di ratti femmina. ?p<0.05 vs i ratti stabulati in gruppo (controlli). | dati
rappresentano la media £ SEM di 10 ratti per gruppo sperimentale e sono stati analizzati tramite I’analisi della
varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.
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EFFETTO DELL’ISOLAMENTO SOCIALE NELLA RISPOSTA ALLO STRESS ACUTO
INDOTTO DAL FOOT-SHOCK NEI RATTI FEMMINA.

Successivamente ho valutato la risposta ad un nuovo stimolo stressante acuto nei ratti
femmina socialmente isolati misurando i livelli di AP; come mostra la Figura 25, il foot-
shock stress non determina alcuna variazione dei livelli plasmatici (A) e cerebrocorticali

(B) di questo steroide in entrambi i gruppi sperimentali.
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Figura 25 - Effetto del foot-shock stress sui livelli plasmatici (A) e cerebrocorticali (B) di AP nei ratti femmina
socialmente isolati. | dati rappresentano la media * SEM di |5 ratti per gruppo sperimentale e sono stati analizzati
tramite Panalisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.

Ho inoltre voluto valutare la risposta steroidogenica indotta dallo stress sui livelli di CTS
nei ratti femmina socialmente isolati. La Figura 26 mostra che, cosi come riscontrato nei

maschi, l'effetto steroidogenico indotto dal foot-shock stress & significativamente

maggiore nelle femmine isolate rispetto agli animali di controllo.
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Figura 26 - Effetto dell’esposizione al foot-shock stress sui livelli di CTS nei ratti femmina socialmente isolati. Gli
animali sono stati sacrificati 30 minuti dopo Pinizio dello stress. *p <0.01 vs i rispettivi controlli; °p <0.01 vs i ratti
stabulati in gruppo (controlli). | dati rappresentano la media £ SEM di 15 ratti per gruppo sperimentale e sono stati
analizzati tramite Panalisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.

EFFETTO DELL’ISOLAMENTO SOCIALE SUI LIVELLI PLASMATICI DI AP, CTS,
| 7B-ESTRADIOLO, OSSITOCINA E VASOPRESSINA DURANTE LA GRAVIDANZA
ED IL POST PARTUM.

Successivamente sono andata a studiare, nei ratti femmina socialmente isolati, 'assetto
ormonale durante la gravidanza ed il post partum. Come mostra la Figura 27A,
I'isolamento sociale determina una riduzione significativa dei livelli plasmatici di AP nelle
ratte vergini utilizzate come controlli, mentre la gravidanza induce, in entrambi i gruppi
sperimentali, un aumento significativo dei livelli di AP, livelli che si riducono nei giorni 3 e
8 post partum, sia nei ratti femmina isolati che in quelli di controllo. La concentrazione
plasmatica di CTS viene modificata, in seguito all'isolamento sociale, solo nelle ratte
vergini (Figura 27B). Le concentrazioni di 17B3- estradiolo si riducono durante la
gravidanza, per poi aumentare nel post partum in entrambi i gruppi sperimentali (Figura
27C). | livelli plasmatici di ossitocina si riducono al 3° giorno post partum in entrambi i
gruppi sperimentali (Figura 27D). Non sono state riscontrate variazioni significative nelle
concentrazioni plasmatiche di vasopressina, sia nei ratti femmina socialmente isolati che in

quelli di controllo (Figura 27E).
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Figura 27 - Effetto dell’isolamento sociale sui livelli plasmatici di AP, CTS, |7B-estradiolo, ossitocina e vasopressina in
ratti femmina vergini, gravide e durante i giorni 3 e 8 post partum. ®p<0.05 vs i controlli stabulati in gruppo (controlli-
vergini); ®p<0.05 vs il rispettivo gruppo vergini; p<0.05 vs il rispettivo gruppo gravidanza. | dati rappresentano la
media * SEM di |5 ratti per gruppo sperimentale e sono stati analizzati tramite P’analisi della varianza (ANOVA)
seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.

EFFETTO DELL’ISOLAMENTO SOCIALE SULLA QUALITA DELLE CURE
MATERNE.

Per valutare se lo stato emozionale alterato mostrato nei test comportamentali potesse
influenzare, nei ratti femmina isolati, la qualita delle cure materne, i ratti femmina di
entrambi i gruppi sperimentali sono stati osservate dal 1° al 14° giorno dopo il parto;
come mostra la Figura 28, l'isolamento sociale determina una riduzione significativa della
frequenza dell’ “arched-back nursing”, comportamento che definisce l'affettuosita delle

madri verso la propria prole.
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Figura 28 - Effetto dell’isolamento sociale sulla frequenza del comportamento materno arched back nursing. *p<0.05
vs i ratti stabulati in gruppo (controlli). | dati rappresentano la media £ SEM di |5 ratti per gruppo sperimentale e
sono stati analizzati tramite I’analisi della varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.

