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Introduzione 2

INTRODUZIONE

| contraccettivi orali sono farmaci che offrono una regolazioria dertilita
efficace e reversibile, e vengono ad oggi utilizzati da circa rhd@ni di donne
dallapprovazione della prima pillola contraccettiva, avvenuta negli a6i
Numerose evidenze documentano i benefici non contraccettivi di questiciaquali
un effetto protettivo contro il carcinoma ovarico ed endometriale, e, in misuraeminor
contro il cancro al colon. La pillola riduce anche l'incidenza thlpgie benigne alla
mammella, di cisti ovariche funzionali, della patologia infianurat pelvica, della
gravidanza ectopica e dellanemia sideropenica. | contraccettali vengono
prescritti non solo per uno scopo contraccettivo, ma anche perahigito di diversi
disturbi ginecologici, come la dismenorrea, mestruazioni irregolanenorragia,
acne, irsutismo, endometriosi e la sindrome premestruale (Dhont, 2010).

Circa la meta delle donne che utilizzano i contraccettivii anggrrompe il
loro utilizzo entro un anno dalla prescrizione, la maggior parte delte a causa
degli effetti collaterali o dei dubbi circa gli effetti radiyi sulla salute determinati da
guesti farmaci, quali un aumento dell'insorgenza del carcinoma meallamella, ma
soprattutto del rischio di tromboembolia venosa e di malattie cardoiaas
specialmente in donne di eta superiore ai 35 anni e fumatricilieteret al., 1971).

Inoltre, occasionalmente possono manifestarsi tensione mammauabidiststrici e
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visivi, nausea, cefalea, emicrania, alterazioni del peso eliédla, modificazioni in
senso depressivo dellumore, nervosismo, perdite ematiche intermeégtiuiadffetti
collaterali, da associare pero allimpiego prolungato, sono amenoitteey,
ritenzione idrica, eruzioni cutanee, prurito, soppressione o riduzionelatédizione
(Williams e Stancel, 1997). Tali effetti collaterali devono esseonsiderati con
particolare riguardo, dato che i contraccettivi orali vengono largearimpiegati da
parte di una popolazione femminile relativamente giovane e sana.

| contraccettivi orali solitamente si trovano in commercio sottoéo di
preparazioni estro-progestiniche, e si dividono in monofasiche, diéasittifasiche.
Esistono, inoltre, delle pillole a base di solo progestinico (mitot)l
L’estrogeno utilizzato in tutte le preparazioni e [letinitadiolo (EE), in
combinazione con vari progestinici tutti sintetici. Entrambi glraidi sessuali danno
degli effetti collaterali dose dipendenti, pertanto dall'introduzioné iemo
contraccettivo ormonale combinato si e cercato di svilupparne d&glican
I'obiettivo di minimizzare gli effetti collaterali senza compronreied'efficacia.

| progestinici possono essere classificati in base @ita dtruttura oppure in
base al tempo della loro introduzione nel mercato. Tutti i progeistiontraccettivi
hanno uno scheletro simile con 4 anelli e possono essere classiéicando tre

strutture tetracicliche in pregnani (derivati dalla molecolgpdegesterone), estrani e

gonani (derivati dal 19-nortestosterone). Gli estrani rappresentarogespinici di
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prima generazione che hanno una qualche seppur modesta attivita androgenica
sono noretisterone (NE), noretindrone (NE), etinodiolo diacetato, kmeddr (LYN),
noretinodrel e dienogest, che deriva dal NE ed e caratterizzdtondahcanza di
attivita androgenica. | gonani sono biologicamente piu potenti deginéstpossono
essere divisi in progestinici di seconda generazione, come levonerdeMG) e
norgestrel (NG), e di terza generazione, caratterizzati da emcu# riduzione
dell’attivita androgenica, come desogestrel (DSG), gestodene)(&8Drgestimato
(NGM). Il gestodene e un progestinico attivo, mentre desogestr@igestimato sono
pro-farmaci. Attualmente il LNG e probabilmente il progestinibaggiormente
utilizzato, in combinazione con I'EE. | pregnani si carattenozper gli scarsi effetti
androgenici e per una bassissima interferenza con gli estrotjeeil@ delle sintesi
epatiche, alcuni loro metaboliti hanno effetti ipnotici e partecii®omodificazioni
dell'umore. Fra questi quelli utilizzati nei contraccettiviliosono il ciproterone
acetato (CPA), il clormadinone acetato e il nomegestrolo.

Ci sono anche alcuni progestinici che non rientrano in nessuna ckassifie,
quali il drospirenone (DRSP), un derivato delaispironolattone che potrebbe
possedere attivita antimineralcorticoide e antiandrogenica.

Le preparazioni estroprogestiniche che attualmente sono in corongen i

suddetti progestinici sono elencate in tabella 1.
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Tabella 1. Preparazioni contraccettive estroprogestiniche attuaiente in commercio
elencate in base al dosaggio di etinilestradiolo

Etinilestradiolo (ug) | Progestinico (mg) Nome del preparato
Arianna
15 Gestodene 0,06 -
Minesse
Mercilon
20 Desogestrel 0,15 _
Securgin
Fedra
20 Gestodene 0,075 Harmonet
Estinette
Loette
20 Levonorgestrel 0,1 _
Miranova
30 Ciproterone acetato 2| Diane
Planum
30 Desogestrel 0,15 _
Practil 21
Ginoden
30 Gestodene 0,075 -
Minulet
Egogyn 30
30 Levonorgestrel 0,15 gogy
Ovranet
30 Drospirenone 3 Yasmin
Dueva
40/30 Desogestrel 0,25/0,125——
Gracial
Tryginon
30/40/30 Levonorgestrel
0,05/0,075/0,125 . .
Trinordiol
Gestodene Milvane
30/40/30
Desogestrel
35/30/30 0,05/0,1/0,15 Lucille
Noretisterone .
35 0.5/0,75/1 Trinovum
50 Norgestrel 0,5 Eugynon
50 Levonorgestrel 0,125 | Mycrogynon
Evanor D
50 Levonorgestrel 0,25

Novogyn 21
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Il ciclo ovarico

Gli estrogeni e i progestinici rappresentano le due piu importéedsi di
ormoni sessuali femminili, dotati di numerose azioni fisiologiclverggono prodotti
principalmente dalle ovaie attraverso I'asse ipotalamo-ipofigio. Il generatore
d’'impulsi ipotalamico determina delle scariche neuronali chegutono nel rilascio
pulsatile e periodico delllormone di rilascio delle gonadotropine ¢GnR GnRH
interagendo col suo recettore provoca la liberazione, da partgaltedii dell’ormone
luteinizzante (LH) e di quello follicolo-stimolante (FSH), ovveeodonadotropine
responsabili della produzione di estrogeno e progesterone. Gli ormonieendog
esercitano un feedback regolatorio; in particolare, gli estrogéwelo dellipofisi
regolano la secrezione delle gonadotropine, il progesterone sultipmae
sull'ipofisi controlla la produzione del GnRH, del LH e dellFSH (WilliamStancel,
1997) (Fig. 1).

Il meccanismo fisiologico sopra descritto si attua all'inizidladguberta
determinando il ciclo mestruale. Il ciclo dura circa 28 giornii eligide in fase
follicolare e fase luteinica. Nella prima fase si ha laurazione del follicolo di Graaf
la cui rottura intorno al 14° giorno (giorno dell’ovulazione) porta allaifisoita
dell'ovulo. Causa di cio e un’iniziale moderata liberazione di estimgecui effetti

sull'ipofisi sono inibitori, seguita a meta del ciclo da un aumesetta produzione di
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estrogeno che esercita un feedback positivo sulla secrezione di gopawil cui

picco e responsabile dell’ovulazione.
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Figura 1. Controllo neuroendocrino della secrezione di gonadotropine nalldonna.
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Nella fase luteinica il follicolo si sviluppa nel corpo luteo il guaroduce
un’elevata quantita di progesterone, restando comunque alti i livelistdbgeno.
Entrambi gli ormoni esercitano un feedback negativo sulla sintési @i di FSH. In
caso di mancata gravidanza il corpo luteo cessa di funzionare, alo283 glivelli

degli steroidi si riducono e avviene la mestruazione (Fig. 2).
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Figura 2. Relazioni ormonali del ciclo mestruale nella donna.
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Il ciclo estrale

Il ciclo estrale nel ratto ha inizio immediatamente dopo Iaparvaginale,
che avviene tra il giorno 32 e il giorno 36 dalla nascita; in ungrromento, si puo
manifestare un’irregolarita di tale ciclo (Goldman et al., 2dD'guale, una volta
stabilizzatosi, ha una durata di 4-5 giorni. Tuttavia, si possono preséemnégolarita,
causate dall'influenza di fattori ambientali, una continua illunmovag, per esempio,
puo indurre un estro persistente (Schwartz, 1982).

Nel ciclo estrale sono evidenti 4 distinte fasi, denominate: poyesstro,
metestro o diestro 1 e diestro 2 (Fig. 3); tali fasi possonerees®ntraddistinte in
base alla predominanza di differenti tipi cellulari, che ttifleo lo stato della mucosa
vaginale, dell'utero, delle ovaie e dipendono da alterazioni nella coazemte degli
ormoni sessuali e delle gonadotropine.

Il proestro e caratterizzato dalla presenza di cellule Igitaucleate, che
mostrano un aspetto granulare al microscopio o occasionalmente posgmTsidn
modo tale da formare caratteristiche file cellulari; a tpudéase, della durata di 1
giorno, segue l'estro vaginale, identificabile per la presenzabdondanti cellule
cornificate o cheratinizzate, che possono presentarsi per 1 gioroq, giclo di 4

giorni, alternativamente, per 2 giorni consecutivi, in un ciclo di &ngi Cellule

epiteliali non cornificate possono essere presenti nella fesprecede l'infiltrazione
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dei leucociti. Il metestro e una fase transitoria, che rappaskeprimo giorno di
diestro (diestro 1), caratterizzata dalla combinazione di cellefsteliali
rotondeggianti, cellule cornificate e leucociti; le cellule djaiie rotondeggianti
talvolta persistono anche durante il secondo giorno di diestro (diestrda 2)
concentrazione dei leucociti pud anche essere l'unico tipo cellpl@sente, in
particolare durante il secondo giorno di diestro (diestro 2); take fad presentare,
inoltre, poche cellule epiteliali nucleate, che saranno abbondardrniogsuccessivo,

durante il proestro.

Metestro Diestro
W% B
vo a a .2

%

o,

Estro

Figura 3 Citologia del ciclo estrale nel ratto.
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La cheratinizzazione delle cellule epiteliali che caratrerila fase dell’estro
rappresenta una risposta all’aumento dei livelli di estradiolo, @mencia il secondo
giorno del diestro e raggiunge il picco massimo durante il pmé3awluski et al.,
2009; Fig. 4). Tale aumento e regolato a livello ipotalamico, e &oapll rilascio
pulsatile dell'ormone di rilascio delle gonadotropine nell'ipofisieaioire che, a sua
volta, regola i livelli di estradiolo, con conseguente rilascio di Qdesti meccanismi
portano alla maturazione dei follicoli a livello ovarico, cui segla sua rottura, che
nel ratto avviene dopo 10-12 ore dal picco di LH.

Per definizione, il termine “estro” fa riferimento al periodoafhie il quale si

manifestano i caratteristici comportamenti recettivi: larféne, infatti, si mostrano
sessualmente recettive nel momento in cui una bassa concentrdzi@edule

cornificate comincia ad apparire (Rodgers, 1970; Hardy, 1972)zisita che si

verifica nella seconda parte del proestro.

