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INTRODUZIONE

Il comportamento sessuale € costituito da un insieme di attivita messe in atto da tutti gli
animali, incluso I’'uomo (Meisel & Sachs, 1994; Argiolas & Mélis, 1995; Hull et al.,
2002), ed ha come scopo ultimo la riproduzione della specie. Nel contesto dell’ampia
gamma di aspetti che caratterizzano la varie fasi del comportamento sessuale, |’ erezione
peniena svolge un ruolo determinante per quanto riguarda il comportamento sessuale
maschile. E' comunemente accettato che I’erezione peniena € il risultato di una
complessa interazione fra il Sistema Nervoso Centrde e Periferico che induce
modificazioni muscolari, vascolari ed emodinamiche a livello del tessuti erettili
dell’ apparato genitale maschile. Queste modificazioni, generalmente, avvengono quando
stimoli sessuali di varia natura (visivi, olfattivi, tattili, nell’'uomo anche solo
immaginativi) giungono a Sistema Nervoso Centrale attivando una serie di vie
neuronali che dal cervello proiettano attraverso il midollo alungato, il midollo spinale e
il Sistema Nervoso Autonomo sino ai tessuti erettili penieni. Episodi di erezione peniena
possono verificars in diversi contesti, anche non direttamente relati all’ attivita sessuale
o riproduttiva, per esempio durante il sonno REM, durante la manipolazione dei genitali,
dopo la somministrazione di farmaci specifici. L’ erezione peniena € determinata dal
rilasciamento della muscolatura liscia del corpi cavernosi, che consente un maggiore
afflusso di sangue dalle arterie peniene al’interno dei corpi cavernos inducendo cosi la
tumescenza. Questo, insieme a contrazioni riflesse de muscoli ischiocavernoso e
bulbospongioso localizzati alla base del pene, comprime le vene attraverso cui il sangue
fuoriesce contro la tunica albuginea, attivando il cosiddetto meccanismo veno-occlusivo
dell’erezione (vedi Meisel & Sachs, 1994; Argiolas & Mélis, 1995; Mc Kenna, 2000;
Giuliano & Rampin, 2000; Andersson, 2001; Argiolas, 2005 e bibliografia inclusa).
Negli ultimi decenni lo studio della funzione erettile a livello centrale ha consentito
I’identificazione di diverse aree cerebrali coinvolte nel controllo di quest’importante
funzione riproduttiva. Queste includono: |’ area preottica mediae, |'ipotalamo ed i suoi
nuclei, in particolare il nucleo paraventricolare (PVN), I'ippocampo, il midollo allungato
ed il midollo spinale (Meisal & Sachs, 1994; Argiolas & Médlis, 1995; Mc Kenna, 2000;
Giuliano & Rampin, 2000). In queste aree sono stati identificati diversi neutrasmettitori
e neuropeptidi che agiscono influenzando I’ erezione peniena. Tra questi, i pit conosciuti
sono la dopamina, gli aminoacidi eccitatori, |'ossido nitrico (NO), I’ormone
adrenocorticotropo (ACTH) ed i peptidi ad relati, e I’ossitocinag, che facilitano la

risposta erettile; i peptidi oppioidi, il GABA e la serotonina che invece inibiscono questa



risposta sessuale (Andersson, 2001; Melis & Argiolas, 2003; Argiolas & Mélis, 2005).
In particolare, alivello dell’ipotalamo, il PVN contiene i corpi cellulari di un gruppo di
neuroni ossitocinergici che proiettano in diverse aree extra-ipotalamiche e nel midollo
spinale, e diverse evidenze sperimentali hanno dimostrato che questi neuroni
ossitocinergici, quando attivati, liberano ossitocina e facilitano la funzione erettile ed il
comportamento copulatorio, mentre la loro inibizione determina una riduzione della
funzione erettile e del comportamento sessuale (Argiolas & Mélis, 1995, 2004, 2005;
Melis & Argiolas, 2003).

La dopamina &, tra i neurotrasmettitori che attivano i neuroni ossitocinergici del PVN,
uno del piu studiati per il suo ruolo nel comportamento sessuale e nella funzione erettile
(Mdlis & Argiolas, 1995, 2003). Nel'ipotalamo, la dopamina € localizzata in
terminazioni nervose di neuroni che appartengono a quello che viene definito sistema
dopaminergico incerto-ipotalamico. Questi neuroni originano nei gruppi A13 ed A14 di
cellule dopaminergiche di Dahlstrom & Fuxe (1964), arborizzano estesamente ed
innervano diversi nuclel ipotalamici, quali |’area preottica mediale ed il PVN (vedi
Lindvall et al., 1984; Buijset al., 1984).

Gli studi sul ruolo della dopamina nel comportamento sessuale maschile sono iniziati gia
a partire dagli anni ’'70. Infatti, nel Dipartimento di Neuroscienze di Cagliari, allora
Istituto di Farmacologia, fu dimostrato che la somministrazione di L-DOPA, precursore
della dopamina, a ratti maschi adulti sessualmente potenti diminuiva sia la latenza alla
primamonta, che il numero di monte e di intromissioni che precedono |’ eiaculazione. La
somministrazione di L-DOPA s é dimostrata efficace anche in quei ratti che mostravano
scarsa attivita sessuale, quando confrontata con quella dei maschi selezionati come
potenti. Sempre nel Dipartimento di Neuroscienze, e stato dimostrato che la dopamina
esercita il suo effetto facilitatorio sull’erezione peniena e sul comportamento sessuale
agendo direttamente a livello del PVN. Infatti, studi di microiniezione hanno mostrato
che agonisti dopaminergici della famiglia dei recettori D2, e in particolare del sottotipo
D4, facilitano |’ erezione peniena ed il comportamento sessuale quando iniettati in questa
area cerebrale (Melis et al., 1987, 1996, 2005; Eaton et al., 1992; Brioni et al., 2004,
Bitner et al., 2005), mentre studi di microdialis intracerebrale hanno mostrato che la
concentrazione di dopamina aumenta nel dializzato extracellulare ottenuto da quest’ area
cerebrale durante I’ attivita sessuale (erezioni senza-contatto; attivita copulatoria) (Melis
et al., 1996; Melis & Argiolas, 1995, 2003; Hull et al, 1995; Argiolas & Melis, 2005).



E’ stato inoltre dimostrato che i farmaci dopamino-agonisti iniettati nel PVN facilitano
I’erezione peniena ed il comportamento sessuale attivando la neurotrasmissione
ossitocinergica centrale (Melis & Argiolas 1995, 2003; Argiolas & Méelis 2004, 2005;
Melis et al., 2006). 1l meccanismo responsabile dell’attivazione della trasmissione
ossitocinergica € il seguente: nel PVN, la stimolazione dei recettori dopaminergici di
tipo D2, e del sottotipo D4, situati con molta probabilita sul corpo cellulare dei neuroni
ossitocinergici, causa un aumento dell’entrata di ioni Ca®* nei corpi cellulari di questi
neuroni. Gli ioni Ca®* che entrano nel corpo cellulare dei neuroni ossitocinergici sono
una condizione necessaria per I'attivazione della sintetasi dell’ Ossido Nitrico (NOS),
enzima Ca**-calmodulina dipendente, responsabile della produzione dell’ Ossido Nitrico
(NO), che a sua volta, con un meccanismo ancora Sconosciuto, eccita i neuroni
ossitocinergici, portando alla liberazione di ossitocina in aree extra-ipotalamiche e nel
midollo spinale, inducendo cosi I'erezione peniena (Argiolas & Meélis, 1995, 2004,
2005; Melis & Argiolas, 2003; Melis et al., 2006).

Come ricordato prima, i meccanismi succitati coinvolti nel controllo centrale della
funzione erettile a livello de PVN, risultano essere attivati sia in condizioni di
stimolazione farmacologica che in contesti fisiologici, come ad esempio durante le
erezioni senza-contatto feromone-indotte, che vengono osservate quando un ratto
maschio sessualmente potente viene messo in presenza di una femmina recettiva ma
inaccessibile (Sachs et al., 1994; Mdlis et al., 1998, 1999, 2003). Dal momento che le
erezioni senza-contatto sono considerate una misura di attivazione (arousal) sessuae
(un’importante componente della fase appetitiva del comportamento sessuale) (Sachs,
2000), i risultati succitati suggeriscono che la dopamina nel PVN potrebbe giocare un
ruolo non solo nel controllo dellafunzione erettile (un’importante componente della fase
consumatoria del comportamento sessuale), ma anche nella motivazione sessuale e nel
meccanismi di rinforzo legati all’ attivita sessuale (Mdlis et al., 2003), come ad esempio
suggerito per ladopamina nell’ area preottica mediale (Hull et al., 1995).

Un'dtra area nella quale studi di microdiais hanno mostrato un aumento della
neurotrasmissione dopaminergica durante |’attivita sessuale e il nucleo accumbens
(Pfaus & Everitt, 1995). Nella parte di questo nucleo denominata “shell” s trovano i
terminali del neuroni dopaminergici mesolimbici, i cui corpi cellulari s trovano in
prevalenza nelle parti piu caudali dell’ area ventrale tegmentale (VTA). Questi neuroni
sono ritenuti mediare gli effetti piacevoli e motivazionali del rinforzi naturali, quali cibo

e sesso, quindi potrebbero giocare un ruolo chiave nella motivazione sessuale e nel



rinforzo legato all’attivita sessuale (Fibiger & Phillips, 1988; Everitt, 1990; Pfaus &
Everitt, 1995; Liu et al., 1998). L’attivita del neuroni dopaminergici mesolimbici é
influenzata dal’ attivita dellaVTA, dell’ippocampo €/o dell’ amigdal g, e tutte queste aree
ricevono proiezioni ossitocinergiche provenienti dal PVN (Sofroniew, 1983; Roeling et
al., 1993). Quindi, I’ attivazione dei recettori dopaminergici nel PVN potrebbe causare
non solo I'erezione peniena attraverso |'attivazione del neuroni ossitocinergici che
proiettano a midollo spinale, mainfluenzare anche I’ attivita del sistema dopaminergico
mesolimbico e quindi influire sui meccanismi alla base della motivazione sessuale.

Al fine di testare questa ipotesi, durante il mio Dottorato di Ricerca nella Sezione di
Neuropsicobiologia del Dipartimento di Neuroscienze, ho studiato mediante |’ utilizzo
della microdialisi intracerebrale e di altre tecniche di indagine, 1) I’ effetto di una dose
proerettile di apomorfina, un classico agonista non selettivo dei recettori dopaminergici,
iniettata nel PVN (vedi Melis & Argiolas, 1995, 2003; Mdlis et al., 2005, 2006), sul
rilascio di dopamina da parte dei neuroni dopaminergici mesolimbici nello “shell” del
nucleo accumbens; 2) I’ effetto dell’ ossitocina iniettata nella VTA sull’ erezione peniena
e sulle concentrazioni di dopaminae DOPAC nello “shell” del nucleo accumbens e nel
PVN; e, visto che I’ ossitocina iniettata nella regione caudale della VTA e stata trovata
capace di indurre erezione peniena, 3) ho studiato il meccanismo dell’ effetto pro-erettile
di questo neuropeptide quando iniettato nella VTA. In particolare, visto che laVTA &
ricca di NO sintetas e guanilato ciclasi (Jonhson & Ma, 1993; Kleibor et al., 2004;
Southam & Garthwaite, 1993; Shuman & Madison, 1994), e stato studiato il ruolo del
sistema NO-GMP ciclico; ed infine, 4) é stata studiata la relazione fra fibre/assoni
ossitocinergici-corpi cellulari del neuroni dopaminergici mesolimbici, NO sintetas e
guanilato ciclasi nella VTA, attraverso I’ utilizzo di saggi di immunoistochimica verso

I’ ossitocing, latirosinaidrossilasi (TH), laNO sintetasi, e la guanilato ciclasi.