EFFETTO TRANSGENERAZIONALE DELL’ISOLAMENTO SOCIALE SUI LIVELLI
BASALI DI AP.

Per valutare se vi fosse un effetto transgenerazionale dell'isolamento sociale, ho misurato
i livelli basali di AP nei figli dei ratti socialmente isolati, non sottoposti ad isolamento

sociale, e nei relativi controlli (figli dei ratti stabulati in gruppo).

Come mostra la Figura 29, nella corteccia cerebrale dei figli maschi dei ratti socialmente

isolati vi € un aumento significativo dei livelli di AP rispetto agli animali di controllo.
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Figura 29 - Livelli cerebrocorticali di AP nei figli maschi dei ratti socialmente isolati. *p<0.05 vs i figli di controlli. | dati
rappresentano la media £ SEM di 15 ratti per gruppo sperimentale e sono stati analizzati tramite I’analisi della
varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.

EFFETTO TRANSGENERAZIONALE DELL’ISOLAMENTO SOCIALE SULLA
SENSIBILITA AD UNO STRESS ACUTO.

Ho inoltre valutato la sensibilita ad uno stress acuto nei figli dei ratti socialmente isolati,

misurando la risposta steroidogenica nel tempo dei livelli plasmatici di CTS; a questo
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scopo i figli maschi dei ratti socialmente isolati sono stati esposti al foot shock stress e
sacrificati a diversi tempi dopo I'esposizione allo stress. Come mostra la Figura 30, il foot
shock determina un incremento dei livelli di CTS a 5, 15 e 30 minuti in entrambi i gruppi
sperimentali; la percentuale di incremento dei livelli plasmatici di CTS e pero
significativamente ridotta nei figli di isolati rispetto ai figli di controlli al 15° e al 30°
minuto, per ritornare ai valori di controllo gia a 60 minuti dopo l'esposizione al foot

shock stress.
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Figura 30 - Effetto del foot shock stress sui livelli plasmatici di CTS nei figli maschi di ratti socialmente isolati. *p<0.05
vs il rispettivo controllo non sottoposto al foot-shock stress (tempo 0). ®p<0.05 vs i rispettivi figli di controlli. 1 dati
rappresentano la media £ SEM di |5 ratti per gruppo sperimentale e sono stati analizzati tramite I’analisi della
varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.

EFFETTO TRANSGENERAZIONALE DELL’ISOLAMENTO SOCIALE SULLA
SENSIBILITA AD UNO STRESS CRONICO.

E’ generalmente noto come la resilienza rappresenti I'abilita di affrontare uno stress
cronico senza che questo comporti delle alterazioni molecolari e comportamentali

negative (Russo et al., 2012).

Ho quindi valutato la resilienza dei figli degli animali isolati allo stress cronico indotto
dall'isolamento sociale. Come atteso (Serra et al., 2000), i figli dei controlli mostrano una
riduzione significativa dei livelli plasmatici di AP in seguito a 30 giorni di isolamento,

mentre nei figli dei ratti isolati lo stress cronico indotto dall'isolamento sociale determina
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una modesta riduzione, non significativa, rispetto ai propri controlli stabulati in gruppo

(Figura 31).
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Figura 31 - Effetto dell’isolamento sui livelli plasmatici di AP nei figli maschi di ratti socialmente isolati. | dati sono
espressi come percentuale di variazione verso i rispettivi controlli stabulati in gruppo p<0.01 vs i rispettivi controlli. |

dati rappresentano la media * SEM di 15 ratti per gruppo sperimentale e sono stati analizzati tramite P'analisi della
varianza (ANOVA) seguita dal post-hoc test di Newman-Keuls.
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DISCUSSIONE

Coerentemente a quanto dimostrato da precedenti studi condotti nel ratto maschio
(Serra et al., 2000), i dati ottenuti nei miei esperimenti dimostrano che lo stress cronico
indotto dall’isolamento sociale € in grado di ridurre significativamente i livelli basali

cerebrocorticali e plasmatici di AP e i livelli plasmatici di CTS nel ratto femmina.