AL Penlughd et al, (Frontiens in Neuroendocninalogy 20 (2009 ) 34 3- 357
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Ormoni steroidei

Estrogeni

Gli estrogeni sono gli ormoni sessuali femminili a strutsieaoidea, derivati
dal nucleo di base del colesterolo, sintetizzati principalmerie alaaie, e in misura
minore dal surrene. Tra i vari tipi di estrogeni prodotti dall’arg@no, i principali per
quantita e attivita biologica sono il A-éstradiolo, prodotto durante I'eta feconda
della donna; I'estrone, caratteristico della menopausa, eidlestsintetizzato in
grandi quantita dalla placenta durante la gravidanza (Fig. 5edtamismo d’azione

degli estrogeni & quello tipico degli steroidi, con azione diretta sul DNA.

OH
CHs

17B-estradiolo

HO

o OH
H3C CH3 OH
estrone estriolo
HO HO

Figura 5. Struttura molecolare degli estrogeni.
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Gli effetti degli estrogeni sono diversi e, oltre ad influeaz&ciclo ovarico,
sono implicati in molti altri processi fisiologici. Nella pubesgimolano lo sviluppo
dei caratteri sessuali primari (vagina, utero e delle trodibbealloppio) e secondari
(sviluppo dei genitali esterni, crescita dei peli ascellgnleici); inoltre stimolano la
crescita delle ossa lunghe e la fusione delle epifisi coiseguente interruzione del
loro allungamento; proteggono dalla demineralizzazione delle ossaeffiaoril
deposito di calcio. A livello del metabolismo lipidico promuovono un aumerite de
HDL e una diminuzione delle LDL che si traduce in una riduzionecdigsterolo
plasmatico: € questo il motivo per cui nelle donne in eta feconuadiénza delle
malattie cardiovascolari € molto piu bassa rispetto al’'uomo,mmeate bruscamente
durante la menopausa. A livello del sistema nervoso centrale megidacitabilita
neuronale, inducono modificazioni del tono dellumore e delle emozioni, modelano
funzioni cognitive, hanno effetti neuroprotettivi, modulano le percezioloridiche e

regolano il coordinamento motorio.

Progestinici

L’'ormone progestinico naturale e il progesterone, ormone steroideottorodo
dal corpo luteo nella seconda meta del ciclo ovarico (Fig. 6). Picpaatita di
progesterone vengono prodotte anche dal surrene mentre la placenta ne saudirne gra

quantita. In generale il progesterone € 'ormone della gravidarzegtasdurante la



Introduzione 14

fase follicolare del ciclo, appare immediatamente prima @ellazione e aumenta
durante la fase luteinica. La sua funzione principale consiste pedjaarazione
dell'utero (favorisce l'irrorazione dell’endometrio) all'impiantzl’embrione e del
suo mantenimento, mediante soppressione della mestruazione e defitii@nt
uterina. Ha un’azione ipnotica sul sistema nervoso centrale con Eanpa
sonnolenza. Ad elevate concentrazioni agisce sull'ipofisi provocandoodcdl

dell’'ovulazione (impiego anticoncezionale).

@) CH3

CHs3

CHs

Figura 6 Struttura molecolare del Progesterone
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Meccanismo d’azione dei contraccettivi orali

Il principale meccanismo d’azione dei contraccettivi orali € quello di prevenire
I'ovulazione inibendo la secrezione di gonadotropine a livello dell’gsgalamico-
ipofisarico. Possono essere operativi anche altri meccanismierpgrif Sono
sicuramente coinvolti i cambiamenti dell’attivita delle ghiandetelocervicali che
producono, sotto I'influenza dei progestinici, un muco cervicale scargeceso,
impenetrabile allo sperma. Inoltre viene anche alterata dgeptinici la recettivita
endometriale necessaria per limpianto e probabilmente ancheotéditane la
funzionalita tubarica. Questi effetti possono contribuire all'efiicaglobale dei
contraccettivi, particolarmente quando la soppressione ovarica non e &groptae
puo verificarsi con le formulazioni a basse dosi. E proprio la plaig delle loro
azioni che rende questi farmaci cosi efficaci. Si pensdacbemponente estrogenica
inibisca principalmente la secrezione di FSH e quindi il rexiatdo dei follicoli, la
secrezione di LH e quindi il meccanismo ovulatorio.

L’azione degli steroidi a livello ipotalamico gioca un ruolo imporant
I'effetto chiave dei progestinici € quello di diminuire la frequerdell’oscillatore
ipotalamico che controlla i picchi secretivi di GhnRH, meccanisssem@ziale per la

progressione del ciclo mestruale. Gli effetti degli estroginisoli sul generatore
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d’'impulsi sono meno vistosi, ma € noto che potenziano I'azione del prageste
probabilmente mediante induzione della sintesi dei recettori ipdtaladel
progesterone stesso. Diversi effetti dei contraccettivi vengoneitasie anche a
livello dellipofisi anteriore. Globalmente, la risposta ipofisaal GhRH sembra
essere diminuita. Gli estrogeni in particolare sembrano effiedkinibire il rilascio

di FSH da parte dellipofisi.

Contraccettivi e sistema nervoso centrale

Dato il largo impiego nella popolazione femminile mondiale dei coogthivi
orali, sono numerosi gli studi sperimentali che hanno lo scopo di valinardenza
di questi farmaci nell'insorgenza dei disturbi d'umore e nel compeanto.
Un’ampia varieta di risultati supportano l'ipotesi che i contriangerali influenzino
la funzione del sistema nervoso centrdlkuni gruppi di ricerca hanno dimostrato
che questi farmaci influenzano negativamente 'umore delle donneecfanno uso
(Sanders et al., 2001; Oinonen e Mazmanian, 2002; Kurshan ed Epperson, 2005). Al
contrario, altri studi dimostrano che non ci sono differenze nellezianiad’'umore,
sia in negativo che in positivo, tra donne che fanno uso di contraceettorine che
non ne fanno uso, sebbene vi siano evidenze che in donne che assumono

contraccettivi si ha una minore variabilita giornaliera delbuen (Kurshan e
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Epperson, 2005; Oinonen e Mazmanian, 2002; Rapkin et al., 2006). In generale, il
fatto che alcune donne manifestino sintomi depressivi, leggeri 0 nip@ssociati
all'uso di contraccettivi, potrebbe suggerire I'esistenza di fattiorrischio che
predispongono queste donne a specifiche modificazioni negative dai€urohe
includono storie personali e familiari di depressione, depressione pastpa
sindrome premestruale (Kahn e Halbreich, 2001; Joffe et al., 2003stRorget al.,
2008; Segebladh et al., 2009).

| contraccettivi orali alterano i ritmi circadiani, le perced visive e uditive,
le performance psicomotorie, e la precedente assunzione di cottivacoeli
aumenta il numero dei contatti aggressivi ricevuti nelle seamfdenderson and
Shively, 2004).

Uno degli effetti collaterali piu spiacevoli e piu frequenticgssto all'utilizzo
dei contraccettivi orali e inoltre la riduzione del desidericsale (Alexander et al.,
1990; Graham, 1993; Caruso et al., 2004;Wallwiener et al., 2010). Inl@itj atudi
effettuati sull’'uomo, dimostrano che il trattamento cronico con unadic@mnione di
estroprogestinici ha un effetto negativo su vari aspetti dedlsuaéta, in particolare
riduce linteresse sessuale, la frequenza dell'attivita usdsse la frequenza
nell’iniziare I'approccio sessuale con il partner (Grahaml.etl895, Battaglia et al.,
2011). Tuttavia i dati in relazione all'influenza dei contraccettisali sulla vita

sessuale sono contrastanti, in quanto alcune donne che assumono guesii fa



Introduzione 18

riferiscono una maggiore frequenza nei rapporti sessuali (Wynn @9@b; Trussel
and Westoff, 1980) o nessuna variazione, e in ogni caso gli effetti settarmente
dipendenti dal dosaggio di estrogeni o progestinici presenti pélida e dalla
modalita d'uso, continua o discontinua, quest'ultima a sua volta stegttam
determinata dagli effetti negativi dei contraccettivi oraliassociata ad una

maggioranza di effetti negativi sulla sfera sessuale (Sanders et al., 2001).

Steroidi neuroattivi

Alcuni ormoni steroidei inducono i loro effetti non solo attraversoldasica
azione genomica, ma anche alterando I'eccitabilitd neuronale nediafdzione
diretta su specifici recettori di membrana per i neurotragoretfMajewska et al.,
1986; Paul e Purdy, 1992; Lambert et al., 1995). Gli steroidi con questaetaopr
sono denominati steroidi neuroattivi. Mentre I'azione degli steroitivello del
genoma richiede un periodo di tempo di qualche ora, poiché é limdighteempo
necessario per la biosintesi delle proteine, la modulazione dexglidstneuroattivi e
un evento rapidissimo che richiede solo pochi secondi per l'insorgenzifelit
(McEwen, 1991).

La sintesi di questi steroidi avviene non solo nei principali organiferici

steroidogenici, quali gonadi e surreni, ma con un processo sinmnipendente da
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qguello periferico ha luogo direttamente nel cervello. Infatti, &lute gliali
(oligodendrociti e astrociti) e le cellule neuronali, sono capaaintetizzare tali
molecoleex novaa partire dal colesterolo, attraverso una via biosinteticaichiede
I'attivita del citocromo P-450 (Hu et al., 1987; Le Goascogne.el@87; Ukena et
al., 1998). Gli ormoni steroidei di sintesi cerebrale vengono cosi deatmi
neurosteroidi.

Il pregnenolone e il progesterone rappresentano i precursfmdimentale
importanza per la sintesi dei neurosteroidi e in generale degtinbrsteroidei (Fig.
7). Il pregnenolone pud essere trasformato in progesterone datzEend3-
idrossisteroide deidrogenasiB(BIiDS), il progesterone a sua volta puo subire diversi
destini metabolici: 1) essere metabolizzato mdeidroprogesterone ¢spregnen-
3,20 dione) dallenzima db-riduttasi, e quindi ulteriormente convertito in
allopregnanolone (8idrossi-®x-pregnan-20-one) dall’enzima addrossisteroide
deidrogenasi (@-HDS); 2) essere metabolizzato in 11-deossicorticosterone (DOC)
per azione dell’enzima P48£) (21-idrossilasi). Il DOC, per azione della-Biduttasi
viene quindi trasformato in diidrodesossicorticosterone (DHDOC) essivamente
in tetraidrodesossicorticosterone (THDOC) ad opera delleHBS; 3) per azione
dellenzima P45@:; (17a-idrossilasi) il progesterone (attraverso Iintermedio
androstenedione) puo essere convertito a testosterone, che per aperadimatasi

puo essere ulteriormente metabolizzato a estradiolo.
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Inoltre, il pregnenolone attraverso una seconda via biosintetica, che prevede
l'intervento dellenzima P45§; viene idrossilato a 17-OH pregnenolone e
successivamente a deidroepiandrosterone (DHEA). Anche quest'yltimassere

convertito, attraverso composti intermedi, in testosterone e quindi in estradiolo.