Nel loro insieme, i risultati di questo lavoro suggeriscono I'esistenza di un circuito
neurale che connette il PVN con la VTA ed il nucleo accumbens a fine di controllare
I attivita dei neuroni ossitocinergici paraventricolari che proiettano al midollo spinae e
che mediano I’erezione peniena, e del neuroni ossitocinergici paraventricolari che
proiettano alla VTA e che controllano I’ attivita dei neuroni dopaminergici mesolimbici.
Questo circuito neurale potrebbe giocare un ruolo chiave nell’integrazione delle attivita
neurali coinvolte nel controllo degli aspetti consumatori (erezione-eiaculazione) ed
anticipatori (motivazione e rinforzo) del comportamento sessuale maschile in contesti

fisiologici.



MATERIALI E METODI

Animali

In tutti gli esperimenti sono stati utilizzati ratti maschi Sprague-Dawley (250-300gr,
Charles River, Como, Italia). Gli animali sono stati stabulati in numero di 4-6 per
gabbia, atemperaturadi 24° C, umidita 60% , luce accesa dalle 7:00 alle 19:00, acquae
cibo ad libitum. Gli esperimenti sono stati eseguiti tra le 9:00 e le 13:00. Tutti gli
esperimenti sono stati condotti in accordo con le linee guida della Comunita Europea del
24 Novembre 1986 (86/609/EEC) e la Legislazione Italiana (D.P.R. 166/92).

Farmaci e Peptidi

| composti raclopride, L-745,870 (3-[4-(4-clorofenilpiperazina-1-yl-metil]-1H-
pirrolo[2,3-b]piridina tricloridrato), ODQ, 8-bromo-GMP ciclico, sono stati acquistati
dalla Tocris Cook (Bristol, UK); I’m-conotossina GVIA, I’apomorfina HCI, la S-metil-
L-tiocitrullina acetato (SMTC), |’ doperidolo, I’ emoglobina di ratto, sono stati acquistati
dalla Sigma (S. Louis, MO, USA); I’ ossitocina e la d(CH.)sTyr(Me)*-Orn®-vasotocina
dalla Bachem AG (CH). Tutti gli atri reagenti provengono da fonti disponibili in

cCommercio.

Impianto mediante chirurgia stereotassica di cannule da microiniezione e/o da
microdialis

Le microiniezioni sono state eseguite attraverso I'impianto di una cannula guida di
acciaio inossidabile (22 gauge) diretta a sito di interesse a fine di permettere la
somministrazione del farmaci con una cannula da microiniezione in un sito cerebrale
specifico. La microdialisi € stata eseguita mediante I'impianto di una cannula da
microdialis a fine di permettere la raccolta del dializzato ottenuto da un sito cerebrale
specifico. Le microiniezioni e la microdialis nello stesso sito sono state eseguite
attraverso |I'impianto di una cannula da microdialis accoppiata ad una cannula da
microiniezione in silica capillare fusa che terminava adiacente alla membrana di didis
(vedi Méelis et al., 1996). Quando necessario sono stati eseguiti impianti multipli sullo
stesso animale, durante la stessa sessione di chirurgia, di cannule guida per
microiniezione e/o0 cannule da microdiaisi. Le cannule guida €/o le cannule da
microdialis sono state impiantate mediante chirurgia stereotassica (Stoelting, Wood
Dale, IL, USA) in anestesia totale (idrato di cloralio, 400 mg/kg) due/tre giorni prima

degli esperimenti; ogni ratto e stato utilizzato una sola volta. Tutti gli impianti sono stati



eseguiti in accordo alle coordinate dell’ Atlante Stereotassico di Pellegrino e Cushman,
1971 (PVN: AP= +0.2; L=-0.4; V=7.3; NAs. AP=+3.2; L=-0.8; V=7.0; VTAr: AP= -
2.6; L=-14;V=8.3; VTAc: AP=-3.0; L=-0.9; V= 8.8).

Microiniezioni e microdialisi: studi comportamentali

| ratti che sono stati impiantati solamente con cannula/e guida, sono stati posizionati
singolarmente in gabbie di Plexiglas (30x30x30 cm ). Dopo un periodo di adattamento
di 30 minuti, il farmaco disciolto nel veicolo appropriato, o il solo veicolo (0.3ul),
stato somministrato nel sito di interesse attraverso |'utilizzo di una cannula da
microiniezione collegata con un tubicino di polietilene ad una siringa Hamilton da 10pl
guidata da una pompa da microinfusione Stoelting. La microiniezione dei farmaci e stata
eseguita nell’arco di 2 minuti, e la cannula da microiniezione é stata lasciata nel sito per
un atro minuto dopo la somministrazione a fine di permettere la diffusione ottimale del
farmaco. Dopo il trattamento, gli animali sono stati osservati per 60 minuti durante i
quali sono stati conteggiati gli episodi di erezione peniena. Quando e stato utilizzato un
antagonista, questo e stato somministrato 15 minuti prima dell’ agonista.

Negli esperimenti in cui € stata eseguita anche la microdialisi, la cannula da microdialisi
e stata collegata attraverso un tubicino di polietilene ad una siringa Hamilton da 2500pl
guidata da una pompa da microdialisi Stoelting 200. La cannula da microdialisi € stata
perfusa con una soluzione Ringer (contenente: NaCl 147mM, KCI 3mM, CaCl, 1,2mM,
pH 6.5), ad un flusso costante di 2,5ul/min. Dopo un periodo di adattamento di 2 ore,
per equilibrare la soluzione di perfusione della cannula con il liquido extracellulare, il
dializzato e stato raccolto ogni 15 minuti in aliquote da 37,5ul ciascuna. Dopo laraccolta
di tre aiquote di dializzato, gli animali sono stati sottoposti al trattamento farmacologico
assegnato (vedi sopra). Quindi, sono stati osservati per altri 75 minuti, durante i quali
sono state raccolte altre 5 frazioni di dializzato da 37,5 pl, una ogni 15 minuti, e
contemporaneamente sono stati conteggiati gli episodi di erezione peniena. In tutti gli
esperimenti nei quali é stato utilizzato un antagonista, questa sostanza € stata disciolta
nell’ appropriato veicolo e somministrata 15 minuti prima dell’ agonista.

Le erezioni peniene sono state conteggiate quando il pene emergeva dalla guaina
peniena, il che € normalmente accompagnato da grooming penieno e flessione dei

fianchi.



Determinazione della concentrazione di dopamina e DOPAC nel dializzato del nucleo
accumbens e nel dializzato del PVN

La concentrazione di dopamina e DOPAC e stata misurata nello stesso campione di
dializzato (20 ul) proveniente dallo “shell” del nucleo accumbens o dal nucleo
paraventricolare mediante Cromatografia Liquida ad Alta Pressione (HPLC) (colonna
7.5x3.0 mm i.d., Supelcosil C18, 3-um p.s.) (Supelco, Supelchem, Milano, Italia) con un
Electrochemical Detector ESA (Coulochem I, ESA, Cambridge, MA, USA)
equipaggiato con Dua Cell 4011 (vedi Melis et al., 2003). La rilevazione € stata
eseguita in riduzione con potenziali settati tra +350 e —180 mV. La sensibilita del
metodo e stata di 0.125 pg per ladopamina, € 0.1 pg per il DOPAC.

Determinazione del NO, e NO3 ™ nel dializzato della VTA caudale

La produzione di NO e stata quantificata determinando la concentrazione dei suoi
metaboliti (NO, e NO3) nel dializzato dellaVTA caudale. | NO, sono stati determinati
con lareazione di Griess (Mélis et a., 1996). Questa reazione porta alla formazione di
un composto azoico che viene successivamente quantificato mediante Cromatografia
Liguida ad Alta Pressione (HPLC) mediante rilevazione spettrofotometrica alla
lunghezza d’ onda di 546 nm. La sensibilita del metodo é stata di 0,1 uM, e larisposta
lineare con concentrazioni di NO, sino a 25uM. Per la determinazione dei NOs; nel
dializzato, questi sono stati precedentemente ridotti a NO,  con rame-cadmio, come
precedentemente descritto (Melis et a., 1996). | NO, totali sono stati calcolati come gia
descritto ed il valore dei NO3 € stato calcolato per sottrazione dai NO, presenti nel
dializzato prima della riduzione rame-cadmio. La sensibilita del metodo e stata di 3uM,

e larisposta lineare con concentrazioni di NO3 sino a30 puM.

Verifica Istologica

Allafine degli esperimenti gli animali sono stati sacrificati mediante decapitazione ed i
cervelli sono stati immediatamente rimossi e conservati in una soluzione acquosa a 2%
di formalina per 10-12 giorni. Al fine di localizzare la posizione dell’ estremita della
cannula da microdialisi e€/o della cannula da microiniezione, sono state preparate al
criostato delle sezioni coronali dello spessore di 50um, poi colorate con il Rosso Neutro
ed analizzate con un microscopio a contrasto di fase. La posizione dell’ estremita della

cannula damicrodialisi €/o damicroiniezione é statalocalizzata seguendo latracciadella



cannula attraverso una serie di sezioni consecutive del cervello. Solo gli animali trovati
avere I'estremita della cannula da microdiaisi /o da microiniezione posizionata
correttamente nel sito desiderato sono stati considerati per le analis statistiche dei

risultati.

Analis Satistica

Per la valutazione statistica dei risultati degli esperimenti nei quali € stata condotta la
microdialisi, sono state in primo luogo calcolate | e aree sotto la curva (AUC) per ciascun
ratto (numero di erezioni peniene e concentrazione di dopamina e DOPAC o NO; e
NOs; verso il tempo). Le AUC sono state quindi comparate statisticamente con
I’ANOVA, seguitada Mann-Whitney U-test o dal test di Tukey al fine di identificare le
differenze significative fra i gruppi che hanno ricevuto un diverso trattamento
farmacologico. Una P < 0,025 e stata considerata significativa. Per la vautazione
stetistica dei risultati degli esperimenti nel quali sono state eseguite solamente le
microiniezioni attraverso le cannule guida, i dati ottenuti sono stati direttamente
comparati per differenti trattamenti attraverso I’ utilizzo dell’ ANOV A a una via, seguita
dal test di Tukey. UnaP < 0,025 e stata considerata significativa (Statsoft, USA, 1994).