Come gia detto in precedenza, 'AP € un potente modulatore allosterico positivo del
recettore GABA, (Majewska, 1992; Lambert et al., 1995) e la sua somministrazione negli
animali, sia per via sistemica che per via intracerebroventricolare, induce effetti ansiolitici,
sedativo-ipnotici e anticonvulsivanti (Kokate et al., 1994; Bitran et al.,, 1995; Concas et al,,
1996). Questo suggerisce che la riduzione dei livelli di AP nel cervello di ratto femmina
sottoposto ad isolamento sociale, possa essere correlata ad una diminuzione della
trasmissione GABAergica (Serra et al., 2000) ed ad un aumento dello stato conflittuale.
Infatti, le femmine socialmente isolate hanno mostrato un comportamento ansioso nel
test dell’elevated plus maze, trascorrendo piu tempo nei bracci chiusi, rispetto alle
femmine stabulate in gruppo. Coerentemente, anche nel test di Vogel, le femmine isolate
hanno mostrato un numero di bevute con punizione significativamente inferiore a quello
osservato nei controlli, ad indicare uno stato di conflitto in presenza di uno stimolo
stressante. Anche nei ratti maschi isolati, la riduzione dei livelli cerebrocorticali di AP si
correlava ad un alterato stato emozionale (Serra et al., 2000). Analogamente alle femmine
isolate, i maschi sottoposti ad isolamento sociale, trascorrono piu tempo nei bracci chiusi
nel test dell’Elevated plus maze, suggerendo un comportamento ansioso, ed effettuano un

numero di bevute con punizione ridotto rispetto ai ratti maschi di controllo.

Come dimostrato precedentemente, la riduzione dei livelli di steroidi neuroattivi indotta
dall’isolamento sociale € associata ad una modificazione dell’espressione di alcune subunita

del recettore GABA, che presumibilmente si traduce nella formazione di nuovi recettori
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aventi differente conformazione (Serra et al., 2006) e nella riduzione della trasmissione
GABAergica (Serra et al., 2000). La correlazione positiva tra livelli cerebrocorticali di AP
e stato emozionale sembra essere confermata dall’evidenza che i ratti femmina di
entrambi i gruppi, in cui i livelli di AP sono fisiologicamente piu elevati, mostrano nel test
di Vogel un numero significativamente superiore di bevute con punizione rispetto ai ratti
maschi. Tuttavia, in entrambi i sessi la riduzione dei livelli di AP che si ha nei ratti
socialmente isolati porta ad uno stato conflittuale e i miei risultati dimostrano, dunque,

che non ci sono differenze di genere nell’effetto dell'isolamento sociale.

Come gia detto, nel ratto maschio, lo stress acuto induce un aumento della sintesi e
secrezione degli steroidi (Purdy et al, 1991; Barbaccia et al, 1996,1997), un effetto
potenziato dall'isolamento sociale (Serra et al., 2000, 2003). Coerentemente con il ruolo
di modulatore positivo della trasmissione GABAergica, esercitata dal’AP (Majewska,
1992), si ritiene che 'aumento dei suoi livelli, periferici e centrali, indotto dallo stress,
abbia il significato di ripristinare la funzione del recettore GABA, ridotta in seguito allo

stress (Biggio et al., 2001)

| risultati ottenuti dimostrano che, al contrario di quanto osservato nel maschio (Serra et
al., 2000), nei ratti femmina sorprendentemente lo stress acuto indotto dal foot shock
non ha modificato i livelli basali di AP nel cervello e nel plasma. Infatti, € generalmente

accettato che le femmine siano meno sensibili allo stress rispetto ai maschi.

Il mancato aumento dei livelli di AP dopo uno stress, potrebbe sempre attribuirsi al fatto
che i livelli circolanti di progesterone e del suo metabolita AP sono fisiologicamente piu

elevati nella femmina.

In accordo, studi precedenti nel nostro laboratorio hanno dimostrato che i ratti maschi

trattati cronicamente con progesterone, in cui i livelli cerebrocorticali di AP sono
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aumentati (Dazzi et al.,, 2002), mostrano una ridotta risposta allo stress acuto (dati non

pubblicati).

Tuttavia, dal momento che questa risposta non € stata osservata nei ratti femmina
socialmente isolati, i cui livelli basali di AP sono ridotti, & plausibile ipotizzare differenze di
genere nei meccanismi coinvolti nella steroidogenesi. In accordo, € stato dimostrato che

I'estradiolo modula Pattivita dell’enzima 3[3-HSD (Pradhan et al., 2010).

Lo stress acuto indotto dal foot shock ha portato invece ad un aumento significativo dei
livelli plasmatici di CTS in entrambi i gruppi sperimentali, aumento che pero risulta

significativamente maggiore nelle femmine isolate rispetto agli animali di controllo.