Aldost
Allopregnanolone AllotetraidroDOC osterone
P450c11AS
l T 3o HSD (1) l T 3aHSD T
130H
ii 5a DiidroDOC Corticosterone
e Sa Diidroprogesterone
1P450 sce @T S0 riduttasi- 111 T et riduttasi-IT1 T P450c11AS
Solfotransferasi
> 1 crolransterast PESDI PASOL | o PASOCII(ZER)
Tegnenolone g—— Togesterone eossicorticosterone .
P 1 — — Corticoste
Solfato regnenolone (PROG) (DOC) orticosterone
Solfafasi PASTL? P450c11AS(ZG)
oSt ¢ P450c17
3pHSD-1/2 P450c21 P450c11p
170H Pregnenolone > > >
o 170H Progesterone Deossicortisolo Cortisolo
Solfotransferasi J, e PAS0el? 11BHSD
olfofransferasi
JPHSD-172 P450aro
DHEA <——

—p Deidroepiandrosterone

Solfato > Androstenedione »

Estrone Cortisone
; (DHEA )
Solfatasi
17pHSD-1 l TITﬁHSD-ZM 17[5HSD-3/’5lv T 17BHSD-2  17BHSD-1 T ll?BHSD-ZM
3PHSD-1/2 P450aro
Androstenediolo » Testosterone >
Estradiolo

l S, riduttasi- I

DHT

l T 3HSD(I)

Androstanediolo

Figura 7. Biosintesi degli steroidi neuroattivi a partire dal coleterolo.
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Alcuni neurosteroidi inducono i loro effetti alterando I'eccitabiliguronale
attraverso la modulazione diretta dell’attivita dei recettormeéimbrana associati a
canali ionici, esercitando quindi un effetto rapido non genomico (Majeeskd.,
1986; Paul e Purdy, 1992; Lambert et al., 1995).

Tra questi, I'allopregnanolone €, sia in vivo che in vitro, tra i piemoed
efficaci modulatori allosterici positivi endogeni della funzione réeettori di tipo A
per lacido gamma-aminobutirrico (GABA il neurotrasmettitore a carattere
inibitorio piu diffuso nel sistema nervoso centrale dei mammifdajéwska et al.,
1986; Paul e Purdy, 1992; Lambert et al., 1995), che svolge un ruololeneiia
regolazione fisiologica e farmacologica del sonno, delle emozuelie crisi
epilettiche e della memoria. Numerosi esperimenti in vivo hanrattiiimostrato
che l'allopregnanolone induce effetti ansiolitici, anticonvulsivanti ereendocrini
simili a quelli indotti da altri modulatori allosterici positidel recettore GABA
come benzodiazepine e barbiturici (Mendelson et al., 1987; Belalli, &989; Bitran
et al.,, 1991; Concas et al.,, 1996). L'evidenza che l'allopregnanolone moduli la
funzione di questi recettori ha stimolato numerosi studi volti a comprendere come ess
possano essere coinvolti nella regolazione delle funzioni cognitiveicupemel
controllo delle emozioni. Numerosi studi sperimentali hanno evidenziamoe c
alterate concentrazioni periferiche e centrali di allopregltae siano coinvolte in

diverse patologie psichiatriche e disturbi d’'umore, come la d&Epres maggiore
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(Uzunova et al., 1998; Heuser et al.,1998), la depressione in gravidapgiapagum
(Pearson Murphy et al., 2001), gli attacchi di panico e i disturbi idd8s&dhle et al.,
2002; Bicikova et al., 2000), la sindrome premestruale (Wang et al., 1996;
Monteleone et al., 2000) e lo stress associato ad amenorrea (Genazzani et al., 2002).

Infatti i livelli di allopregnanolone sono ridotti in individui con digbi di
panico, depressione o ansia, depressione post-partum (Pearson Mwaiph30§€t1) e
in modelli animali di depressione e di stress cronico (Guidoti.e2001; Pinna et
al., 2004; Serra et al., 2000), e la sua somministrazione aglilamoh&e un effetto
antidepressivo in test comportamentali (Porsolt) utilizzati péntase I'efficacia
antidepressiva di un farmaco (Khisti et al., 2000).

Inoltre e stato chiaramente dimostrato che I'allopregnanolonsteiva ruolo
importante nel controllo del comportamento sessuale femminilecedcele per il
successo della riproduzione. Infatti la sua somministrazione promualascio di
gonadotropine, l'ovulazione e il comportamento riproduttivo (Frye et al.,1998).
Inoltre, bloccando il metabolismo del progesterone mediante iniezisteangta o
centrale di un inibitore dellacsreduttasi si riduce la lordosi negli animali trattati

rispetto agli animali di controllo, trattati col solvente (Frye 2001).
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Obiettivo

Il nostro laboratorio ha precedentemente dimostrato che il trttancronico
con etinilestradiolo e levonorgestrel, due steroidi di sintesi fpia utilizzati nelle
combinazioni estroprogestiniche (EE-LNG) della pillola contram@gtinduce una
marcata riduzione delle concentrazioni cerebrocorticali e pltadmealdi progesterone
e allopregnanolone (Follesa et al., 2002) e nella donna previenetlaZlohi dei
livelli plasmatici di questi ormoni che si verificano in corrispamciedell’ovulazione
e nella fase luteale del ciclo mestruale (Rapkin et al., 2006)st@iterazione
dell'assetto neuroendocrino € correlata ad una modificazione neddsspne di
alcune subunita del recettore GABAFollesa et al., 2002). Pertanto, ho voluto
valutare se la riduzione delle concentrazioni di allopregnanolone &sseeiata a
modificazioni comportamentali negli animali trattati cronicareetdin EE-LNG. In
particolare ho analizzato lo stato emozionale degli animalieseldi Porsolt, nel test
della preferenza al saccarosio e nel test dell’'elevated @as,iapprendimento e la
memoria nel test del Morris water maze, il comportamento atjominel test del
resident-intruder, e il comportamento sessuale nel test del-pstety e del non
paced-mating. In letteratura sono pochissimi gli studi che documernitaeftetii dei
contraccettivi orali, soprattutto a livello centrale, sugli anintdle rappresentano un

modello sperimentale molto utile, poiché é possibile escluderspugitta psicologici
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associati all'utilizzo della pillola e quindi osservarne esehusiente gli effetti

farmacologici.
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MATERIALI E METODI

Animali

Per gli esperimenti sono stati utilizzati ratti femmisprague-Dawley
(Charles River, Calco, LC, Italia) del peso di 200-225 g. Gli anis@no stati
stabulati, sei per ogni gabbia, con un ciclo artificiale luce:bui®di2 ore (luce dalle
08:00 alle 20:00), a una temperatura costante di 22 + 2°C e un’umidiizarelal
65%. Per lo studio del comportamento aggressivo e sessuale gliiasomalstati
stabulati a ciclo luce:buio di 12:12 ore invertito (luce dalle 20:08 &i00). Gli
animali hanno avuto libero accesso allacqua e al cibo per binferiodo
sperimentale. | ratti femmina usati come intrusi nel testrelgdent-intruder sono
stati ovariectomizzati previa anestesia con equithesin (unalangicpentobarbital,
etanolo 96%, e cloralio idrato; 3 ml/Kg) due settimane primaea$tiger permettere
I'assorbimento dei punti e la stabilizzazione del sistema neuroendocrino.

Nello studio del comportamento sessuale il ciclo estrale dafte & stato
monitorato quotidianamente attraverso uno striscio vaginale, in quantlufaziane
della citologia vaginale &€ importante poiché le femmine sonadtnexee quindi

disponibili per l'accoppiamento, solo durante la fase dell'estro. La euta

manipolazione degli animali per le procedure sperimentali, sono atitte in
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accordo con le linee guida del Consiglio Direttivo della Comuniteojiea del 24

novembre 1986 (86/609/EEC).

Trattamento farmacologico

| ratti femmina sono stati trattati una volta al giorno (h. 9.00¥psettimane
con una combinazione di etinilestradiolo (EE 0,030 mg/animale) e levoneigest
(LNG 0,125 mg/animale) disciolti in una soluzione di carbossimétilosa allo
0,4% e somministrati oralmente in un volume di 1 ml mediante sondiagattrici;
gli animali di controllo hanno ricevuto la stessa quantita di savésii animali sono
stati quindi sottoposti ai test comportamentali 24 ore dopo I'ultimo trattamento.
Anche per il saggio degli steroidi gli animali sono stati $aeati 24 ore dopo
l'ultimo trattamento, mentre alcuni gruppi di ratti trattati dooontraccettivi orali
sono stati sacrificati dopo trattamento sotto cute con: veicoloyROo di sesamo),
progesterone (P; 4 mg/Kg/200l di olio di sesamo) 4 h prima del sacrificio,
Finasteride (F; 50 mg/kg/3 ml olio di sesamo) 6 ore prima aeifisgo seguita 2 ore

dopo da 4mg/Kg di P, e F da sola.
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Estrazione e misurazione degli steroidi cerebrali e plasmati@diante dosaggio

radioimmunologico (RIA)

Dopo il sacrificio degli animali, il cervello e stato rapidante estratto (<1
minuto) e le cortecce cerebrali sono state dissezionate e atmgelghiaccio secco
per essere poi conservate a -20°C fino all'estrazione degbiditeGli steroidi
presenti nel’omogenato di corteccia cerebrale (400 mg dittegs 4 ml di tampone
fosfato) di ogni singolo ratto sono stati estratti quattro vadte un ugual volume di
etilacetato. La fase organica e stata fatta evaporarevsoto, il residuo e stato
disciolto in 5 ml di n-esano, caricato su una colonna di silica S€pyaters) e i suoi
componenti sono stati eluiti con una miscela di n-esano e 1-propanolediiva)).
Gli steroidi sono stati ulteriormente purificati tramite créogaafia liquida ad alta
risoluzione (HPLC), utilizzando una colonna di Lichrosorb-diolo (250 mm xm m
(Phenomenex) sviluppata con un gradiente di 1-propanolo in n-esano. Dal momento
che il colesterolo viene eluito dalla colonna di Lichrosorb-diolo msieal
progesterone e poiché esso riduce la sensibilita del dosaggio radimiogico
(RIA) per il progesterone, la frazione eluita dalla colonna camdpnte a
quest’ultimo steroide, e stata ulteriormente purificata dal wolele tramite due
lavaggi con 200 pl di Dimetilsolfossido (Sigma-Aldrich) ed uno con 40l pcqua
distillata. Il progesterone € stato quindi estratto per quattte dallla fase acquosa

con 1,5 ml di n-esano. Il recupero di ciascuno steroide attraversarite fasi di
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estrazione e purificazione (dal 60 al 80%) e stato monitoratot&rdraggiunta di
steroidi traccianti triziati (8000 cpm) allomogenato di tessuo&webrale prima
dell'estrazione. Gli steroidi sono stati quantificati mediantest radioimmunologico
come descritto (Porcu et al., 2003), utilizzando anticorpi specifidl peogesterone
e il testosterone (MP Biomedicalkkirch Francia), per I'allopregnanolone e i relativi
steroidi triziati (circa 8000cpm). L’anticorpo per l'allopregnanol@nstato ottenuto

dal coniglio e caratterizzato come precedentemente descritto (Pwidy 90).

Studi comportamentali

Elevated plus-maze test

Il plus-maze e un test comportamentale che permette di valoitstago ansioso
di un animale ed € basato sulla naturale avversione degli animalii gpazi aperti.
L’apparato € fabbricato in cloruro di polivinile nero e consiste intwhaeci aperti e
due chiusi dotati di pareti scure (12 cm x 60 cm) connessi da un queeinatale (12
cm x 12 cm) che serve da punto d’inizio per il tesarf point) L'apparato e
sollevato 50 cm da terra e posto in una stanza silenziosa con luce soffusa (Fig. 8).

Il giorno del test, i ratti sono stati portati nella stanzaealn1l h prima
dell'inizio del test, in modo da abituarsi al nuovo ambiente. llhasina durata di 5
minuti e ogni ratto € stato testato una sola volta. All'iniziotdst, 'animale é stato

posto sullostart pointcon il muso rivolto verso un braccio aperto. Durante il test sono
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stati annotati il numero delle entrate effettuate nei bragerti e chiusi cosi come |l
tempo trascorso negli stessi; I'entrata nel braccio a statsiderata quando I'animale
metteva tutte e quattro le zampe nel corrispettivo bracciocapetiuso. L'apparato
e stato pulito con metanolo al 20% nell'intervallo del test fra un animale e un altro
La proporzione delle esplorazioni spontanee negli spazi aperti vet® q
negli spazi chiusi e il rispettivo tempo trascorso al loro miee stata considerata

come misura dello stato ansioso dell’'animale.