Microiontoforesi e immunoistochimica

Per la microiniezione tramite iontoforesi del tracciante retrogrado FluoroGold nello
“shell” del nucleo accumbens, i ratti sono stati anestetizzati con idrato di cloralio (400
mg/kg, i.p.) e posizionati su un apparato stereotassico (Stoelting, Wood Dale, IL, USA).
Per laiontoforesi del FluoroGold (Fluorochrome, 2% in soluzione fisiologica) sono state
usate delle micropipette in vetro, posizionate nello “shell” del nucleo accumbens (10 pA,
5 son, 5 s off, per 10 minuti). 5-7 giorni dopo I’iniezione del tracciante Fluorogold, gli
animali sono stati anestetizzati profondamente e sottoposti a perfusione transcardiaca
con paraformadeide (4%) in buffer fosfato 0.1M. Dopo una notte di lavaggio in
soluzione fisiologica tamponata con fosfato (PBS) (Fosfato: 0.01M; NaCl: 0.15M; pH
7.2-7.4) contenente saccarosio (7%) ed NaN3z (0.02%), i campioni (cervelli prelevati)
sono stati sistemati al’interno di appositi contenitori in foglio d’aluminio in un medium
di congelamento (g/l: polivinile alcool, 80; polietilene glicole, 42.6; Tween-20, 10;
NaN3, 0.5) (Cocco et al., 2003), e congelati in freon liquido (raffreddato con azoto

liquido). Le sezioni preparate a criostato (10-20um) sono state disposte su vetrini



rivestiti con L-polilisina e conservate in azoto liquido in fase gassosa al’interno di un

apposito contenitore fino all’ utilizzo.

Per I'immunoistochimica, le sezioni sono state portate a temperatura ambiente, lavate in
Triton X-100 (1 ml/l in acqua distillata; 20 minuti), e trattate brevemente con avidina
non coniugata, quindi con biotina (Vector, Burlingame, CA, USA). E' stata eseguita
un’'incubazione per tutta la notte con anticorpi primari, seguita da incubazione con
anticorpi secondari coniugati con fluorocromi.

Il primo saggio & stato eseguito attraverso incubazione del preparati istologici con
anticorpi primari di coniglio-antiossitocina e/0 topo-antitirosina idrossilasi (TH)
(Chemicon International, Temecula, CA, USA, e Sigma, Milano, Italia, rispettivamente),
seguita da incubazione con i rigpettivi anticorpi secondari: 1gG anti-coniglio coniugato
con biotina €/o IgG anti-topo coniugato con cianina-2, o quando appropriato con
cianina-3 coniugata con avidina (tutti da Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,
USA).

Per il secondo saggio, sono state utilizzate sezioni seriali adiacenti alternate (5-8 um) per
una doppia immunofluorescenza. E stata eseguita un’incubazione con anticorpi primari:
(A) anticorpo di cavia anti-ossitocina (Abcam, Cambridge, UK) e anticorpo di coniglio
anti NO-sintetasi neuronale (Abcam, Cambridge, UK); o (B) anticorpo di topo anti-TH
(Sigma, Milano, Italia) e anticorpo di coniglio anti-guanilato ciclasi (Abcam,
Cambridge, UK), seguita dall’incubazione nei rispettivi secondari: (A’) 1gG anti-cavia
coniugato con cianina-3 e IgG anti-coniglio coniugato con cianina-2; o (B’) 1gG anti-
topo coniugato con cianina-2 e 1gG anti-coniglio coniugato con cianina-3 (tutti da
Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA). | preparati sono stati visualizzati
attraverso I’ utilizzo di un microscopio a fluorescenza Olympus BX60, equipaggiato con
una fotocamera digitale Fuji FinePix S3 Pro (Fuijfilm, Milano, Italia) (vedi Cocco et al.,
2003).

Le anadis immunoistochimiche sono state condotte presso il Laboratorio di
Neuroimmunoistochimica del Dipartimento di Citomorfologia dell’Universita di
Cagliari, in collaborazione con il Prof. GianLuca Ferri, responsabile del Laboratorio, ela

Dr.ssa Cristina Cocco.



RISULTATI

Effetto dell’apomorfina iniettata nel PVN, ad una dose che induce erezione peniena,
sulle concentrazioni extracellulari di dopamina e DOPAC nel dializzato del nucleo

accumbens

Nelle condizioni sperimentali usate in questo studio, la quantita di dopamina e DOPAC
nel diaizzato ottenuto dal nucleo accumbens di ratti maschi trovati avere I’ estremita
della cannula da microiniezione posizionata correttamente nel PVN é stata di 2.3+0.4 pg
di dopamina e 15.2+2.5 pg di DOPAC in un volume di 20 ul di dializzato, vaori
corrispondenti ad una concentrazione di 0.6 nM per ladopaminae 4.5 nM per il DOPAC
(Figura 1). | vaori riportati sono stati trovati nel dializzato proveniente dal nucleo
accumbens dopo un periodo di perfusione di ameno 2 ore, a fine di equilibrare la
soluzione di perfusione con il liquido extracellulare. Dato cheil recupero della dopamina
e del DOPAC che passa attraverso la cannula da microdiaisi puo essere stimato
approssimativamente di circa 20% e 19%, rispettivamente, le concentrazioni di
dopamina e DOPAC nel fluido extracellulare del nucleo accumbens possono essere
stimate intorno avalori di 2.5 nM e di 24 nM, rispettivamente. Questi valori sono simili
aquelli trovati daaltri autori (Imperato et al., 1988; Pfaus & Everitt, 1995, e bibliografia

inclusa).

L’ apomorfina (0.1 ug) iniettata nel PVN ha indotto degli episodi di erezione peniena
come ateso (Melis et al.,, 1987, 1996, 2006). Questi episodi s sono verificati
contemporaneamente ad un aumento nelle concentrazioni extracellulari di dopamina e
DOPAC nd dializzato del nucleo accumbens. Tale aumento € stato rilevato gia 15
minuti dopo il trattamento ed ha avuto una durata di circa 45 minuti. In breve,
I’ apomorfina ha aumentato gli episodi di erezione peniena da 0.31+0.02 a4.5+0.32 e la
dopamina e il DOPAC da 2.3+t0.4 a 4.8+0.8 e da 15.4+1.4 a 21.3+1.6, rispettivamente.
In accordo con cio, le AUC dell’ apomorfina per le erezioni peniene, la dopamina, ed il
DOPAC, sono significativamente piu alte rispetto a quelle degli animali trattati con il

solo veicolo (controlli) (P < 0.01) (Figural).
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Effetto del raclopride e del L-745,870 sulle erezioni peniene, e sul concomitante
aumento di dopamina e DOPAC nel dializzato del nucleo accumbens, indotte

dall’apomorfina

Il raclopride (1 png), un antagonista selettivo dei recettori dopaminergici D2 e D3, ha
ridotto dell’80% |’ aumento degli episodi di erezione peniena, e delle concentrazioni di
dopamina e di DOPAC nel diaizzato del nucleo accumbens, indotto dall’ apomorfina
(0.1 pg), quando iniettato nel PVN 15 minuti prima dell’agonista dei recettori
dopaminergici (Figura 2). Invece, é stata trovata una riduzione di solo il 40-45% degli
effetti dell’apomorfina, quando e stato somministrato I’ L-745,870 (1 pg), un antagonista
selettivo del recettori dopaminergici D4, somministrato nel PVN 15 minuti prima
dell’apomorfina (Figura 2). In accordo con cio, le AUC de ratti trattati con
raclopride+apomorfina o L-745,870+apomorfina sono piu basse per le erezioni peniene,
e per la dopamina ed il DOPAC, rispetto a quelle del ratti trattati con apomorfina (P <
0.01); comunque, le AUC dei ratti trattati con L-745,870+apomorfina sono piu alte
rispetto a quelle dei ratti trattati con raclopridet+apomorfina (P < 0.01). Alle dosi usate in
guesti esperimenti, lamicroiniezione di raclopride o di L-745,870 nel PV N non modifica
di per s le erezioni peniene, né le concentrazioni di dopamina e di DOPAC nel

dializzato del nucleo accumbens (Figura 2).

Effetto della d(CH.)sTyr(Me)*-Orn®-vasotocina sulle erezioni peniene, e sul
concomitante aumento di dopamina e DOPAC ndl dializzato del nucleo accumbens,

indotte dall’ apomorfina

La d(CH,)sTyr(Me)>-Orn®-vasotocina (1 pg) ha ridotto di piti dell’ 80% I’ aumento delle
erezioni peniene e delle concentrazioni di dopamina e DOPAC nel dializzato del nucleo
accumbens indotto dall’apomorfina (0.1 ug), quando iniettata 1.C.V. 15 minuti prima
dell’ agonista dopaminergico nel PVN (P < 0.01)(Figura 3). In accordo con cio, le AUC
dei ratti trattati con d(CH.)sTyr(Me)?-Orn®-vasotocina 1.C.V.+apomorfina nel PVN per
le erezioni peniene, e le concentrazioni di dopamina e DOPAC, sono significativamente
piu basse rispetto a quelle dei ratti trattati con veicolo |.C.V.+apomorfinanel PVN (P <
0.01). Alle dosi usate in questi esperimenti, la microiniezione di d(CHy)sTyr(Me)-Orn®-
vasotocina I.C.V. non modifica di per sé le erezioni peniene, né le concentrazioni di

dopaminae di DOPAC nel dializzato del nucleo accumbens (Figura 3).
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Effetto dell’iniezione di ossitocina nella VTA rostrale o caudale sull’ erezione peniena:

curve dose-risposta ed effetto della d(CH,)sTyr(Me)?-OrnP-vasotocina

Come mostrato in Figura 4, I’ ossitocina (20, 40, 60, 80, e 100 ng) microiniettata nella
VTA caudale, manon in quellarostrale, induce episodi di erezione peniena, che iniziano
al’incirca 25-30 minuti dopo il trattamento, sono presenti per al’incirca 30-40 minuti e
scompaiono approssimativamente dopo 60 minuti dal trattamento. La curva dose-
risposta segue un andamento “a campana’ (U rovesciata): la dose minima efficace é
stata 40 ng, che ha aumentato il numero di episodi di erezione peniena da 0.4+0.22 a
1.2+0.33 (P<0.01), mentre la dose piu efficace e stata 80 ng, che ha aumentato il numero
di episodi di erezione peniena da 0.4+0.22 a 2.85+0.31(P<0.001). Una dose piu ata
(100 ng) @ risultata inefficace (P > 0.1). La d(CH,)sTyr(Me)*-Orn®-vasotocina (1ug),
iniettata nella VTA caudale 15 minuti prima dell’ossitocing, ha abolito quas
completamente le erezioni peniene indotte dall’ ossitocina. Alle dosi usate in questi
esperimenti, la microiniezione di d(CH,)sTyr(Me)?-Orn-vasotocina nella VTA caudale

non modificadi per sé le erezioni peniene (Figura 4).

Effetto della microiniezione di aloperidolo, un antagonista dei recettori D2, nel nucleo
accumbens o0 nel PVN, sulle erezioni peniene indotte dalla somministrazione di

ossitocina nella VTA caudale

L’ aloperidolo (1ug) iniettato nello “shell” del nucleo accumbens (Figura 5), o nel PVN
(Figura 6), 15 minuti prima dell’ iniezione dell’ ossitocina (80 ng) nella VTA caudale, ha
ridotto quasi completamente gli episodi di erezione peniena indotti dall’ ossitocina
(P < 0.01). Alle dosi usate in questi esperimenti, la microiniezione di aloperidolo nel
nucleo accumbens o nel PVN non modifica di per sé le erezioni peniene, né induce

gualsiasi altra variazione comportamental e dell’ attivita motoria o della postura.