L’attivita basale e I'attivazione dell’asse IIS indotta dallo stress, € modulata dalla secrezione
del CRH da parte dellipotalamo, che attraverso Iattivazione dei CRH-RI, attiva la
secrezione dellACTH che a sua volta stimola la secrezione degli ormoni della corticale
del surrene. Poiché gli steroidi non si accumulano in modo apprezzabile nella ghiandola, si
ipotizza che l'azione dellACTH nell’aumentare la produzione degli ormoni steroidei sia

prevalentemente mediata a livello della biosintesi ex novo.

Le femmine socialmente isolate non mostrano modificazioni apprezzabili nei livelli
ipotalamici di CRH rispetto ai controlli, tuttavia 'espressione del CRH-R| nell’ipofisi delle
femmine isolate e significativamente ridotta. Tale riduzione potrebbe tradursi in una
riduzione della secrezione di ACTH e dunque essere responsabile della riduzione dei
livelli basali di CTS misurata nel plasma delle femmine isolate. In accordo con i bassi livelli
circolanti di CTS, I'espressione dei GR ippocampali € piu elevata. Questo risultato € in
accordo con altri studi che mostrano che lo stress cronico aumenta I'espressione dei GR
nella CAl dei ratti femmina (Kitraki et al, 2004). L’espressione dei livelli degli MR
nell'ippocampo di questi animali, risulta al contrario, ridotta. Gli MR ippocampali hanno un

ruolo importante nel meccanismo cellulare della modulazione del feedback rapido, infatti i
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corticosteroidi esercitano un effetto modulatorio positivo sulle sinapsi glutammatergiche
eccitatorie, attraverso un’attivazione diretta degli MR presinaptici (Karst et al., 2005). Dal
momento che, lattivazione di questi recettori aumenta l'input glutammatergico sugli
interneuroni GABAergici dell’ipotalamo, potenziando cosi l'inibizione sui neuroni al CRH
(Tasker and Herman., 201 1), la down-regulation degli MR nell’ippocampo delle femmine
socialmente isolate, potrebbe portare, in seguito allo stress acuto, ad una secrezione di

CTS prolungata nel tempo. La valutazione di questa ipotesi € attualmente in corso.

Lo stress cronico indotto dall’isolamento sociale non ha modificato il pattern secretorio
ormonale durante la gravidanza e il post partum. Tuttavia, in accordo con lo stato
emozionale alterato, le femmine isolate mostrano una riduzione dell’arched back nursing,
uno dei comportamenti che definiscono l'affettuosita delle madri verso la propria prole.
Sorprendentemente, questo si traduce in un effetto positivo sulla prole. | risultati indicano
che i figli adulti delle madri isolate mostrano un aumento dei livelli cerebrocorticali di AP
rispetto ai figli di ratti di controllo (Pisu et al.2013). Considerando il ruolo di modulatore
positivo della trasmissione GABAergica svolto dal’AP, gli aumentati livelli cerebrocorticali
di questo steroide suggeriscono che in questi animali lo stato emozionale non sia alterato.
In accordo, nel test dell’elevated plus maze, i figli di ratti isolati non mostrano differenze
rispetto ai figli di ratti stabulati in gruppo, nel tempo speso nei bracci aperti (Pisu et al.,
2013); allo stesso modo, non vi sono differenze significative nel numero di licking periods
misurato nel test di Vogel (Pisu et al.2013), dimostrando quindi uno stato emozionale
simile tra i due gruppi sperimentali. E dunque ipotizzabile che nei figli degli animali isolati la

trasmissione GABAergica non sia alterata.

Coerentemente, i figli di ratti isolati risultano essere meno sensibili allo stress acuto
indotto dal foot shock, come dimostrato dalla riduzione della percentuale di incremento
dei livelli plasmatici di CTS rispetto ai figli di controlli. Questo risultato suggerisce che i
figli degli animali isolati sono piu resilienti allo stress.
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E’ ormai generalmente accettato, che la resilienza sia I'abilita nell’evitare cambiamenti
comportamentali deleteri che potrebbero esserci in risposta ad uno stress cronico e
questo si raggiunge attraverso adattamenti molecolari che portano verso la normale
funzione comportamentale (see for review Russo et al, 2012) In base a questa
osservazione e a conferma della nostra ipotesi sulla resilienza allo stress dei figli degli
animali isolati € I'evidenza preliminare che questi animali, sottoposti ad uno stress
cronico quale quello indotto dall’isolamento sociale, risultano meno sensibili a tale stress,
come dimostrato dalla mancata riduzione dei livelli plasmatici di AP evidenziabile invece

negli animali di controllo.
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