Figura 8. Elevated Plus-Maze test.
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Porsolt test

Il test di Porsolt, chiamato anche “test del nuoto forzato” o “thsit
comportamento disperato”, viene utilizzato per valutare l'efficatiigfarmaci a
potenziale attivita antidepressiva. Esso consiste nellimmergetiidualmente
I'animale in un ambiente ristretto, un cilindro di plexiglas dé#zza di 40 cm e del
diametro di 20 cm, riempito di acqua alla temperatura di 25°C, dat qual esiste
possibilita di fuga (Fig. 9). L’animale e quindi costretto a riera a galla o nuotare

per la durata di 5 min.

—_Chadl

Figura 9. Test di Porsolt

Dopo un breve periodo d’iperattivita, gli animali adottano una posizione
immobile caratteristica, in cui galleggiano in acqua compiend@nsoite i
movimenti necessari a tenere la testa fuori dall’'acqua, e nanteptu di scappare.
Questo parametro d'immobilita nell'acqua, associato a un tono dsiéwtepresso, e

utilizzato per testare l'attivita antidepressiva di diversinaci, che tendono a ridurre
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questo tempo d’'immobilita. | ratti sono stati prima sottoposti pratestdi 10 minuti
che consiste nel farli abituare individualmente nel cilindro di gless, e quindi
asciugati, riscaldati e rimessi nella propria gabbia. 24h dopceikst,i ratti sono
stati nuovamente introdotti nell’acqua del cilindro per 5 minuti elleata totale
dellimmobilita durante il test e stata utilizzata come pa&tao di riferimento per
valutare lo stato depressivo degli animali. Sono inoltre statiratisil tempo speso
nel comportamento di climbing, caratterizzato da movimenti attwvi le zampe
anteriori dentro e fuori dall’acqua solitamente diretti contrpdeeti, e di swimming,

ovvero il nuoto all'interno del cilindro.

Test di preferenza al saccarosio

Il saccarosio € molto appetibile per i ratti, e una riduzioneutelconsumo e
indice di una ridotta sensibilita agli stimoli normalmente §canti, condizione
paragonabile all’anedonia, uno tra i principali sintomi di depressione viene
valutato con questo test.

Tutti gli animali sono stati isolati per valutare individualmeaht®nsumo dei
fluidi, e sottoposti a una sessione di allenamento della durata ded4éaui sono
stati privati di acqua, ma avevano accesso a due bottiglie caotitana soluzione di
saccarosio all'1%, in modo da abituarli alla bevanda. Il giorno delutga delle due
bottiglie e stata sostituita con una bottiglia contenente aeqlaanimali sono stati

lasciati liberi di bere per 24 ore. La posizione delle bottigltaéa invertita dopo 12
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ore per evitare che il risultato fosse falsato da un’evenfualierenza degli animali
per un lato della gabbia. Il consumo dei fluidi é stato calcolata@utaindo il peso
delle bottiglie prima e dopo il test e correlato al peso corpdiregni animale, per il
calcolo del consumo di saccarosio, di acqua e il consumo totaleidli (iKg).
Questi dati sono stati quindi utilizzati per calcolare la pesfea al saccarosio (%)

come rapporto tra la soluzione di saccarosio consumata e il consumo totaldi.di flui

Test del Morris water maze

Gli animali sono stati sottoposti al test del water mazer(isl 1984) per
valutare la loro capacita di apprendimento individuale e di memoriaiagpa
L’apparecchiatura del water maze consiste in una vasca dicplastta del diametro
di 150 cm, riempita con acqua fino all'altezza di 40 cm circaamtemuta alla
temperatura costante di 24-26 °C. All'interno della vasca € posta, imgpesfissa e
sotto il pelo dell'acqua, una piccola piattaforma in cui 'animale galie. L’intero
test consta di due fasi: fase allenamento(o fase di acquisizione) probe trial
Durante la prima fase si eseguono 4 prove di addestramentq @figisrno per ogni
animale e per un periodo complessivo di 4 giorni, in modo che il ragimlsienti nel
labirinto ad acqua e impatri la posizione della piattaforma (Verke#illiams, 2006).
La vasca e suddivisa idealmente in 4 quadranti con l'ausilio delaefNoldus

Ethovision XT 5.0 e di una telecamera a circuito chiuso. Ciascun auedrandicato
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con il nome di uno dei quattro punti cardinali e la piattaforma vgwszionata
sempre nella stessa zona del labirinto, quella EST (Fig. 10)ubdidagal ha avuto
inizio posizionando I'animale con il muso rivolto verso la pareteadedisca nel
seguente ordine:

> 1° trial zona SUD

2° trial zona OVEST
3¢ trial zona NORD
4° trial zona EST

vV V VY

EST

Figura 10. Il labirinto ad acqua divisc

in quadranti con la piattaforma
posizionata nella zona EST

Durante le sedute di training I'animale impara la posizione geHtaforma
utilizzando i riferimenti spaziali presenti nella stanza; ipeostri esperimenti sono
state utilizzate diverse figure geometriche sistemate wggiattro pareti della stanza.
Una volta raggiunta la piattaforma, I'animale sosta su di essalpesecondi,
terminati i quali il ratto viene sottoposto al trial successi®@mscun trial ha una
durata massima di 2 minuti; se I'animale non raggiunge la mattaf entro tale
tempo, viene accompagnato manualmente dall’operatore e lascidiessa per 15
secondi, al termine dei quali avra inizio il trial successivo. Dierda fase di
apprendimento viene registrato il tempo che l'animale impiegaggiwagere la

piattaforma (latenza al ritrovamento della piattaforma).
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Al 5° giorno dell’'esperimento e stato eseguito il test finalerabe trial, un
unico trial della durata di 60 secondi eseguito in assenza deffaf@ima. Il ratto
viene immerso nella vasca nel quadrante OVEST, opposto a quello nel sjual
trovava la piattaforma, con il muso rivolto verso la parete deltxa. Per iprobe
trial I'arena viene inoltre suddivisa in tre anelli, anello periferiaogllo della
piattaforma e anello centrale (Fig. 11). In questo intervalloedipb sono stati

registrati i seguenti parametri:

Latenza e frequenza nella zona occupata dalla piattaforma durante il training

Tempo speso nell’anello della piattaforma

= Tempo speso nella regione target

Tempo speso nell’anello periferico

» Tempo speso nel quadrante in cui si trovava la piattaforma (EST)

Nord

Piattaforma

Anello Est
periferico
REGIONE TARGET
Anello
centrale
Anello della

piattaforma

Figura 11. Rappresentazione schematica dei parametri del probe



Materiali e metodi 35

L'impiego del sofware Noldus Ethovision XT 5.0 ha permesso di
circoscrivere/delimitare I'esatta posizione della piatt@a@rin modo da poterla
identificare quando questa viene rimossa, e le varie aree palutazione dei

parametri deprobe trial.

Test del resident-intruder

Per il test del resident-intruder sono stati utilizzati 16 fatnmina controllo,
10 ratti femmina trattati con EE-LNG, come residenti, e 2@i r@mmina
ovariectomizzati, della stessa dimensione dei residenti, comssiint'uso di ratti
femmina ovariectomizzati come intrusi elimina la variabil& comportamento,
indotta dal ciclo estrale.

Due settimane prima dell'esperimento gli animali sonostasisi a ciclo luce-
buio invertito, stabulati circa 5 per gabbia, con libero accesso ad acgjba. Una
settimana prima dell'esperimento i residenti sono statitiselde gabbie non sono
mai state cambiate fino al giorno dell'esperimento in modo dauraséa una
territorialita per 'home cage, mentre gli animali ovariedtzati sono rimasti in
gruppo. Il giorno dell'esperimento, eseguito durante la fase buia estesdta stanza
dove gli animali stabulavano, un ratto ovariectomizzato (intrusdaté strodotto
nella gabbia di ogni residente; l'interazione, della durata di 15 iménatata ripresa
con una videocamera Sony Handicam in modalita nightshot per I'asatisessiva

dei comportamenti mostrati dal residente vis-a-vis con l'intruso.
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L'analisi dei comportamenti & stata eseguita utilizzando tiveoé Behavior

Tracker, e sono stati analizzati 20 comportamenti in baseogii@nma di Grant e

Mackintosh (1963; vedi tabella 2 modificata da Clipperton et al., 2008 laper

descrizione dei comportamenti); per l'analisi sono stati presiomsiderazione i

comportamenti dell'animale sperimentale, e i comportamenti deléot@mizzato

solo in relazione all'altro.

Tabella 2. Descrizione dei comportamenti misurati.

Comportamenti Sociali
Inseguimento dell'intruso

Comportamenti dominanti

Attacchi compiuti

Aggressione ritualizzata

Aggressione aperta

Evitamento dell'intruso

Comportamenti di sottomissione

Attacchi ricevuti

Postura eretta di difesa

Il ratto segue attivamente o rincerréa la caccia
all'intruso; il contrario di evitare.

Il residente ha il controllo; immobiliZaatruso, lo
mordicchia aggressivamente, striscia sopra di esso e
tenta la monta.

Attacchi fisici, che includono morsi del vene del
dorso. E stata misurata solo la frequenza degli attacchi.

Attacchi fisici che includono pugniotta, posture
offensive e difensive, postura laterale di minaccia,
colpi della coda.

Attacchi fisici con una lotta serdagainclude cadute,
respinte con calci e contrattacchi, dove chi attacca non
e identificabile.

Il residente si ritira e scappdlidauso, mentre
questo lo segue.

L'intruso ha il controllo; comprerstare sotto
l'intruso, in posizione supina (esposizione della parte
ventrale), stare accovacciato a lungo, e ogni altro

comportamento in cui il residente & dominante
(immobilizzazione, cure aggressive).

Attacchi fisici, che includono morsi del trene del
dorso. E stata misurata solo la frequenza degli attacchi.

Comportamento difensivo specie-specpustura
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Inattivita sociale
Investigazione oronasale
Investigazione corporea
Investigazione anogenitale

Approcci protesi

Approcciare/accudire l'intruso

Comportamenti non sociali
Esplorazione orizzontale

Esplorazione verticale

Escavazione

Stereaotipie insolite

Inattivita solitaria

Pulizia personale

eretta con la testa retratta e le zampe pronte a
respingere.

Include sedersi, sdraiarsi, dormire insieme.
Attivo annusamento della zona oronasalemsibin
Attivo annusamento del corpo dell'intruso.

Attivo
dell'intruso.

annusamento della zona anogenitale

Comportamento di valutazione del rischio; le zampe
posteriori restano ferme, mentre quelle anteriori sono
tese verso l'intruso. E stata misurata solo la frequenza.

Comportamenti che spesso avvengonoufber ld
gabbia; l'attenzione del residente € focalizzata
sull’intruso, la testa e rivolta verso l'intruso, cosi come
i movimenti; questo comportamento diventa
“inseguimento dell'intruso” se avviene lungo la coda o
annusamento se il residente € a 1.5 cm di distanza

dall'intruso.

Movimento intorno alla gabbia; include ttinoa
annusamento dell'aria e del pavimento.

Movimento d’investigazione in posiziorattar con
entrambe le zampe anteriori sollevate dal pavimento;
include annusare e appoggiarsi alle pareti e
mordicchiare il coperchio della gabbia.

Rapido movimento stereotipato delle zampe anteriori
nella segatura.