Effetto dell’iniezione di ossitocina nella VTA caudale sulle erezioni peniene e sulle
concentrazioni di dopamina e DOPAC nel dializzato del nucleo accumbens -

prevenzione dell’ effetto da parte della d(CH.)s Tyr (Me)*-Orn®-vasotocina

L’ ossitocina (80 ng) iniettata nella VTA caudale ha aumentato la concentrazione di
dopamina extracellulare e DOPAC in 20 ul nel diaizzato dello “shell” del nucleo
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accumbens da 2.5+0.3 pg e 15.3+2.4 pg a 5.6:0.5 pg e 29.04+3.1 pg, rispettivamente.
Questi aumenti sono stati trovati principalmente nelle aliquote di dializzato riguardanti i
primi 15-30 minuti successivi a trattamento ed hanno avuto una durata di circa 45
minuti (Figura 7). Come atteso, |’ossitocina ha anche indotto episodi di erezione
peniena, che sono stati osservati in media 15 minuti dopo |’aumento della dopamina
extracellulare nel dializzato del nucleo accumbens (cioé durante la raccolta dell’ aliquota
di dializzato dei 30-45 minuti). In accordo con cio, le AUC de ratti trattati con
ossitocina per le erezioni peniene, la dopamina ed il DOPAC, sono significativamente
piu alte di quelle de ratti trattati con il solo veicolo (controlli) (P < 0.01). L’ antagonista
recettoridle ossitocinergico d(CH.)sTyr(Me)?-Orn®-vasotocina (1 pg), iniettato nella
VTA caudale 15 minuti prima dell’ ossitocina, ha abolito quasi completamente sia le
erezioni peniene che |I'aumento nelle concentrazioni di dopamina e DOPAC nél
dializzato del nucleo accumbens indotto dall’ ossitocina (Figura 7). In accordo con cio, le
AUC dei ratti trattati con d(CH,)sTyr(Me)?-Orn®-vasotocina +ossitocina per le erezioni
peniene, la dopamina ed il DOPAC, sono significativamente piu basse rispetto a quelle
dei ratti trattati con veicolo+ossitocina (P < 0.01). Alle dosi usate in questi esperimenti,
lamicroiniezione di d(CH,)sTyr(Me)?-Orn®-vasotocina nellaVTA caudale non modifica
di per s2 le erezioni peniene, né le concentrazioni di dopamina e di DOPAC néel
dializzato del nucleo accumbens.

Effetto dell’iniezione di ossitocina nella VTA caudale sulle erezioni peniene e sulle
concentrazioni di dopamina e DOPAC nel dializzato del PVN - prevenzione dell’ effetto
da parte della d(CH,)sTyr (Me)?-Orn®-vasotocina

Nelle condizioni sperimentali usate in questo studio, la quantita di dopamina e DOPAC
trovata nel dializzato ottenuto dal PVN di ratti maschi che avevano I’ estremita della
cannula da microiniezione posizionata correttamente nella VTA caudale e la cannula da
microdialisi posizionata correttamente nel PVN e stata veramente bassa, ai limiti della
sensibilita del metodo. Infatti, i valori medi rilevati in un volume di 20 pul di dializzato
sono stati di 0.150+0.07 pg per la dopamina e di 1.35+0.03 pg per il DOPAC, valori
corrispondenti ad una concentrazione di 0.05 nM per la dopamina e 0.4 nM per il
DOPAC (vedi anche Mélis et al., 2003). | valori riportati sono stati trovati nel dializzato
proveniente dal PVN solo dopo un periodo di perfusione del PVN di almeno 2 ore, a

fine di equilibrare la soluzione di perfusione con il liquido extracellulare. Dato che il
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recupero della dopamina e del DOPAC che passa attraverso il probe puo essere stimato
approssimativamente come del 20% e 19%, rispettivamente, le concentrazioni di
dopamina e DOPAC nel fluido extracellulare paraventricolare possono essere stimate
come vicine a valori di 0.25 nM e di 2.1 nM, rispettivamente. L’ossitocina (80 ng),
iniettata nella VTA caudale, ha aumentato la concentrazione di dopamina extracellulare
e DOPAC in 20 pl di dializzato del nucleo paraventricolare, da 0.159+0.018 pg e
1.52+0.17 pg a 0.330+0.04 pg e 2.16+0.3 pg, rispettivamente. Questi aumenti sono stati
trovati principalmente nelle aliquote di dializzato riguardanti i 30-45 minuti successivi a
trattamento, hanno avuto una durata di circa 30 minuti, e S sono verificati
contemporaneamente a degli episodi di erezione peniena (Figura 8). In accordo con cio,
le AUC dei ratti trattati con ossitocina per le erezioni peniene, la dopamina ed il
DOPAC, sono significativamente piu alte di quelle del ratti trattati con il solo veicolo
(controlli) (P < 0.01). L’antagonista recettoriale ossitocinergico d(CH,)sTyr(Me)?-Orn®-
vasotocina (1 pg), iniettato nella VTA caudale 15 minuti prima dell’ ossitocing, ha
abolito quasi completamente sia le erezioni peniene che I’aumento nelle concentrazioni
di dopamina e DOPAC nel dializzato del PVN indotto dall’ ossitocina (Figura 8). In
accordo con cio, le AUC de rati trataii con d(CHy)sTyr(Me)%-Orn®-
vasotocinatossitocina per le erezioni peniene, la dopamina ed il DOPAC, sono
significativamente piu basse rispetto a quelle dei ratti trattati con veicolo+ossitocina (P <
0.01) (Figura8).

Effetto dell’ossitocina iniettata nella VTA caudale sulle erezioni peniene e sulla
produzione di NO, e NO3™ nel dializzato della VTA caudale - prevenzione da parte della
d(CH»)sTyr(Me)>-Orn®vasotocina

Nelle condizioni sperimentali usate in questo studio, la quantita di NO, e NO3™ nel
dializzato ottenuto da ratti maschi trovati avere I’ estremita della cannula da microdialisi
posizionata correttamente nella VTA caudale e stata di 0.23+0.03 ng e di 1.23+0.14 pg,
rispettivamente, in un volume di 20 pl di dializzato, vaori corrispondenti ad una
concentrazione di 0.28 uM per i NO, e di 0.95 uM per i NOs. | vaori riportati sono
stati trovati nel dializzato proveniente dalla VTA caudale solo dopo un periodo di
perfusione della cannula damicrodialisi di ameno 2 ore, a fine di equilibrareil buffer di
perfusione con il liquido extracellulare. Come atteso, I’ ossitocina (80 ng) iniettata nella

VTA caudale ha aumentato gli episodi di erezione peniena da 0.30£0.04 a 2.18+0.21,
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episodi che sono iniziati 25-30 minuti dopo I’iniezione e sono durati per all’incirca 30-
40 minuti. L’ ossitocina ha anche aumentato la concentrazione extracellulare di NO,™ da
0.28+0.03 uM a 0.7+0.08 uM, e di NOs extracellulare da 0.95+0.15 uM a 1.34+0.25
uM. Tali aumenti che si sono verificati gia 15 minuti dopo il trattamento e sono durati
per circa 30-45 minuti (Figura 9). L’aumento degli episodi di erezione peniena e delle
concentrazioni di NO, e NO3™ nel dializzato della VTA caudale indotto dall’ ossitocina e
stato quasi completamente abolito dalla somministrazione dell’ antagonista recettoriale
dell’ ossitocina d(CH.)sTyr(Me)*-Orn®vasotocina (1 ng), iniettata nella VTA caudale 15
minuti prima dell’ ossitocina (Figura 9). In accordo con cio, le AUC dei ratti trattati con
ossitocina per e erezioni peniene, NO, e NOg', sono significativamente piu alte di quelle
dei ratti trattati con il solo veicolo (controlli), mentre le AUC del ratti trattati con
d(CHy)sTyr(Me)-Orn®-vasotocina+ossitocina per le erezioni, NO, e NOs, sono
significativamente piu basse rispetto a quelle dei ratti trattati con veicolo+ossitocina e
simili a quelle dei ratti trattati con il solo veicolo (P < 0.01). Alle dos usate in questi
esperimenti, la microiniezione di d(CH.)sTyr(Me)?-Orn®-vasotocina nella VTA caudale
non modifica di per sé le erezioni peniene, né le concentrazioni di NO, e NO3™ nel
dializzato dellaVTA caudae.

Effetto della SVTC e del’ o-conotossina sulle erezioni peniene, e sull’aumento delle
concentrazioni di NO, nel dializzato della VTA caudale, indotte dalla somministrazione
dell’ ossitocina nella VTA caudale

L inibitore specifico della sintetasi dell’NO neuronale SMTC (20 ug) ha ridotto quas
completamente |’aumento degli episodi di erezione peniena e delle concentrazioni di
NO, nel dializzato della VTA caudale indotto dalla somministrazione di ossitocina (80
ng), quando somministrato nella VTA caudale 15 minuti prima dell’ ossitocina (Figura
10). Simili risultati sono stati ottenuti con la w-conotossina GVIA (50 ng), un
antagonista dei canali Ca®* voltaggio-dipendenti del tipo N, che ha ridotto quasi
completamente |’aumento degli episodi di erezione peniena e delle concentrazioni di
NO; ndl dializzato della VTA caudale indotto dalla somministrazione di ossitocina (80
ng), quando somministrato nella VTA caudae 15 minuti prima dell’ ossitocina (Figura
10). In accordo con cio, le AUC dei ratti trattati con SMTC+ossitocina e del ratti trattati
con m-conotossinatossitocina per le erezioni peniene e le concentrazioni di NO;', sono

significativamente piu basse rispetto a quelle dei ratti trattati con veicolo+ossitocina e
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simili a quelle dei ratti trattati con il solo veicolo (P < 0.01). Alle dos usate in questi
esperimenti, la microiniezione di SMTC o di w-conotossina nella VTA caudale non
modifica di per sé le erezioni peniene, né le concentrazioni di NO, nel dializzato della
VTA caudale.

Effetto dell’ODQ e dell’emoglobina sulle erezioni peniene, e sull’aumento delle
concentrazioni di NO, nel dializzato della VTA caudale, indotte dalla somministrazione
dell’ ossitocina nella VTA caudale

L’inibitore della guanilato ciclas solubile ODQ (40 pg) haridotto quasi completamente
I”aumento degli episodi di erezione peniena indotto dalla somministrazione di ossitocina
(80 ng), ma non I’aumento delle concentrazioni di NO7, nel dializzato della VTA
caudale, quando somministrato nella VTA caudale 15 minuti prima dell’ ossitocina
(Figura 11). A differenza dell’ODQ, I"’emoglobina (40 pg), un catturatore di NO, ha
abolito quas completamente |’ aumento delle concentrazioni di NO, nel dializzato della
VTA caudale, ma non |'aumento degli episodi di erezione peniena indotto dala
somministrazione di ossitocina (80 ng), quando somministrata nella VTA caudale
immediatamente prima dell’ ossitocina (Figura 11). In accordo con cio, le AUC dei ratti
trattati con ODQ+ossitocina per le erezioni peniene e de ratti trattati con
emoglobinat+ossitocina per le concentrazioni di NO,', sono significativamente piu basse
rispetto a quelle del ratti trattati con veicolo+ossitocing, mentre le AUC dei ratti trattati
con ODQ-+ossitocina per le concentrazioni di NO,, e de ratti trattati con
emoglobinatossitocina per le erezioni peniene, sono significativamente piu ate rispetto
a quelle dei ratti trattati con il solo veicolo (P <0.01). Alle dos usate in questi
esperimenti, la microiniezione di ODQ o di emoglobina nella VTA caudale non
modifica di per sé le erezioni peniene, né le concentrazioni di NO, nel dializzato della
VTA caudale.