“Strani” comportamenti, che comprendono rotazioni
salti verso il coperchio, masticare, scrollare la testa
(piu di 3).

Nessun movimento; include sedersi, sdraiars
dormire.

Rapido movimento delle zampe anteriori suliafac
sul corpo.
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| punteggi per ogni comportamento/postura individuale sono stati raggruppati

secondo la loro categoria motivazionale (Tabella 3).

Tabella 3. Descrizione dei comportamenti raggruppati.

Attivita totale Tutti i comportamenti che implicano atta;i sociali e
non-sociali. Esclusi da questa categoria sono inattivita
solitaria e sociale e cura personale.

Comportamenti sociali Inseguimento dell'intruso, comportamenti domjnanti
attacchi compiuti, posture aggressive, aggressione aperta,
evitamento dell’intruso, comportamenti di sottomissione,
attacchi ricevuti, postura eretta di difesa, inattivitdadec
investigazione oronasale,corporea e anogenitale, approcci
protesi, e approcciare/accudire I'intruso.

Comportamenti agonistici Inseguimento dell'intruso, comportamenti domina
attacchi compiuti, evitamento dell'intruso, comportamenti
di sottomissione, attacchi ricevuti, postura eretta di djfes
posture aggressive e aggressione aperta. Questo
comportamento raggruppato rappresenta i livelli generali
di agonismo presenti nelle interazioni residente-intruso e
non indica la direzione del comportamento agonistico.

Comportamenti agonistici Inseguimento dell'intruso, comportamenti dominanti e
compiuti attacchi compiuti.

Comportamenti agonistici Evitamento dell'intruso, comportamenti di sottomissione,
ricevuti attacchi ricevuti e postura eretta di difesa.

Punteggio di dominanza Comportamenti agonistici compiuti meno comportamenti

agonistici ricevuti. Un punteggio negativo indica che il
residente era l'animale sottomesso nella coppia, mentre un
punteggio positivo significa che era I'animale dominante.

Investigazione sociale Investigazione oronasale, corporea, arabgenjprocci
protesi, e approcciare/accudire I'intruso.

Comportamenti non sociali Esplorazione  orizzontale, esplorazione calerti
escavazione, stereotipie, inattivita solitaria, pulizia
personale.

Comportamenti non sociali di Esplorazione orizzontale, esplorazione verticale ed
locomozione escavazione.

Comportamenti non sociali e nomattivita solitaria e pulizia personale.
di locomozione
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Test del non-paced mating

Per valutare il comportamento sessuale spontaneo, ogni ratto femmina
(animale sperimentale) & stato disposto con un maschio espérteralb di una
gabbia singola, al di sopra della quale e stato collocato un panelexiglass, allo
scopo di facilitare la videoripresa. All'interno della gabbiat@o reso disponibile,
agli animali, cibo e acqua. L’esperimento consiste in una videoripcesa
videocamere Sony Handicam (in modalita nightshot), per la sucaeasalisi del
comportamento sessuale femminile. L'esperimento ha la duratairtieta’'notte, ed
e stato ripetuto per 4 notti consecutive, perché gli animalatiratin i contraccettivi
orali non hanno mostrato un ciclo estrale regolare, con quattraiisite, ma di
solito presentano uno striscio vaginale in metestro o diestro.Ognj ihottaschio e
stato posto in una gabbia con una femmina diversa, per promuovere |'actemol

sfruttando I"effetto Coolidge", secondo il quale i maschi tendono aspacrsi piu
facilmente se interagiscono con femmine diverse. | video sotiastdizzati per la
misurazione dei parametri che definiscono il comportamento sesmil@demmina,
la recettivita e la procettivita. La recettivita e langonente “consumatoria”
dell'interazione sessuale, caratterizzata dalla postuta ketlosi: il ratto femmina
inarca la schiena, piega la testa all'indietro e fletteoldacda un lato, per permettere

al maschio l'intromissione. La componente “appetitiva”, motivazionaleede,

include un insieme di comportamenti procettivi espressi dalla faenneicettiva (in



Materiali e metodi 40

estro) per attirare il maschio e facilitare la monta; quesnportamenti includono
saltelli, guizzi e movimenti delle orecchie. La recettivtastata espressa come
quoziente di lordosi (lordosi/ monte + intromissioni x 100) mentre pertaral la

procettivita, € stato calcolato il numero totale di comportamenti procettivi.

Test del paced mating

Il test comportamentale del paced mating ha permesso di ossesvar
discriminare la motivazione e predisposizione del ratto femminfageoppiamento,
in quanto e la femmina stessa a decidere il ritmo di intemazsessuale, al contrario
del “non paced-mating”, in cui € il maschio a deciderlo. Nel prasperimento &
stato valutato il comportamento sessuale nelle ratte tratbateontraccettivi orali e
in ratte femmine di controllo in fasi random del ciclo estrabel secondo
esperimento, le femmine trattate con contraccettivi orali s@te sottoposte al test
del paced mating dopo trattamento sottocute con: veicolop26lio di sesamo)p-
estradiolo 3-benzoato (EB, 1@/ ratto/200ul olio di sesamo ) 48 h prima del test,
progesterone (P, 4 mg/Kg/2@0di olio di sesamo) 4 h prima del test, finasteride (F;
50 mg/kg/3 ml olio di sesamo) 6 ore prima del test seguitee 2Zlopo da 4mg/Kg di
P, e F da sola. L'accoppiamento e stato videoripreso durante @i fase del ciclo
luce/buio in gabbie di plexiglass (misura 37,5 x 105 x 30 cm), divisdum

compartimenti da una parete in plexiglas avente un foro centralendnsioni tali
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(5,5 cm di diametro) da permettere il passaggio solo del rattmifeanma non del
ratto maschio a causa delle diverse dimensioni degli animafierhenine possono
efficacemente evitare il contatto con i maschi passando atitavleforo presente
nella parete che separa i compartimenti. Inizialmente ogni rattdhinasstato messo

in un compartimento della gabbia per 5 minuti, in modo da permettere loro
I'ambientamento. Successivamente il ratto femmina e statcoomessompartimento
libero della gabbia, e gli animali sono stati lasciati libefntéragire per 20 minuti. |
video sono stati quindi analizzati per la misurazione della reitztte della

procettivita.

Analisi statistica

| dati sono stati analizzati mediante I'analisi della va@afENOVA) seguita
dal test di Newman Keuls o dal test di Scheffe. Il valone<di,05é stato considerato

statisticamente significativo.



Risultati 42

RISULTATI

Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sulle concentrami cerebrocorticali

degli steroidi neuroattivi

Come atteso, il trattamento cronico con EE-LNG induce una sigtic
riduzione delle concentrazioni di progesterone (-4p%),05) e allopregnanolone (-
55%, p<0,005) nella corteccia cerebrale degli animali rispetto ai alintro inoltre
misurato i livelli cerebrocorticali di testosterone, che rasuitdrasticamente ridotti (-

77%,p<0,05) negli animali trattati .(Fig. 12).
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Figura 12 Effetto del trattamento cronico con EE-L@® sulle concentrazioni cerebrocorticali degli
steroidi neuroattivi.Gli animali sono stati trattati una volta al gioroon la combinazione di EE (0,030
mg, 0.s.) e LNG (0,125 mg, o0.s.) o con il solvef@entrolli) per 4 settimane e sacrificati 24 orgpdo
l'ultima somministrazione per la misurazione deflencentrazioni cerebrocorticali di progesterone,
allopregnanolone e testosterone. | valori sonoesspin ng di steroide per grammo di tessuto e $no
media + SEM di 10 animali per gruppo.

*p < 0,05 e *p < 0,005 vs Controlli.
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Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sul comportamento daiti nel test

dell'elevated plus maze

| risultati ottenuti nel test dell’elevated plus maze hanno covater che il
trattamento cronico con EE-LNG induce un comportamento ansioso amgjiali,
come mostrato dalla significativa riduzione delle percentualitel®ipo speso nei
bracci aperti e delle entrate negli stessi (-61% e -62fettisamente,p<0,05),
rispetto agli animali di controllo (Fig. 13), come gia dimostragcedentemente nel
nostro laboratorio (Follesa et al., 2002). Inoltre il numero di entr@itéracci chiusi
del maze non differisce tra i due gruppi sperimentali (Cont®glld + 1,50; Pillola
10,60 + 1,19), indicando che le differenze comportamentali tra gli artirahti col
solvente e quelli trattati con EE-LNG non sembrano essere dovutdesakziani

dell’attivita locomotoria spontanea.

TEMPO (bracci aperti) ENTRATE (bracci aperti)
150 1 150+

100 1 100+

% del controllo
% del controllo

50 1 501

Controlli  EE-LNG _ Controlli  EE-LNG

Figura 13 Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sul cormpgamento dei ratti nel test
dell'elevated plus mazd.valori rappresentano la percentuale di tempsctieso nei bracci aperti ed il
numero di entrate negli stessi e sono la mediaM 820 animali per gruppo.

*p<0,05 vs Controlli
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Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sul comportamento dei ratti test di

Porsolt

Come mostra il grafico in Fig. 14, durante il pretest del Porsoh ci sono
differenze tra i due gruppi sperimentali nel tempo di immobilita, teeipo di
climbing e di swimming. Il giorno del test invece, eseguito 24 h dopeetest, gli
animali di controllo passano un tempo superiore nella posizione di imtapiml
qguanto hanno capito dal pretest del giorno precedente che non c’e ngasiifaga
dal cilindro, e di conseguenza un tempo inferiore nel climbing e niehrsimg;
invece gli animali trattati cronicamente con contraccettialioisi comportano in
maniera simile al pretest, e spendono un tempo significativamanbre immobili e
un tempo maggiore nel comportamento di climbing, rispetto ai contrdlliese (-

54% e +137% rispettivamenies0,05).

o Controlli
Pretest [} EE-LNG | 55 - Test _
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20 1 20 7

Immobilita Climbing Swimming Immobilita Climbing Swimming

Figura 14. Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sul corogamento dei ratti nel test di
Porsolt. | valori rappresentano il tempo trascorso in imiti@h nel comportamento di climbing e di
swimming durante i primi 5 minuti di pretest e chteai 5 minuti di test e sono la media + SEM di 10
animali per gruppo.

*p<0,05 vs Controlli



Risultati 45

Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sul comportamento dei ratti test di

preferenza al saccarosio

Come mostra la tabella 4, il test di preferenza al sadoanus ha
mostrato nessuna differenza tra i ratti femmina trattatiEBA.NG e gli animali di
controllo, che mostrano una percentuale simile di preferenza arsak rispetto
all'acqua, evidenziando quindi il fatto che il trattamento cronico cofLl[E& non
induce anedonia, e quindi uno stato depressivo, confermando i risultati ottehuti

test di Porsolt.

Tabella 4. Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sul coragamento dei ratti nel test di preferenza
al saccarosio.

Gruppi  |Consumo (g di liquido/kg di peso) Preferenza al saccaras(%)
Totale fluidi |Acqua Soluzione di
saccarosio
Controlli |227,1+40,9| 25,6 +3,8| 201,6+40,8 83,9+35
EE-LNG |343,8+42,7| 34,9+10,83 308,9+45.1 86,9+5,4

Gli animali sono stati isolati e lasciati liberi ldére da due bottiglie, una contenente acqualteal'ana

soluzione di saccarosio all' 1%, per 24 ore. Sowadi sjuindi misurati il consumo dei due fluidi (g/k
peso) ed € stata calcolata la preferenza al satogi@ saccarosio/totale fluidi x 100)per ogni aaien |

dati rappresentano la media £ SEM di 10 animaligrappo.
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Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sul comportamento dei ratt test

del Morris water maze

Il trattamento con EE-LNG non modifica I'apprendimento nel telsiViberis
water maze, come mostrato dalla latenza al raggiungimenta pielitaforma che
decresce durante i giorni di apprendimento in maniera simile neigdugpi

sperimentali (Fig. 15).

Curva di apprendimento
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1 2 3 4

Giorno di allenamento

Figura 15. Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sull'appndimento dei ratti nel test del
Morris water mazel valori rappresentano il tempo di latenza (s)agigiungimento della piattaforma
e sono la media £ SEM di 10 animali per gruppo.
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Anche nel probe trial, eseguito in assenza della piattaforma, reonaidifferenze

significative tra le femmine trattate cronicamente con BEsLe le femmine di

controllo per quanto riguarda la latenza al raggiungimento delltafoiaha e il

numero di entrate nella stessa, mentre il trattamento inducensengo significativo

della velocita e della distanza totale percorsa (+33% ehiygs0,05), e del numero

di entrate nel quadrante della piattaforma (+ 49p%),05) rispetto ai controlli (Tab.

5). Il trattamento con contraccettivi orali non modifica pertaetgperformance

mnemoniche degli animali nel test del Morris water maze.

Tabella 5. Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sulla meria dei ratti nel test del Morris

water maze

| valori rappresentano i parametri consideratiprebe trial e sono la media + SEM di 10 animali per

gruppo.

Controlli EE-LNG

Distanza(m) 6.94+£0.60 | 9.24+£0.74*

Velocita (m/s) 0.11+£0.01 | 0.15+0.01*
Quadrante della
piattaforma (est)

No. di entrate 41 +0.53] 6.11+£0.70*
Tempo (s) 19.1 £ 3.59 19.3£2.98
Latenza (s) 8.53 + 2.22 7.17 + 1.3(

Anello periferico
Tempo(s) 29.7 £ 3.15 32.7 £3.39

Anello della

piattaforma
Tempo(s) 25.5+2.95 23.4 £ 3.00

Regione target
Tempo(s) 9.90+1.61 9.22 +1.97

Piattaforma

No. di entrate 2.1+0.48 2.2+0.40
Latenza(s) 27.7 £7.28 18.3 £5.63

*p<0,05 vs Controlli
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Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sul comportamendei ratti nel test

del resident-intruder

Il trattamento con EE-LNG non modifica il comportamento genedalgli
animali nel test del resident-intruder, infatti i comportamentigumiali (esplorazione
orizzontale e verticale, escavazione, inattivita solitaria eipytiersonale) rimangono
invariati, cosi come alcuni comportamenti sociali (investigazione orojasale

Al contrario, per quanto riguarda i comportamenti specifici raisunel
paradigma del resident-intrudeutilizzato per valutare lI'aggressivita, le femmine
trattate con la combinazione estroprogestinica mostrano una ridwabpenteggio
di dominanza (frequenza dei comportamenti agonistici compiuti — frequiiza
comportamenti agonistici ricevuti) rispetto agli animali di colfdr(-114%p<0,005,

Fig. 16).

Dominanza

20 .
B Controlli

B EE-LNG

15

10

Punteggio di dominanza (frequenza)

-5

Figura 16. Effetto del trattamento cronico con EENG sul comportamento dei ratti nel test del resitlen
intruder. | valori riportati nel grafico rappresentano il peggio di dominanza (frequenza). | comportamenti
degli animali sono stati analizzati per 15 minl chomento dell'introduzione dell'intruso nella dpd del
residente. | valori sono la media + SEM di 10 arimer gruppo.

*p<0,005 vs Controlli
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Inoltre, tutti i comportamenti agonistici (inseguimento dell’istu
comportamenti dominanti, attacchi compiuti) sono stati raggruppatall@nalisi
degli stessi e risultato che i ratti femmina trattati &#LNG mostrano sia nella
durata che nella frequenza, un minore comportamento agonistico riapettotrolli
(-78%,p<0,05 e -60%p<0,01, rispettivamente Fig. 17). In particolare dall'analisi dei
comportamenti agonistici, € emerso che le ratte trattatecarmente con EE-LNG
hanno una riduzione della frequenza nell’inseguimento dell’intruso (-p2205) e

dei comportamenti dominanti (-67%x%0,01), rispetto agli animali di controllo.
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Figura 17 Effetto del trattamento cronico con EE-L® sul comportamento dei ratti nel test del residémtruder.
| valori riportati nel grafico rappresentano la ahar e la frequenza dei comportamenti agonisticipiotne la
frequenza dell'inseguimento dell'intruso e dei camtpmenti di dominanza da parte del residente neigtuppi
sperimentali. | comportamenti degli animali sonatisainalizzati per 15 minuti dal momento dell'irdtzione
dell'intruso nella gabbia del residente. | vakwno la media £+ SEM di 10 animali per gruppo.

*p<0,05e **p<0,01vs Controlli
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Inoltre le femmine trattate con EE-LNG hanno mostrato un mimdegeisse
nell'investigazione sociale (Fig. 18), come mostrato dalla ridicttpuenza di questo
comportamento (-37%<0,005), e in particolare dell'investigazione corporea (-36%,

p<0,001) e di quella anogenitale (-72%0,001).
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Figura 18 Effetto del trattamento cronico con EE-L® sul comportamento dei ratti nel test del resident
intruder. | valori riportati nei due grafici rappresentano ffaquenza di investigazione sociale, corporea e
anogenitale compiuta dal residente nei confroritiickeuso. | comportamenti degli animali sono stamalizzati

per 15 minuti dal momento dell'inserimento dellfito nella gabbia. | valori sono la media + SEM1Gi
animali per gruppo.

* p<0,05 e **p<0,005 vs Controlli
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Come mostra la Fig. 19, tra i 21 comportamenti analizzati ésenagiche che
le ratte trattate cronicamente con EE-LNG hanno speso un maggiopd in
inattivita sociale (+238%p<0,05) rispetto ai controlli, che include sedersi, sdraiarsi e
dormire insieme, oltre che mostrare poco interesse alle attenzia parte

dell’intruso.
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Figura 19 Effetto del trattamento cronico con EE-L® sul comportamento dei ratti nel test del
resident-intruder.| valori riportati nel grafico rappresentano la alar di inattivita sociale compiuta
dai residenti nei confronti dell'intruso nei dueugpi sperimentali. | comportamenti degli animali
sono stati analizzati per 15 minuti dal momentd'idekrimento dell'intruso nella gabbia. | valori
sono la media + SEM di 10 animali per gruppo.

* p<0,05 vs Controlli
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Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sul comportamento sessualeatéi

Il trattamento cronico con EE-LNG non altera la recettiwatarhinile nel test
del non-paced mating (Fig. 20), come dimostrato dal quoziente di lorduke siei
due gruppi sperimentali. Al contrario questo trattamento influenzanamiera
specifica la motivazione sessuale, come mostrato dalla sajivficriduzione dei

comportamenti procettivi (-64%1<0,05) nei ratti femmina trattati rispetto al gruppo

di controllo.
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Figura 20 Effetto del trattamento cronico con EE-L® sul comportamento dei ratti femmina nel test
del non-paced matingl valori nei grafici rappresentano il quozientelalidosi espresso in percentuale
e il numero dei comportamenti procettivi. | datheda media + SEM di 10 animali per gruppo.
*p<0,05 vs Controlli
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Come mostra la Fig. 21, il test del paced mating, che permdettudiare in
maniera specifica la motivazione sessuale femminile, conferisaltati ottenuti nel
non-paced mating. Infatti, il trattamento cronico con EE-LNG noruenita il
quoziente di lordosi, mentre riduce drasticamente i comportamentitiprpcehe

risultano quasi assenti nelle femmine trattate rispetto ai controlli (8894)5).
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Figura 21 Effetto del trattamento cronico con contraccettiorali sul comportamento dei ratti femmina
nel test del paced matindivalori nei grafici rappresentano il quozientdatidosi espresso in percentuale
e il numero dei comportamenti procettivi. | datheda media + SEM di 10 animali per gruppo.

*p<0,05 vs Controlli
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Poiché il trattamento con contraccettivi orali riduce le conceioina
plasmatiche di estradiolo e progesterone (Rapkin et al., 2006), abbiarnetowak la
somministrazione di questi due ormoni potesse ripristinare l'attséissaule nelle
femmine trattate con EE-LNG. La somministrazione di estradielizoato ai ratti
femmina trattati cronicamente con EE-LNG 48 ore prima delrtestinfluenza il
comportamento sessuale degli animali, mentre il progesterorre, grimma del test,
determina un aumento significativo sia del quoziente di lordosi (+2B4®05) sia
dei comportamenti procettivi (+230%<0,001) rispetto agli animali trattati con il

solvente (Fig. 22).
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Figura 22 Effetto della somministrazione di estradiolo e pexjerone ai ratti femmina trattati con EE-
LNG sul comportamento nel test del paced mating.

| valori nei grafici rappresentano il quoziente Idrdosi espresso in percentuale e il numero dei
comportamenti procettivi. 1 dati sono la media £MSHi 10 animali per gruppo. S: solvente; EB:
estradiolo benzoato; P: progesterone.

*p<0,05 e*p< 0,001 vs S
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Per valutare il ruolo dell’allopregnanolone sull’aumento dei comportament
recettivi e procettivi indotto dalla somministrazione di progesie nei ratti femmina
trattati cronicamente con EE-LNG, ho somministrato la fimakteche inibisce la
sintesi di allopregnanolone bloccando I'enzimar&duttasi. Come mostra la Fig. 23,
la somministrazione della finasteride da sola, 6 ore primaed¢l determina una
riduzione significativa sia del quoziente di lordosi sia dei compamdinprocettivi
rispetto agli animali trattati con il progesterone. La somstiazione di finasteride 2
ore prima del progesterone, invece, determina una riduzione non sigrafidel
quoziente di lordosi (-48%), mentre riduce drasticamente i compartaprecettivi

(-75%,p<0,05), rispetto al trattamento con il solo progesterone.

1001 251
801 = 207
=
g
Q
601 S 151
' 401 S 101
8
£ *
S
201 51
*%
0- P F+P S O™ F P F+P s

Figura 23 Effetto del trattamento cronico con EE-LNG sul comgamento dei ratti femmina nel test
del paced matingl valori nei grafici rappresentano il quozientelalidosi espresso in percentuale e il
numero dei comportamenti procettivi. | dati sononkedia £ SEM di 10 animali per gruppo.

F: finasteride; P: progesterone; F+P: finasteriggogesterone; S: solvente.