Effetto dell’8-bromo-GMPc iniettato nella VTA caudale sulle erezioni peniene: curva

dose-risposta

Come mostrato in Figura 12, |I'8-bromo-GMP ciclico (0.5, 1, 2, 3, 5 e 10 ug),

microiniettato nella VTA caudale, induce episodi di erezione peniena, che iniziano
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al’incirca 15 minuti dopo il trattamento, sono presenti per circa 30 minuti, e
scompaiono approssimativamente dopo 50-60 minuti dal trattamento. La curva dose-
risposta segue un andamento “a campana’ (U rovesciata): la dose minima efficace é
stata 2 g, che ha aumentato il numero di episodi di erezione peniena da 0.39+0.052 a
1.1+0.25 (P < 0.01), mentre la dose piu efficace e stata 3 jug, che ha aumentato il numero
di episodi di erezione peniena da 0.39+0.052 a 2.0+0.45 (P<0.001). Una dose piu ata (5
Hg) érisultatainefficace (P> 0.1).

| mmunoistochimica

In seguito alla somministrazione del FluoroGold nello “shell” del nucleo accumbens,
I'intera VTA ha mostrato una numerosa popolazione di neuroni marcati con FluoroGold
(Figura 13). Questi erano distintamente piu abbondanti nella VTA caudale rispetto alla
VTA rostrale (Figura 13, B vs A, rispettivamente), e la maggior parte si € dimostrata
essere immunoreattiva verso la tirosina idrossilasi (TH), speciamente nella VTA
caudale (approssimativamente il 75%, versus il 50-60% nella VTA rostrale). Assoni
immunoreattivi al’ ossitocina sono stati trovati in tutta la VTA, e spesso attorno (o che
impingevano direttamente) ai neuroni marcati con FluoroGold (Figura 13, C-F). In
generdle, approssimativamente un terzo di neuroni marcati con FluoroGold,
immunoreattivi alla TH, sembra ricevere stretto contatto/i da parte di  assoni
ossitocinergici (Figura 13, G-H).

L’ immunoreattivita alla guanilato ciclasi é stata osservata esclusivamente nella VTA
caudale in divers pericaria neuronali (Figura 14, A e C, colorazione in rosso), molti dei
quali (piu del 60%) sono risultati essere immunoreattivi anche per il TH (Figura14, B e
C, colorazione in verde). Pericariaimmunoreattivi alla NO sintetasi neuronale sono stti
trovati sia nella VTA caudale che in quella rostrale, con assoni contenenti ossitocina
attorno ad (non mostrato). Nelle sezioni seriali della VTA caudale, una frazione
(10%) dei pericaria regttivi sia ala guanilato ciclasi che al TH (Figura 14, A-C) risulta
essere immunoresttiva (in sezioni adiacenti) anche alla NO sintetasi neuronale (Figura
14, E e F, colorazione in verde), e circondata da assoni e terminali contenenti ossitocina

(Figura 14, D e F, colorazione in rosso).
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DISCUSSIONE

| risultati degli esperimenti con I’ apomorfina confermano che questo farmaco, agonista
misto del recettori dopaminergici D1 e D2, induce erezione peniena quando iniettato nel
PVN di ratti maschi (Melis et al., 1987, 2006), e mostrano per la prima volta che questo
effetto &€ accompagnato da un aumento della concentrazione di dopamina extracellulare,
e del suo principale metabolita DOPAC, nel dializzato proveniente dallo “shell” del
nucleo accumbens. Questa area cerebrale contiene le terminazioni nervose dei neuroni
dopaminergici mesolimbici che originano nell’area ventrale tegmentale (VTA) (vedi
Dahlstrom & Fuxe, 1964). Questi neuroni giocano un ruolo chiave per quanto riguarda
le proprieta motivazionali e di ricompensa dei rinforzi naturali, quali cibo ed attivita
sessuae, ed anche delle sostanze d’'abuso (vedi Fibiger & Phillips, 1988; Everitt, 1990;
Pfaus & Everitt, 1995; Wise & Rompre, 1989). Considerati assieme all’abilita del
raclopride, potente D2 antagonista (Millan et al., 1998), e dell’ L-745,870, potente D4
antagonista (Patel et al., 1997), di ridurre |’erezione peniena e gli aumenti nelle
concentrazioni di dopamina e DOPAC nel dializzato del nucleo accumbens indotti
dal’apomorfina, questi risultati suggeriscono che la stimolazione dei recettori
dopaminergici della famiglia D2 (che include i recettori del sottotipo D4) nel PVN non
solo facilita la funzione erettile, ma aumenta anche I’ attivita di meccanismi che portano,
a loro volta, al’attivazione di questo sistema motivazionale e di rinforzo. Cio puo
contribuire ad un aumento della motivazione sessuale e dell’ attivazione sessuale, aspetti
che normalmente anticipano gli aspetti consumatori dell’atto sessuale vero e proprio
(copuld). Questo puo verificarsi, ad esempio, quando un ratto maschio sessuamente
potente viene messo in presenza di una femmina recettiva ma inaccessibile. | ratti in
guesta condizione usualmente mostrano (ma non tutti) delle erezioni definite senza-
contatto mediate dai feromoni (Sachs et al., 1994; Liu et al., 1997; Mdlis et al., 1998;
Sachs, 2000) che s verificano contemporaneamente ad un aumento della dopamina (e
del DOPAC) nel PVN (Médlis et al., 2003). L’aumento di dopamina nel PVN e ancora
piu alto quando i ratti maschi sono messi in condizione di copulare con la femmina
recettiva (Melis et al., 2003). Dal momento che i feromoni sessuali agiscono nell’ area
preottica mediale e nell’amigdala (vedi Liu et al., 1997), e probabile che questi stimoli
sessuali attivino del circuiti neurai che includono il PVN, al fine di facilitare |’ erezione
peniena (una delle componenti consumatorie dell’attivita sessuale), ed il nucleo
accumbens, dove la dopamina agisce da mediatore della trasposizione degli aspetti

motivazionali in comportamenti finalizzati a raggiungimento dell’ obiettivo (in questo
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caso |’ attivita sessuale) (Goto & Grace, 2005). In linea con questa ipotesi, un aumento di
dopamina simile a quello indotto dall’ apomorfina in questo studio si verifica nel nucleo
accumbens durante le erezioni senza-contatto e la copula (Pfaus & Everitt, 1995).

Riguardo a meccanismo mediante cui I’ agpomorfina aumenta la dopamina extracellulare
nel nucleo accumbens, I'abilita della d(CH,)sTyr(Me)*-Ornf-vasotocina, potente
antagonista dei recettori ossitocinergici (Bankowski et al., 1980), somministrata I.C.V .,
di ridurre quas completamente |’aumento nelle concentrazioni di dopamina nel
dializzato del nucleo accumbens, suggerisce che questo effetto € mediato dal rilascio di
ossitocina in aree cerebrali extraipotalamiche. In altre parole, la stimolazione dei
recettori dopaminergici nel PVN induce il rilascio di ossitocina in aree cerebrali che
influenzano I’ attivita dei neuroni dopaminergici mesolimbici che mediano gli effetti
appetitivi e rinforzanti dell’ attivita sessuale. Questo rende altamente probabile che la
VTA sia una delle aree cerebrali in cui I’ossitocina viene rilasciata in seguito ala
stimolazione dei neuroni ossitocinergici che hanno origine nel PVN. La VTA infatti
contiene fibre ossitocinergiche che originano nel PVN (Buijs, 1978; Sofroniew, 1983;
Roeling et al., 1993), recettori ossitocinergici e relativo RNA messaggero (Freund-
Mercier et al., 1987; Vaccari et al., 1998). L’ ossitocina liberata nella VTA potrebbe
agire direttamente e/o indirettamente sui corpi cellulari dei neuroni dopaminergici
portando ad un aumento del rilascio di dopamina nel nucleo accumbens, e contribuire
quindi ad un aumento della motivazione e dell’ attivazione sessuale. Questa ipotesi e
fortemente suffragata dai risultati degli esperimenti di questo studio che dimostrano, per
la prima volta, che I’ ossitocina iniettata monolateralmente nella VTA caudale, ma non
nella VTA rostrale, induce erezione peniena secondo una curva dose-risposta “a
campana’ (U rovesciata), a dosi comprese tra 20 e 80 ng. Dato che I’ effetto proerettile
dell’ossitocina iniettata nella VTA caudale viene quasi completamente abolito dalla
somministrazione nella stessa area della d(CH,)sTyr(Me)>-Ornf-vasotocina, questo
effetto € mediato dalla stimolazione dei recettori per |’ossitocina nella VTA, come
trovato per |'effetto proerettile dell’ossitocina iniettata nel PVN (Argiolas & Médlis,
1995, 2004, 2005). Tuttavia, la curva dose-risposta dell’ effetto proerettile dell’ ossitocina
iniettata nella VTA differisce da quella per I’ effetto proerettile del neuropeptide iniettato
nel PVN. Infatti, I’ossitocina iniettata unilateralmente nel PVN e in grado di indurre
episodi di erezione peniena giaados di 3 ng (Argiolas et al., 1986). Inoltre, nel PVN
non e stata osservata una curva dose-risposta “a campana’ dell’ effetto proerettile della

somministrazione di ossitocina, come ndl caso dellaVTA. Un'atra differenza e che, nel
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caso della VTA, la risposta sessuale inizia 30 minuti dopo la microiniezione di
ossitocina in quest’area, mentre appare in 5-10 minuti quando il neuropeptide viene
iniettato nel PVN (Argiolas et al., 1986). La ragione di queste differenze € al momento
sconosciuta. Nonostante cio, i risultati ottenuti offrono interessanti spunti per cercare di
descrivere almeno in parte cosa accade durante questo arco di tempo. Primo, le erezioni
indotte dall’ ossitocina somministrata nella VTA iniziano 15 minuti dopo un aumento
della concentrazione di dopamina (e DOPAC) extracellulare nello “shell” del nucleo
accumbens. A tal proposito, € importante ricordare che le terminazioni nervose dei
neuroni dopaminergici mesolimbici del nucleo accumbens, hanno i loro corpi cellulari
principalmente nella porzione caudale della VTA. Come ricordato prima, I'attivita di
guesti neuroni s ritiene che abbia un ruolo chiave per quanto riguarda le proprieta
motivazionali dei rinforzi naturali, quali cibo, acqua, ed attivita sessuale (vedi Fibiger &
Phillips, 1988; Wise & Rompre, 1989; Everitt, 1990). In particolare, nel caso
dell’ attivita sessuale la dopamina rilasciata da questi neuroni pud essere importante per
laricerca di un partner sessuale e per raggiungere quindi |’ attivita sessuale per ottenere
ricompensa, ossia gratificazione e soddisfazione che fungono da stimolo di rinforzo per
cercare di nuovo I’ attivita sessuale (vedi Goto & Grace, 2005). In accordo con cio, la
dopamina extracellulare aumenta nello “shell” del nucleo accumbens di ratti maschi
sessualmente potenti durante I’ esposizione ad una femmina recettiva ma inaccessibile, e
tale aumento diventa ancora maggiore quando a ratto maschio viene permesso di
copulare con la femmina recettiva (Pfaus & Everitt, 1995). Secondo, le erezioni peniene
indotte dalla somministrazione dell’ossitocina nella VTA s verificano
contemporaneamente ad un aumento della dopamina (e del DOPAC) extracellulare nel
PVN, dove originano i neuroni ossitocinergici (che proiettano in aree cerebrali
extraipotalamiche, inclusalaVTA ed il midollo spinale) che giocano un ruolo chiave nel
controllo centrale della funzione erettile. A questo proposito € importante ricordare (vedi
I’Introduzione) che la dopamina nel PVN s trova nel terminai nervos di neuroni
dopaminergici che originano nel sistema dopaminergico incerto-ipotalamico, i quali
impingono sui  neuroni  ossitocinergici, e che ['attivazione di questi neuroni
ossitocinergici da parte della dopamina, e/o da parte di dopamino-agonisti del tipo D2 (e
del sottotipo D4) facilita I’erezione peniena (vedi Méelis et al., 2003, 2005, 2006;
Argiolas & Mélis, 2004, 2005). Il fatto che I’ erezione peniena si verifichi in seguito
all’aumento della dopamina extracellulare nel nucleo accumbens e contemporaneamente

ad un aumento della dopamina extracellulare nel PVN, suggerisce che I’ ossitocina attiva
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i neuroni dopaminergici mesolimbici, cosa che a sua volta contribuisce ad attivare, con
un meccanismo ancora Sconosciuto, i neuroni dopaminergici incerto-ipotalamici; la
dopamina rilasciata da questi neuroni nel PVN stimola quindi i neuroni ossitocinergici
che mediano I’erezione peniena, come gia discusso (vedi Melis et al., 2003, 2006;
Argiolas & Mélis, 2004, 2005).