*p<0,05 e *p<0,001 vs P



Risultati 56

Effetto della somministrazione di progesterone e finasteriddleseoncentrazioni

cerebrocorticali degli steroidi neuroattivi nei ratti trattattronicamente con EE-

LNG

Come mostra la Fig. 24, la somministrazione di progesterone 4 ora gl
sacrificio ai ratti trattati cronicamente con EE-LNG, cheluce un aumento
significativo dei comportamenti procettivi nel test del pacedngainduce anche un
contestuale aumento significativo delle concentrazioni di progesteror81%,
p<0,0005) e di allopregnanolone (+ 105f«0,0005) nella corteccia cerebrale degli

animali, rispetto ai ratti trattati con il solvente, mentre nadifica i livelli cerebrali

di testosterone.
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Figura 24. Effetto della somministrazione di progesone e finasteride sulle concentrazioni
cerebrocorticali degli steroidi neuroattivi nei rattrattati cronicamente con EE-LNGGIi animali
sono stati trattati una volta al giorno con la carabione di EE (0,030 mg, 0.s.) e LNG (0,125 mg,)o.
per 4 settimane e sacrificati per la misurazionledsoncentrazioni cerebrocorticali di progesterone
allopregnanolone e testosterodepo trattamento con: finasteride (F) 6 ore prined sacrificio,
progesterone (P) 4 ore prima del sacrificio, finede + progesterone (F+P), o solvente (S). | valor
sono espressi in ng di steroide per grammo di tessaono la media £ SEM di 10 animali per gruppo.
*p<0,0005 vs P%p<0,05 vs S &p<0,0005 vs S
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La somministrazione di finasteride, da sola o in combinazione comdkegterone,
che in entrambi i casi induce una riduzione della motivazione sessoahe atteso,
non influenza le concentrazioni cerebrocorticali di progesterone at@giali trattati
con EE-LNG, mentre induce una significativa riduzione delle conceoiadi
allopregnanolone sia rispetto agli animali trattati con il potmesterone (-65% F e -
70% F+P), sia rispetto ai ratti ai quali e stato sommatstii solvente (- 83% F e -

39% F+P), e un aumento, anche se non significativo, dei livelli di testosterone.
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DISCUSSIONE

Numerose ricerche hanno dimostrato che le concentrazioni cerebrali
plasmatiche dell’allopregnanolone, si modificano durante le diviaxsiedel ciclo
(Genazzani et al., 1998), aumentano drasticamente durante la grayi@anzas et
al., 1998) e si riducono notevolmente prima del parto (Concas et al., d 998xnte
la menopausa (Genazzani et al., 1998), cioé seguono le variazioni geesursore
progesterone. Queste scoperte, insieme all’evidenza che l'allegm@gne induce
una potente azione sedativa, ansiolitica, antidepressiva ed e imphedia
regolazione del comportamento sessuale, suggeriscono che questo patmehbe
avere un ruolo rilevante nel controllo degli stati emozionali ecdetportamento
sessuale associati non solo alle suddette condizioni fisiologicheamche a
trattamenti farmacologici che inducono marcate fluttuazioni nedlecentrazioni

cerebrali e plasmatiche di questo steroide.

Come é noto dalla letteratura, i contraccettivi riducono la funziodecgina
dell'ovaio inibendo [lattivita del sistema ipotalamo-ipofisi-gonadi geindi la
secrezione di LH (Luteinizing Hormone) e FSH (Follicle Stitinta Hormone).
Coerentemente con questo meccanismo, il trattamento con i cotttva@rali nel
ratto riduce drasticamente i livelli plasmatici di LH per tutto il perioddrd¢tamento

e di conseguenza la sintesi degli ormoni gonadici (Kuhl et al.,1984¢cbrdo con
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guesti risultati, il nostro laboratorio ha dimostrato che la sonstn&mione cronica
della combinazione estroprogestinica EE-LNG, riduce marcatamkvediicerebrali
e plasmatici di progesterone e del suo metabolita neuroattivo, egjttgorolone, nel
ratto femmina (Follesa et al., 2002) e nella donna previene l'aondnguesti
ormoni nella fase luteale del ciclo mestruale (Rapkin et al., 2@@)a base di
queste evidenze, ho voluto approfondire ulteriormente tale ricercaarstiadiil
comportamento animale, nell'ipotesi che tale trattamento, riduceridelli dei
neurosteroidi, fosse in grado di modificare lo stato emozionale @ripartamento

sessuale nel ratto femmina.

| miei risultati indicano che gli animali trattati per quattrettimane con EE-
LNG e sottoposti al test dell’ elevated plus-maze, un test compentale che si basa
sulla naturale avversione dei ratti nei confronti di ambieptrta e luminosi,
mostrano un comportamento simile all’ansia. Infatti, nei tadtitati con EE-LNG
diminuiscono significativamente le percentuali sia degli ingnessbracci aperti (-
62%) che del tempo totale passato in essi (-61%) rispetto ragiak di controllo
trattati con il solvente. Le differenze nel comportamento traamgjinali trattati col
solvente e quelli trattati con EE-LNG sembrano non essere dovuteaatifienenza
nell’attivita locomotoria spontanea in quanto il numero delle entrgitéracci chiusi
risulta essere molto simile nei due gruppi sperimentali. Il corap@nto ansioso

osservato nei ratti femmina trattati con EE-LNG potrebberessorrelato alla
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diminuzione dei livelli cerebrali e plasmatici di allopregnanolomstta dallo stesso
trattamento (Follesa et al., 2002). Questa conclusione e in accondprecedenti
studi che mostrano come la riduzione delle concentrazioni dei neoidsiadotta
dall'ovariectomia o dalla somministrazione di finasteride, un inibitdella -
reduttasi (un enzima deputato alla sintesi di allopregnanolone), induce un
comportamento simile all’ansia in animali sottoposti all’elegtatplus-maze
(Zimmerberg & Farley, 1993; Smith et al., 1998). Inoltre, sia dgpsterone sia
I'allopregnanolone, quando iniettati in peritoneo o direttamente nei ic@ntr
cerebrali, inducono effetti ansiolitici in diversi test sperimér(Bitran et al., 1991,

Wieland et al., 1991; Zimmerberg et al., 1994).

Diversi studi clinici hanno dimostrato che l'allopregnanolone € ridotto
individui con disturbi di panico, depressione o0 ansia, depressione post-partum
(Pearson Murphy et al., 2001) e sindrome premestruale (Rapkin et &), @Hre i
farmaci antidepressivi, cosi come una dieta ricca di triptofanimoacido precursore
della serotonina, aumentano le concentrazioni di steroidi neuroattivmeatialano
positivamente il recettore GABA nel plasma e nel liqguido cefalorachidiano
dell'uomo (Uzunova et al., 1998; Rasgon et al., 2001). Inoltre, i livelli dei
neurosteroidi sono ridotti in modelli animali di depressione e dsstaFonico

(Guidotti et al., 2001; Pinna et al., 2004; Serra et al., 2000), e I'allognetpne
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esplica un effetto antidepressivo in test comportamentali (Rorsblizzati per
valutare I'efficacia antidepressiva di un farmaco nell'animale (Kéisdl., 2000).

Ho quindi valutato se il trattamento cronico con EE-LNG modificakse
comportamento degli animali nel test di Porsolt. Durante il gretes ha la funzione
di abituare gli animali all’'ambiente in cui eseguiranno il,tesmodo da eliminare la
componente ansiosa e stressante dovuta all'immersione nell'acquapmorstate
osservate differenze tra i due gruppi sperimentali nel tempordobilita, nel tempo
di climbing e di swimming. Il giorno del test, mentre gli aninthlcontrollo hanno
trascorso un tempo maggiore nella posizione dimmobilita, gli anirmatiati
cronicamente con EE-LNG, si sono comportati in maniera similepratest,
trascorrendo un tempo significativamente minore immobili e mostrandeaggiore
comportamento di climbing, rispetto agli animali di controlli. ldugione del tempo
d'immobilita misurato nelle femmine trattate rispetto ai controlli, m&ell’aumento
del tempo trascorso nel comportamento di climbing, potrebbe indicarefeito ef
antidepressivo della combinazione EE-LNG. Tuttavia, secondo una recente
interpretazione, la riduzione dellimmobilita e l'aumento del compoeetato di
climbing sembrano piuttosto suggerire, in accordo con i risultatiutiteell’elevated
plus-maze, che il trattamento con EE-LNG induca uno stato sitiidlesia piuttosto
che un effetto antidepressivo. Infatti, recentemente € stata gaggea relazione tra

il comportamento osservato nell’elevated plus-maze e quello ossarghtest di
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Porsolt; in particolare, un tempo inferiore passato nei braccii egmartbra essere
associato a un ridotto tempo dimmobilita (Estanislau et al., 201@uel test
comportamentali sono diversi per molti aspetti, ma in entramioléo nmportante il
modo in cui un animale reagisce agli stimoli avversi (brapeirta e immersione
nell’acqua), una caratteristica comune nella patologia ansiogaresdiza. Pertanto,
la relazione tra il tempo speso nei bracci aperti e 'imnitahilel Porsolt pud essere
spiegata da una generale reattivita agli stimoli avversiadocordo con questa
conclusione, recentemente e stato dimostrato che l'isolamentoesarialcondizione
che induce uno stato ansioso nell’animale (Serra et al., 2000), ridueenglo
d'immobilita e aumenta il tempo di climbing nel test di Porsolt (Pisu et al., 2011).
L'ipotesi che il trattamento cronico con EE-LNG non induca nell’al@ma
effetto antidepressivo e supportata anche dai risultati otteotitbpsnendo gl
animali al test di preferenza al saccarosio, in cui una rigotferenza al consumo di
saccarosio rispetto allacqua viene considerata come indiceedoam, uno tra i
principali sintomi di uno stato depressivo. Dai risultati non é saeressuna
differenza tra gli animali trattati e il gruppo di controllor pguanto riguarda il
consumo di saccarosio, suggerendo che il trattamento cronico con EEHNG
induce anedonia, e quindi uno stato depressivo, confermando i risultati ottehuti

test di Porsolt.
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Il comportamento simile delle femmine trattate cronicameoteEE-LNG nel
pretest e nel test del paradigma di Porsolt, potrebbe ancheriseigdee questo
trattamento induca deficit mnemonici, che impediscono agli anidiaticordare
I'esperienza del pretest il giorno del test, e quindi il fatlte fosse inutile tentare la
fuga; pertanto ho sottoposto gli animali al test del Morris Wdteze. Il trattamento
cronico con EE-LNG non modifica I'apprendimento degli animali nel Mosater
maze, in quanto gli animali trattati con EE-LNG imparano la pmséz della
piattaforma e la raggiungono con un tempo di latenza simile ai dontitol
comportamento dei due gruppi sperimentali € simile anche nabeptrial,
dimostrando che neanche i processi di memoria sono alterati tinato cronico
con la pillola. Tuttavia, nel probe trial ho riscontrato un aumento feigtivo del
numero di ingressi nel quadrante della piattaforma (EST) e unaiamcu della
latenza alla piattaforma, anche se non significativa, degliantmattati rispetto ai
controlli. Questi dati perd non rappresentano un indice di maggiore nagrpoithé
sono accompagnati da un aumento significativo della distanza totatggzee della
velocita; gli animali trattati con EE-LNG, quindi, raggiungono g@ila piattaforma,
ma percorrono un percorso piu lungo e nuotano a una velocita maggiosti Que
risultati suggeriscono che anche nel Morris Water Maze Igpooente ansiosa possa
giocare un ruolo importante, ma che il trattamento con EE-LNG nadiifica le

capacita di apprendimento e di memoria spaziale.
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Poiché i contraccettivi inducono una marcata riduzione dei livellistiogeno e
progesterone, questi risultati sono in contrasto con I'evidenza chargini gonadici
hanno un importante ruolo in aree, come lippocampo, la corteccia froatale
'amigdala, ampiamente coinvolte in processi cognitivi, di apprendione di
memoria (Blurton-Jones et al., 1999; Gundlah et al., 2000; Osterlund20Q9.a,b;
Register et al., 1998). Difatti, diversi studi dimostrano cheututhzioni ormonali
fisiologiche nel ciclo mestruale, influenzano le funzioni cognitiveligaamemoria
verbale, ma anche la performance motoria (Phillips and Silvert887, Broverman
et al., 1981; Hampson and Kimura, 1988; Hausmann et al., 2000). E stato alionostr
che, durante le fasi preovulatoria e luteale, nelle quadelliidi estrogeni sono alti, si
ha una maggiore scioltezza verbale, una migliore abilita mat@arauale ma minore
abilita spaziale; viceversa accade durante la mestruaziomedgeel quale, i livelli

di estrogeno son bassi. Sulla base di queste evidenze si potrebbe rpatiezai
contraccettivi, farmaci che alterano le concentrazioni di est@g progesterone,
possano influenzare soltanto specifiche funzioni cognitive e non alteranemoria
spaziale. Infatti, studi effettuati sui ratti in fasi dedlgiestrale nelle quali i livelli di
estradiolo sono alti e sottoposti al test del Morris water yreme hanno dato risultati
significativi (Berry et al., 1997; Stackman et al., 1997) o addiritglraanimali
manifestavano delle prestazioni ridotte (Warren et al., 1997).r®laédtrte, altri studi,

effettuati su ratti femmina ovariectomizzati e trattatbonicamente con estrogeni,
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dimostrano un miglioramento nella memoria spaziale in questi ar{ioigne et al.,
1998).