Questa interpretazione e supportata anche dai risultati degli studi di immunoistochimica
di questo studio. Primo, gli esperimenti di immunoistochimica confermano che laVTA
contiene fibre ossitocinergiche, che originano nel PVN (Buijs, 1978; Sofronew, 1983;
Roeling et al., 1993), e mostrano per la prima volta che alcune di queste fibre fanno
contatto e/o passano attorno a corpi cellulari di neuroni dopaminergici mesolimbici che
hanno i loro terminali nello “shell” del nucleo accumbens. Di particolare interesse, la
regione della VTA caudale contiene un ato numero di corpi cellulari dopaminergici,
comparata alle regioni adiacenti. Questi risultati suggeriscono anche che i recettori per
I’ ossitocing, che attivano i neuroni dopaminergici mesolimbici, si trovano, con molta
probabilita, sui corpi cellulari di questi neuroni dopaminergici (vedi anche Succu et al.,
2007; Martino et al., 2005). Secondo, I’ doperidolo, un potente antagonista dei recettori
dopaminergici del tipo D2, somministrato nel PVN o nel nucleo accumbens 15 minuti
prima della sommistrazione dell’ ossitocina nella VTA caudale, riduce le erezioni

peniene indotte dalla somministrazione del neuropeptide.

Insieme ai precedenti risultati (che mostrano che la stimolazione da parte di agonisti
dopaminergici dei recettori dopaminergici del tipo D2 nel PVN induce episodi di
erezione peniena ed un contemporaneo aumento nella concentrazione di dopamina
extracellulare nello “shell” del nucleo accumbens, e che queste risposte sono quas
completamente  abolite dala precedente somministrazione [.C.V. ddla
d(CH.)sTyr(Me)%-Orn®vasotocina), questi risultati supportano I’ipotesi dell’ esistenza di
un circuito neurale che connette il PVN conlaVTA ed il nucleo accumbens (Figura 15).
Questo circuito potrebbe giocare un ruolo importante nell’integrazione delle attivita
neurali coinvolte nel controllo degli aspetti consumatori (erezione-eiaculazione) ed
anticipatori (motivazione e rinforzo) del comportamento sessuale maschile in contesti
fisiologici (Mélis et al., 2007). Sempre in accordo con questa ipotesi, come gia detto, la
dopamina (ed il DOPAC) extracellulare aumenta nel nucleo accumbens e nel PVN di
ratti maschi sessuamente potenti durante I’esposizione ad una femmina recettiva ma

inaccessibile (quando si verificano le erezioni senza-contatto), ed ancor di piu quando
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viene consentito loro di copulare (Pfaus & Everitt, 1995; Mdlis et al., 2003). Sembra
quindi ragionevole ipotizzare che questo circuito neurale, mentre contribuisce agli
aspetti consumatori del comportamento sessuae, alo stesso tempo attiva anche il
sistema dopaminergico mesolimbico, e fornisce un substrato neurale che puo spiegare le
proprieta di rinforzo dell’ attivita sessuale (vedi Everitt, 1990; Pfaus & Everitt, 1994).
Riguardo a cio, € importante ricordare che il sistema dopaminergico mesolimbico
attivato dall’ ossitocina iniettata nella VTA e lo stesso attivato dalle sostanze d’ abuso,
quali oppiacei, cannabinoidi, anfetamine, cocaina ed alcol (vedi Tanda et al., 1997), e
che I’ossitocina € in grado di ridurre la tolleranza e la dipendenza alla cocaina, ala
morfina, al’acol, ed ai cannabinoidi (Kovacs et al., 1998; Cui et al., 2001).

Infine, i risultati ottenuti dimostrano che I” ossitocina iniettata nella VTA caudale induce
erezione peniena con un meccanismo che coinvolge I'attivita della  NO sintetas,
presente nella VTA (Vincent & Kimura, 1992; Johonson & Ma, 1994; Southam &
Garthwaite, 1994; Ding et al., 2004), e la produzione di NO. Infatti, i risultati di questo
studio mostrano che I’ossitocina iniettata nella VTA aumenta I’ attivita della NO
sintetasl, e quindi la produzione di NO, misurata dall’ aumentata concentrazione di NO,
ed NO3;™ ndl dializzato della VTA caudal e ottenuto mediante I’ utilizzo della microdialisi
intracerebrale in vivo (Succu et al. 2008, Médlis et al., 2007). | NO, ed NO3z sono i
prodotti della reazione dell’NO appena formato con I’ O,, e rappresentano un indiretto,
ma affidabile, indicatore della produzione di NO in vivo nel fluidi biologici, ameno in
condizioni di assenza di sangue (Ignarro, 1990; Méelis et al., 1996). L’aumento nella
produzione di NO nella VTA caudale e presente gia 15 minuti dopo I'iniezione di
ossitocina nella VTA, mentre I’ erezione peniena € osservabile solo dopo 25-30 minuti.
Di particolare importanza, in questo contesto, € il fatto che I’ ossitocina iniettata nella
VTA caudale, ad una dose che induce erezione peniena, aumenta la concentrazione di
dopamina (e di DOPAC) extracellulare nel dializzato dello “shell” del nucleo accumbens
15 minuti dopo la sua somministrazione (Melis et al., 2007), cioe allo stesso tempo nel
guale aumenta la produzione di NO, ed NO3;™ nel dializzato della VTA caudale dopo la
somministrazione del neuropeptide in questa area cerebrale.

Sia I’'aumento nella produzione di NO che gli episodi di erezione peniena indotti
dall’ ossitocina iniettata nella VTA caudale, sono aboliti dalla somministrazione in
guesta stessa area sia della SMTC, un potente inibitore della NO sintetasi neuronale
(Furbine et al., 1994), che della d(CH,)sTyr(Me)*>-Orn®vasotocina, che bloccai recettori
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ossitocinergici. Nel complesso, questi risultati confermano che I’ossitocina induce
erezione peniena, quando iniettata nella VTA, attivando 1 recettori per |’ossitocina e
suggeriscono che la stimolazione di questi recettori porta, al’interno del neurone,
al’ativazione della NO sintetasi, il che porta a sua volta ad un aumento nella
produzione di NO. L’NO a sua volta attiva delle vie neurai che portano, in ultimo,
al’ erezione peniena. Quanto a meccanismo mediante cui la stimolazione dei recettori
ossitocinergici porta al’attivazione della NO sintetasi, € possibile che | attivazione di
questo enzima sia secondaria ad un aumento nell’influsso di ioni Ca** al’interno dei
neuroni che contengono la NO sintetasi, enzima Ca**-calmodulina dipendente (vedi
Ignarro, 1990; Southam & Garthwaite, 1993; Shuman & Madison, 1994). In accordo con
guesta spiegazione, I’ aumento della produzione di NO nella VTA caudale, e del numero
di erezioni peniene indotte dall’ossitocina, sono aboliti dalla somministrazione della -
conotossina, un potente bloccante dei canali Ca** del tipo N (McCleskey et al., 1987),
iniettatanellaVTA 15 min primadell’ ossitocina.

Come gia detto (vedi I’ Introduzione), simili meccanismi si verificano anche nel PVN.
Infatti, anche nel caso del PVN, I’ effetto proerettile dell’ ossitocina ed il concomitante
aumento nella produzione di NO, vengono aboliti dalla precedente somministrazione in
questa stessa area della d(CH.)sTyr(Me)*>-Orn®vasotocina, della SMTC, e della -
conotossina (vedi Argiolas & Melis, 2004, 2005).

Quanto a meccanismo mediante cui |’aumento nella produzione di NO, indotto dalla
stimolazione dei recettori per |’ ossitocina nella VTA caudale, induce |’ erezione peniena,
I’NO sembra agire a livello della VTA come messaggero intracellulare all’interno dei
neuroni nei quali s € formato, dato che I’emoglobina, un potente “scavenger” dell’NO,
iniettata nella VTA immediatamente prima dell’ ossitocina, riduce la concentrazione di
NO, nel didlizzato della VTA senzainfluenzare gli episodi di erezione peniena. A causa
del suo alto peso molecolare, I’ emoglobina non attraversa le membrane cellulari, per cui
in questo contesto, si puod ritenere che |I’emoglobina stia agendo come *“scavenger”

dell’NO extracellulare, manon di quello intracellulare.

Per quanto riguarda il target attivato dal’NO nella VTA caudale che poi porta
all’ erezione peniena, la capacita dell’ ODQ, un potente inibitore della guanilato ciclasi
(Garthwaite et al., 1995), di ridurre gli episodi di erezione peniena senza pero ridurre
I"aumento nella produzione di NO, supporta I'ipotesi che I'NO facilita I’erezione

peniena attivando la guanilato ciclagi, il target principale dell’NO nel Sistema Nervoso
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Centrale (vedi Ignarro, 1990; Southam & Garthwaite, 1993; Shuman & Madison, 1994).
Questa ipotesi € suffragata dalla capacita dell’ 8-bromo-GMP ciclico, un analogo attivo
del GMP ciclico resistente alle fosfodiesterasi, di indurre erezione peniena, in modo
dose-dipendente, quando iniettato nellaVTA caudale.

Ulteriore supporto per un coinvolgimento del sistema NO-GMPc néll’ effetto proerettile
dell’ossitocina  somministrata nella VTA caudale proviene da risultati  di
immunoistochimica di questo studio, che mostrano che nella VTA caudae fibre
immunoregttive al’ ossitocina impingono sui corpi cellulari di neuroni immunoreattivi
sia dla TH che alla NO sintetasi, e che una parte di questi neuroni € immunorezttiva
anche alla guanilato ciclasi. Nelle condizioni sperimentali di questo studio, la frazione di
neuroni nella VTA caudale immunoregttivi sia ala TH che ala NO sintetas, e
al’incircadel 60%. Questo valore &€ simile aquello riportato in studi precedenti (Kleibor
et al., 2004), che hanno riportato valori dal 29% a 67% nelle diverse parti della VTA.
Sebbene solo il 10% di questi neuroni (immunoreattivi siaala TH che allaNO sintetasi)
€ positivo anche per la guanilato ciclas e mostra contatti da parte di fibre/assoni
contenenti ossitocing, questi neuroni hanno un importante ruolo nell’ effetto proerettile
dell’ ossitocina iniettata nella VTA, dal momento che gli inibitori della NO sintetasi e
della guanilato ciclasi, somministrati nella VTA caudae, aboliscono quasi

completamente |’ effetto proerettile dell’ ossitocina.

Nel loroinsieme, i risultati degli esperimenti con I’emoglobinae |’ ODQ, uniti a risultati
ottenuti con i saggi di immunoistochimica, supportano I'ipotesi che I'NO sintetas e la
guanilato ciclasi coesistono nei corpi cellulari di neuroni dopaminergici mesolimbici, la
cui attivazione facilita |’erezione peniena. | risultati di immunoistochimica infatti,
mostrano che I'immunoreattivita alla guanilato ciclasi ed alla NO sintetasi € presente in
corpi cellulari immunoreattivi alla TH, i quali inviano le loro proiezioni a nucleo
accumbens. |l fatto che la guanilato ciclasi, e quindi il GMP ciclico, pud attivare i
neuroni dopaminergici per facilitare |’ erezione peniena e anche in linea con il fatto che
le erezioni peniene indotte dalla somministrazione del 8-bromo-GMP ciclico nellaVTA
caudale s verificano gia 15 minuti dopo il trattamento, mentre quelle indotte dalla
somministrazione di ossitocina nella VTA caudale s verificano 25-30 minuti dopo il
trattamento. Ci0 puO essere spiegato dal fatto che mentre I'effetto proerettile
dell’ossitocina si verifica dopo diversi passaggi (cioe, a partire dalla stimolazione dei

suoi recettori, che aumenta I’influsso di Ca** all’interno dei corpi cellulari, che a sua
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volta porta all’ attivazione della NO sintetasi che aumenta la produzione di NO, il quale,
infine, attiva la guanilato ciclasi, causando un aumento della concentrazione di GMP
ciclico), I'8-bromo-GMP ciclico stimola direttamente meccanismi ancora sconosciuti,
attivati in condizioni fisiologiche dal GMP ciclico, causando |’ attivazione del neuroni

dopaminergici, attivazione che portainfine all’ erezione peniena.

Nel complesso, questi risultati mostrano che I’ ossitocina iniettata nella VTA caudale
ativa il sistema NO-GMP ciclico localizzato al’interno del corpi cellulari di neuroni
dopaminergici mesolimbici che proiettano a nucleo accumbens. Questo porta
all’ attivazione di questi neuroni, e dei circuiti neurali responsabili della stimolazione del
sistema dopaminergico incerto-ipotalamico, e di conseguenza al’ attivazione dei neuroni
ossitocinergici paraventricolari che controllano la risposta erettile (Mélis et al., 2007,
Succu et al., 2007, 2008). | sistemi neurai che originano nel nucleo accumbens e
causano |’attivazione del sistema dopaminergico incerto-ipotalamico, sono ancora
sconosciuti. Ulteriori studi sono necessari a fine di identificare i sistemi neurali ed i

neurotrasmettitori coinvolti.
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CONCLUSIONE

In conclusione, i risultati del mio lavoro dimostrano che la stimolazione del recettori
dopaminergici nel PVN attiva neuroni ossitocinergici che proiettano non solo nel
midollo spinale ma anche nellaVTA, e probabilmente anche in atre aree cerebrali come
I’ippocampo, dove I’iniezione bilaterale di ossitocina induce erezione peniena (Melis et
al., 1987, 1990, 1992). L’ossitocina qui liberata attiva, con un meccanismo che
coinvolge il sistema NO-GMPc, i neuroni dopaminergici mesolimbici che proiettano nel
nucleo accumbens. La dopamina qui liberata, in qualche modo, attiva vie neurali che
portano all’ attivazione dei neuroni dopaminergici incerto-ipotalamici, che a loro volta
attivano i neuroni ossitocinergici nel PVN. Questo suggerisce I’ esistenza di un circuito
neurale in cui neuroni dopaminergici e ossitocinergici giocano un ruolo molto
importante per gli aspetti anticipatori-motivazionali e consumatori del comportamento
sessuale. Questo circuito pud essere attivato da stimoli sessuali fisiologici come, ad
esempio, | feromoni rilasciati dalla femmine recettive, e, quando attivato, facilita non
solo il comportamento copulatorio attraverso |’ attivazione di neuroni ossitocinergici che
proiettano nel midollo spinale, mafavorisce anche i meccanismi gratificanti e di rinforzo
dell’ attivita sessuale attraverso la stimolazione di neuroni ossitocinergici che proiettano
nella VTA e che attivano i sistemi dopaminergici della motivazione e della
gratificazione (Melis et al., 2007; Succu et al., 2007, 2008).
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Figura 1. (A sinistra) Effetto dell’apomorfina (APO), iniettata nel PVN di ratti maschi,
sull’ erezione peniena e sulla concentrazione extracellulare di dopamina e di DOPAC nel
dializzato ottenuto dallo “shell” del nucleo accumbens. L’ apomorfina (0.1 pg) disciolta
in fisiologica, o la fisiologica da sola, & stata iniettata in un volume di 0.3 pl nel PVN
dopo la raccolta di 3 aiquote di dializzato per la determinazione dei valori basali di
dopamina e DOPAC (come descritto nel Materiali e Metodi). Dopo I’'iniezione, i ratti
sono stati riposizionati individualmente in gabbie di Plexiglas e osservati per altri 75 min
durante i quali sono stati contati gli episodi di erezione peniena e sostituiti i loops di
raccolta del dializzato pieni con quelli vuoti. La dopamina ed il DOPAC sono stati
immediatamente misurati nelle aliquote di dializzato mediante HPLC accoppiata a
rilevazione elettrochimica. | valori riportati sono le medie + SEM di 7 ratti per gruppo. *
P < 0.01 rispetto a ratti trattati con veicolo (one-way ANOVA). (A destra)
Rappresentazione schematica di due sezioni coronali di cervello di ratto che mostrano la
posizione usuale della cannula da microdialisi (cerchi pieni) nello “shell” del nucleo

accumbens, e ddl’estremita dela cannula da microiniezione ne PVN.
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Figura 2. Effetto del raclopride e de L-745,870 sull’erezione peniena e sul
concomitante aumento della dopamina e del DOPAC nel dializzato proveniente dallo
“shell” del nucleo accumbens indotto dall’ apomorfina iniettata nel PVN. |l raclopride
(1 ng) o I'L-745,870 (1 ug), disciolto in fisiologica, € stato iniettato nel PVN in un
volume di 0.3 pl 15 min prima dell’apomorfina (0.1 pg). Le atre condizioni
sperimentali sono identiche a quelle descritte nella Legenda della Figura 1. | valori
riportati sono le medie+ SEM di 7 ratti per gruppo. * P < 0.01 rispetto ai ratti trattati con
il veicolo; # P < 0.01 rispetto a corrispondente gruppo trattato con apomorfina da sola
(one-way ANOVA, seguitadal Tukey’s multiple comparison test).
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Figura 3. Effetto della d(CH,)sTyr(Me)2-Orn8-vasotocina (Oxy Ant) sulle erezioni

peniene e sul concomitante aumento della dopamina e del DOPAC nel diadizzato dello
“shell” del nucleo accumbens indotto dall’apomorfina iniettata nel PVN. La
d(CH,)sTyr(Me)2-Orn8-vasotocina (1 pug) disciolta in fisiologica € stata iniettata nei
ventricoli laterali (1.C.V.) in un volume di 10 pl 15 min prima dell’ apomorfinanel PVN
(0.1 pg). Le atre condizioni sperimentali sono identiche a quelle riportate nella Legenda
della Figura 1. | valori riportati sono le medie + SEM di 7 ratti per gruppo. * P < 0.01
rispetto ai ratti trattati con il veicolo; # P < 0.01 rispetto al gruppo corrispondente trattato
con apomorfina da sola (one-way ANOVA, seguita dal Tukey’'s multiple comparison
test).
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Figura 4. (A) Effetto dell’ossitocina iniettata nella VTA rostrae o caudale di ratti
maschi sull’erezione peniena: curve dose-risposta e antagonismo da parte della
d(CH,)sTyr(Me)2-Orn8-vasotocina. (A) L’ossitocina (0, 20, 40, 80, and 100 ng),
discioltain fisiologica, € stata iniettata nella VTA rostrale o caudale in un volume di 0.3
pl in2 min. | ratti di controllo sono stati trattati con la fisiologica da sola. Quando é stata

usata la d(CH,)sTyr(Me)2-Orn8-vasotocina, il composto (1 pg) € stato iniettato in un

volume di 0.3 pl 15 min primadell’ ossitocina. Dopo il trattamento, gli animali sono stati
messi individual mente in gabbie di Plexiglas e osservati per 60 min durante i quali sono
stati contati gli episodi di erezione peniena. | valori riportati sono le medie + SEM di 7
ratti per gruppo. *P<0.01 rispetto ai ratti trattati con il solo veicolo; # P<0.01 rispetto al
gruppo corrispondente trattato con la sola ossitocina (one-way ANOVA, seguita dal
Tukey’s multiple comparison test). (B) Rappresentazione schematica di due sezioni
coronali del cervello di ratto che mostrano la posizione dell’ estremita della cannula da
microiniezione (cerchi pieni) nella VTA rostrale o caudale del ratti maschi utilizzati in

guesta serie di esperimenti.
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Figura 5. (A) Effetto dell’aloperidolo iniettato nello “shell” del nucleo accumbens
(NAs) sulle erezioni indotte dall’ ossitocina iniettata nella VTA caudale. L’ aloperidolo (1
1Q), disciolto in unagoccia di acido acetico glaciae e diluito con acqua distillata, € stato
iniettato nel nucleo accumbens in un volume di 0.3 pl 15 min prima dell’iniezione
dell’ossitocina (80 ng) nella VTA caudale. Le atre condizioni sperimentali sono
identiche a quelle riportate nella Legenda della Figura 4. | valori riportati sono le medie
+ SEM di 6 ratti per gruppo. *P < 0.01 rispetto ai ratti trattati con veicolo; #P < 0.01
rispetto a gruppo corrispondente trattato con ossitocina da sola (one-way ANOVA,
seguita dal Tukey’s multiple comparison test). (B) Rappresentazione schematica di due
sezioni coronali di cervello di ratto che mostrano la posizione dell’estremita della
cannula di microiniezione (cerchi pieni) per |I’aloperidolo nel nucleo accumbens, e per
I’ ossitocinanellaVTA caudale dei ratti maschi utilizzati in questa serie di esperimenti.
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Figura 6. (A) Effetto dell’ aloperidolo iniettato nel PVN sulle erezioni peniene indotte
dall’ossitocina iniettata nella VTA caudale. L’aloperidolo (1 pg), disciolto con una
gocciadi acido acetico glaciale e diluito con acqua distillata, € stato iniettato nel PVN in
un volume di 0.3 gl 15 min prima dell’iniezione dell’ ossitocina (80 ng) nella VTA
caudale. Le atre condizioni sperimentali sono identiche a quelle riportate nella Legenda
della Figura 4. | valori riportati sono le medie + SEM di 6 ratti per gruppo. *P < 0.01
rispetto ai ratti trattati con veicolo; #P < 0.01 rispetto al gruppo corrispondente trattato
con ossitocina da sola (one-way ANOVA, seguita dal Tukey’'s multiple comparison
test). (B) Rappresentazione schematica di due sezioni coronali di cervello di ratto che
mostrano la posizione dell’ estremita della cannula di microiniezione (cerchi pieni) per
I’aoperidolo nel PVN, e per |’ ossitocina nella VTA caudale del ratti maschi utilizzati in

guesta serie di esperimenti.
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Figura 7. (A) Effetto del’ossitocina (80 ng) sulle erezioni peniene e sulle
concentrazioni extracellulari di dopamina e DOPAC nel dializzato dello “shell” del

nucleo accumbens. antagonismo da parte della d(CH,)sTyr(Me)2-Orn8-vasotocina (1

Kg). L’ ossitocina (80 ng) disciolta in fisiologica o la fisiologica da sola é stata iniettata
in un volumedi 0.3 ul nellaVTA caudale dopo laraccoltadi 3 aliquote di dializzato per
la determinazione del valori basali della dopamina e del DOPAC nello “shell” del nucleo
accumbens, come descritto nel Materiali e Metodi. La d(CH,)sTyr(Me)2-Orné-

vasotocina € stata iniettata nella VTA caudale in un volume di 0.3 pl di fisiologica 15
min prima dell’ ossitocina. Dopo I’'iniezione di ossitocing, i ratti Sono stati osservati per
75 min durante i quali sono stati conteggiati gli episodi di erezione peniena e sostituiti i
loops di raccolta del dializzato pieni con quelli vuoti. La dopamina e il DOPAC sono
stati immediatamente misurati mediante HPLC accoppiata a rilevazione el ettrochimica.
Le AUC sono state calcolate come descritto nel Materiali e Metodi. | valori riportati
sono le medie + SEM di 6 ratti per gruppo. *P < 0.01 rispetto ai ratti trattati con veicolo;
#P < 0.01 rispetto a gruppo corrispondente trattato con ossitocina da sola (one-way
ANOVA, seguita dal Tukey's multiple comparison test). (B) Rappresentazione
schematica di due sezioni coronali di cervello di ratto che mostrano la posizione della

cannula da microdiaisi (quadrati pieni) nello “shell” del nucleo accumbens, e
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dell’ estremita della cannula da microiniezione (cerchi pieni) nellaVTA caudale dei ratti

maschi utilizzati in questa serie di esperimenti.
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Figura 8. (A) Effetto dell’ossitocina (80 ng) sulle concentrazioni extracellulari di
dopamina e DOPAC nel didizzato del PVN: antagonismo da parte della

d(CH,)sTyr(Me)2-Orn8-vasotocina (1 pg). Le condizioni sperimentali sono identiche a

guelle riportate nellalegenda della Figura 7. | valori riportati sono le medie + SEM di 6
ratti per gruppo. *P < 0.01 rispetto ai ratti trattati con veicolo; #P < 0.01 rispetto al
gruppo corrispondente trattato con ossitocina da sola (one-way ANOVA, seguita dal
Tukey’'s multiple comparison test). B) Rappresentazione schematica di due sezioni
coronali di cervello di ratto che mostrano la posizione della cannula da microdiais
(quadrati pieni) nel PVN, e dell’ estremita della cannula da microiniezione (cerchi pieni)

nellaVTA caudale dei ratti maschi utilizzati in questa serie di esperimenti.
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Figura 9. (A sinistra) Effetto dell’ ossitocina iniettata nella VTA caudale sulle erezioni
peniene e sulla produzione di NO, e NO3 nel dializzato ottenuto dalla VTA caudale:
antagonismo da parte della d(CH,)sTyr(Me)2-Orn8-vasotocina. La d(CH,)sTyr(Me)2-

Orn8-vasotacina (1 pg) disciolta in fisiologica (0.3 ul) o la fisiologica da sola ¢ stata
iniettatanella VTA caudale 15 min primadella ossitocina (80 ng). Dopo le iniezioni, che
sono state eseguite dopo laraccoltadi tre aliquote di dializzato per la determinazione dei
valori basali di NO,” and NOs nella VTA caudae, gli animali sono stati mess
individualmente in gabbie di Plexiglas e osservati per altri 75 min, durante i quali sono
state raccolte atre 5 aliquote di dializzato e contati gli episodi di erezione peniena, come
descritto nei Materiali e Metodi. | valori riportati sono le medie + SEM di 6 ratti per
gruppo. *P < 0.01 rispetto ai ratti trattati con veicolo; #P < 0.01 rispetto a gruppo
corrispondente trattato con ossitocina da sola (one-way ANOVA, seguita dal Tukey’'s
multiple comparison test). (A destra) Rappresentazione schematica di una sezione
coronale del cervello di ratto che mostra la traccia della cannula da microdiais diretta
alaVTA caudde. L’ingrandimento nella Figura, colorato con il Rosso Neutro, mostrala
posizione usuale dell’ estremita della cannula da microdiaisi nella VTA caudale dei ratti

maschi utilizzati per questa serie di esperimenti.
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Figura 10. Effetto della SMTC o0 della ®-conotossina sulle erezioni peniene e
sull’aumento delle concentrazioni di NO," nella VTA caudale indotto dalla ossitocina
iniettata nella VTA caudale. La SMTC (20 pg) o la o-conotossina (50 ng) disciolta in
fisiologica (0.3 ul), o lafisiologica da sola, € stata iniettata nella VTA caudale 15 min
prima dell’ ossitocina (80 ng). Le atre condizioni sperimentali sono identiche a quelle
riportate nella Legenda della Figura 9. | valori riportati sono le medie + SEM di 6 ratti
per gruppo. *P < 0.01 rispetto ai ratti trattati con veicolo; #P < 0.01 rispetto a gruppo
corrispondente trattato con ossitocina da sola (one-way ANOVA, seguita dal Tukey’'s

multiple comparison test).
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Figura 11. Effetto dell’ODQ o dell’emoglobina sulle erezioni peniene e sull’ aumento
delle concentrazioni di NO, nella VTA caudale indotto dall’ ossitocina iniettata nella
VTA caudale. L’ODQ (40 pg) disciolto con una goccia di DMSO e diluito con
fisiologica (0.3 ul), oil veicolo dasolo (Veh), e stato iniettato nellaVTA caudale 15 min
primadell’ ossitocina (80 ng); I’emoglobina (40 ug) discioltain fisiologica (0.3 ul), ola
fisiologica da sola (Veh), e stata iniettata nella VTA caudale immediatamente prima
dell’ ossitocina (80 ng). Le altre condizioni sperimentali sono identiche a quelle riportate
nella Legenda della Figura 9. | valori riportati sono le medie + SEM di 6 ratti per
gruppo. *P < 0.01 rispetto ai ratti trattati con veicolo; #P < 0.01 rispetto a gruppo
corrispondente trattato con ossitocina da sola (one-way ANOVA, seguita dal Tukey’s
multiple comparison test).
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Figura 12. Effetto dell’ 8-bromo-GMP ciclico iniettato nella VTA caudale sull’ erezioni
peniene: curva dose-risposta. L’ 8-bromo-GMPc disciolto in fisiologica, o la fisiologica
da sola (veh), e stato iniettato nella VTA caudale in un volume di 0.3ul. Dopo le
iniezioni, gli animali sono stati messi individual mente in gabbie Plexiglas e osservati per
75 min durante i quali sono stati contati gli episodi di erezione peniena. | valori sono le
medie + SEM di 6 ratti per gruppo. *P < 0.01 rispetto ai ratti trattati con fisiologica (one-
way ANOVA, seguitadal Tukey’s multiple comparison test).
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Figura 13. Marcatura retrograda ed immunoistochimica nella VTA. (A e B) dopo
iniezione nello “shell” del nucleo accumbens, il FluoroGold marca molti neuroni nella
VTA, che aumentano di numero nel passaggio dalla regione rostrale (panello A) della
VTA aquella caudale (panello B). (C-J) Due esempi di neuroni immunoreattivi per la
tirosina idrossilas (TH) (D, F, H, J: colorazione in verde), molti del quali risultano
essere marcati dal FluoroGold iniettato nello “shell” del nucleo accumbens (C-D e G-H,;
lafrecciain G-H indica un pericaria TH-immunoreattivo non marcato dal FluoroGold).
Circa un terzo dei neuroni marcati dal Fluorogold ed immunoreattivi per la TH, mostra
assoni ossitocinergici che impingono sul proprio corpo cellulare o che vi passano nelle
vicinanze (E-F e l-J). Scala: 50 um (A e B); 20 um (C-F e G-J).
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Figura 14. Doppia immunoistochimica della VTA caudale. (A)-(F): Due sezioni seridli
adiacenti sono state marcate per la guanilato ciclasi e per laTH (A-C), e per I’ ossitocina
e per la NO sintetasi (D-F). Un gruppo di neuroni della VTA marcati per la guanilato
ciclas (A e C, colorazione in rosso) risulta essere marcato anche per la TH (B e C:
colorazione in verde). Indicato dalla freccia, viene mostrato un singolo pericarion
neuronale immunoreattivo per la guanilato ciclas e per laTH (A-C), ed anche per laNO
sintetasi (E-F, colorazione in verde); questo neurone mostra anche uno stretto contatto

da parte di un assone contenente ossitocina (D e F, colorazione in rosso). Scala: 60um.
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Figura 15. Schema di un ipotetico circuito neurale, che coinvolge la dopamina e
I’ ossitocinag, in grado di influenzare la motivazione, il rinforzo e la performance sessuale,
come suggerito dai risultati di questo ed altri lavori. Neuroni ossitocinergici che
originano nel PVN e proiettano a midollo spinale quando attivati, per esempio dalla
dopamina (ma anche da altri neurotrasmettitori), facilitano la risposta erettile e la
performance sessuale. La dopamina nel PVN attiva anche neuroni ossitocinergici che
proiettano alla VTA, che attivano a loro volta neuroni dopaminergici mesolimbici che
proiettano a nucleo accumbens, modulando cosi la motivazione sessuale e il rinforzo
esercitato dall’ attivita sessuale. La dopamina liberata nel nucleo accumbens attiva anche
circuiti neurali ancora sconosciuti che aumentano I’ attivita dei neuroni dopaminergici
incerto-ipotalamici (che originano dai gruppi A13 e Al4 di Dahlstrom e Fuxe) che
impingono tra I’altro sui corpi cellulari dei neuroni ossitocinergici del PVN, inclus
guelli che proiettano al midollo spinale e che mediano larisposta erettile. Questo circuito
puo essere attivato anche dall’ ossitocina iniettata nella VTA caudale favorendo cosi la
modulazione sia della motivazione che della risposta erettile. Altri  neuroni
ossitocinergici (e.g., quelli che proiettano al’ippocampo) possono fare parte di questo
circuito dato che I'ossitocina favorisce la risposta erettile anche quando iniettata
nell’ ippocampo. Infine questo circuito pud essere anche attivato dai feromoni rilasciati
dalle femmine recettive, dato che la dopamina extracellulare aumenta nel PVN, nel
nucleo accumbens e nell’area preottica mediale durante le erezioni senza-contatto
mediate dai feromoni. (Ie voci bibliografiche appropriate sono riportate nel testo e nella
Bibliografia).
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