Poiché numerose evidenze sperimentali hanno dimostrato che gli ormoni
gonadici, in particolare l'allopregnanolone, sono coinvolti nella modulazdine
diversi comportamenti agonistici (Miczek et al., 2003), uno degli ouiettlla mia
tesi e stato quello di valutare se il trattamento con EE-LN@spet modificare il
comportamento agonistico di questi animali. Per questo scopo @tdliaiato il test
del resident-intruder che permette di valutare i comportamemisii (aggressivita
e dominanza) mostrati da un ratto residente nei confronti di un ratto intruso.
| risultati della mia tesi dimostrano che nel test deident-intruder i ratti trattati con
EE-LNG non mostrano un comportamento dominante, verso un conspecifico
sconosciuto, che é stato introdotto nel loro territorio. Infatti, gimali trattati con
EE-LNG sono meno dominanti all'interno della coppia residente-intrasae
mostrato dal minore punteggio di dominanza (differenza tra comportaagemistici
compiuti e comportamenti agonistici ricevuti). Inoltre, le femntiradtate con EE-
LNG mostrano un minore comportamento agonistico rispetto agli &nidna
controllo. | comportamenti agonistici compiuti (inseguimento dellisa,
comportamento dominante e attacchi) sono, infatti, significativanmimteri, sia in
durata sia in frequenza, in questi animali rispetto a quelliodirallo. Attraverso

I'analisi dei singoli comportamenti si puo osservare che te tedttate con EE-LNG
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trascorrono un minore tempo, nei 15 minuti d’interazione, nell'inseguoment
dell'intruso e in atteggiamenti di dominanza su di esso, quali le aggeessive.
Numerosi studi hanno dimostrato che i comportamenti agonistici esisagi ratti
femmina nel resident-intruder test sono paragonabili a comportatigat della
sindrome premestruale e sono influenzati dalle fluttuazioni ormooatiesse al ciclo
mestruale (Ho et al., 2011). Infatti, 'ovulazione e la succe$sivaazione del corpo

luteo sembrano avere un ruolo fondamentale nel precipitare la sindremespruale.

In uno studio su un ampio gruppo di donne con sindrome premestruale sono stati
confrontati i sintomi durante cicli spontanei ovulatori e anovulatarite te pazienti
hanno mostrato un significativo peggioramento ciclico dei sintomi tiega
premestruali durante i cicli ovulatori, mentre nei cicli anovulat@intomi ciclici
scomparivano, con conseguente attenuazione della sindrome premestruale,
suggerendo che essa e il risultato di fattori scatenanti prodalticorpo luteo
(Hammarback and Backstrom, 1991). Pertanto il minore comportamemestcp

dei ratti femmina trattati cronicamente con EE-LNG, potredgsere in relazione alla
soppressione dell’ovulazione e alla mancanza di fluttuazioni ormonakrgrenelle

varie fasi del ciclo estrale indotta da questi farmaci (Hal.e2001). In accordo con
guesta conclusione, nelle donne con sindrome premestruale, i coniracoEtd
efficaci nel ridurre i sintomi quali irritabilita, ansia, demiese, ipersensibilita e

sintomi emotivi.



Discussione 67

Dai risultati del resident-intruder test, & emersa inoltrerithezione delle interazioni
sociali da parte degli animali trattati con EE-LNG rispetyli animali di controllo, in
particolare una minore investigazione sociale e un maggior tempo Bp@attivita
sociale, che potrebbe essere indice di poco interesse da pagteattelltrattate con
EE-LNG, nei confronti degli intrusi. Questa riduzione dei comportainmsotiali
potrebbe essere correlata alla riduzione delle concentrazioniogregnanolone
indotta dal trattamento cronico con EE-LNG; infatti, ratti itresche hanno livelli
elevati di allopregnanolone, mostrano piu comportamenti sociali, tospetatti in
diestro, con livelli ridotti di allopregnanolone. La rimozione delle eyvda fonte
primaria del progesterone, riduce i comportamenti sociali ttefeenmina, mentre la
somministrazione di allopregnanolone ripristina questi comportamersd welori
simili a quelli dei ratti in estro (Frye et al., 2008).

Ho voluto infine valutare se il trattamento cronico con EE-LNG ficadise il
comportamento sessuale degli animali, e se queste eventuali canidiii fossero
correlate alla riduzione delle concentrazioni cerebrali di ggsterone e
allopregnanolone indotta da questi farmaci. Infatti, € noto dallardaita che
'assunzione cronica di contraccettivi orali e talvolta accompagm@atun calo
dell'interesse e dell’attivita sessuale nella donna (Alexaetie., 1990; Graham,

1993; Caruso et al., 2004; Wallwiener et al., 2010; Battaglia &Cdll). Poiché non

ci sono studi che documentino questo effetto negli animali, ho voluto studiare
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comportamento e la motivazione sessuale dei ratti trattati caroente con la
combinazione estroprogestinica in due test comportamentali, il nectpaating e il
paced-mating. Nel primo test, la femmina é stata messa&doppiamento con un
maschio diverso per quattro notti consecutive, in una gabbia in comtdtto con il
maschio & sempre possibile; la scelta di ripetere I'espetinper 4 notti e stata fatta
in quanto gli animali trattati con EE-LNG non mostrano un ciclakstegolare, con
le 4 fasi distinte, bensi mostrano quasi sempre uno striscio vaginaietestro o
diestro. Dai miei risultati si evince che il trattamento arorégon EE-LNG non altera
la recettivita femminile, infatti il quoziente di lordosi énde nei due gruppi. Al
contrario, questo trattamento influenza in maniera specificaotavazione sessuale
dei ratti femmina trattati con EE-LNG, come dimostrato dsilimificativa riduzione
dei comportamenti procettivi (-64%). Nel secondo test invece, ildpataing, gli
animali sono separati in due compartimenti da una parete aventerculifana
dimensione tale da permettere il passaggio del ratto femminaamadel ratto
maschio, per cui il ratto femmina puo allontanarsi dal maschiotanperdecidere il
ritmo dell’accoppiamento; in questo modo € stato possibile valutaspeti@
motivazionale della femmina. | miei risultati confermano queltermiti nel non-
paced mating. Infatti, il trattamento cronico con EE-LNG non imthaeil quoziente
di lordosi, mentre riduce drasticamente i comportamenti procettind, risultano

quasi assenti nelle femmine trattate rispetto ai contr@B%). Da questi risultati
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emerge quindi che il trattamento cronico con EE-LNG non riduceslaodibilita
delle femmine all’accoppiamento, come mostrato dal quoziente di iarddigrato,
ma riduce drasticamente la motivazione sessuale e la frequeiliniziare e
promuovere l'approccio sessuale con il partner, evidente nellaiorduzdella
procettivita in entrambi i test comportamentali, ma soprattuttotestl del paced
mating in cui € la femmina a controllare il ritmo dell’accoppiamento.

| miei risultati sono in accordo con I'evidenza che nella donnatiamento
cronico con una combinazione di estroprogestinici (Microgynon, etinittskoa0.03
mg + levonorgestrel 0.15 mg) ha un effetto negativo su vari aspédtisgskualita, in
particolare riduce linteresse sessuale, la frequenza deltattsessuale e la
frequenza nell’iniziare I'approccio sessuale con il partner {@raet al., 1995). Al
contrario, alcune donne che assumono questi farmaci riferiscono una raaggior
frequenza nei rapporti sessuali (Wynn et al., 1975; Trussel and We€80) o
nessuna variazione, e in ogni caso gli effetti sono strettamep&ndsinti dal
dosaggio di estrogeni o progestinici presenti nella pillola l&a daodalita d’'uso,
continua o discontinua, quest’ultima a sua volta strettamenterdietéa dagli effetti
negativi dei contraccettivi orali e associata ad una prepondedareftetti negativi
sulla sfera sessuale (Sanders et al., 2001). Mentre nelle doeffetyj sul desiderio
sessuale molto probabilmente rappresentano una combinazione comuesshage

di effetti biologici, psicologici e sociali, il modello animale e utilizzato assume
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una certa validita perché permette di escludere gli aspettolpgici associati
all'utilizzo della pillola e di osservarne esclusivamente gli effattiniacologici.

I meccanismi che sottendono I'effetto dei contraccettivi stillita sessuale
non sono ancora chiari; per quanto riguarda gli effetti positivi, potreldssere dati
dalla rassicurazione psicologica che riduce la paura di una gravidarneaanatentre
gli effetti negativi sulla libido sembrano essere dovuti allxlsezza vaginale, data
dalla riduzione della produzione di estrogeno, e alla riduzione dellerdceieni di
testosterone, che sembra giocare un ruolo centrale nel contrillaesiderio
sessuale, determinati dalla pillola (Guida et al., 2004). In ogni cagmjre questi
aspetti nella sfera sessuale dovuti all’utilizzo dei conttdecee di estrema
importanza, dal momento che lo scopo primario del loro utilizzo é qdietoere la
certezza di escludere una gravidanza senza avere ripercussioni negatnetagidiei
sessuali.

E stato chiaramente dimostrato che i neurosteroidi, in particolare
I'allopregnanolone, rivestono un ruolo importante nel controllo del compantame
sessuale femminile e sono cruciali per il successo deltaduzione (Frye et al.,
1998). In particolare, la somministrazione di allopregnanolone promudigsdio di
gonadotropine, I'ovulazione e il comportamento riproduttivo. Inoltre, bloccando la
sintesi di questo neurosteroide, mediante iniezione sistemica aleatitun inibitore

della s-reduttasi, si riduce la lordosi e I'espressione della regatBessuale rispetto
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agli animali di controllo, trattati col solvente (Frye et al., 1988se, 2011). Il
progesterone, nell'ipotalamo, ha un’azione classica, attraverso i peopttori (PR)
intracellulari, nel promuovere il comportamento sessuale, mealiaregnanolone
sembra agire, con un’azione non genomica indipendente dai recettoril per i
progesterone, nell’area ventrale tegmentale (VTA) dove moduleidénza e la
qualita dell’accoppiamento attraverso un’azione sui recettori GABAye et al.,
2006). E stato quindi ipotizzato che alcuni degli effetti del progmstersui
comportamenti procettivi e recettivi nelle femmine possano essegdiati
dall’allopregnanolone.

Il risultato che la somministrazione di EE-LNG per 4 settiena ratti
femmina diminuisce le concentrazioni cerebrocorticali di progeste e
allopregnanolone, suggerisce che la riduzione del comportamento sessuale
particolare della motivazione sessuale, indotta da questo trattargpessa essere
correlata ai ridotti livelli cerebrali di questi steroidi &dccordo con questa ipotesi, i
miei esperimenti dimostrano che, nel test del Paced Matirgpneministrazione di
estradiolo benzoato ai ratti femmina trattati cronicamente EshNES 48 ore prima
del test, non influenza il comportamento sessuale degli animali, rendat
somministrazione di progesterone, 4 ore prima del test, determinaumento
significativo sia del quoziente di lordosi sia dei comportamentigptigcrispetto agli

animali trattati con il solvente. Questo risultato sembra esserrelato alle
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concentrazioni cerebrali del progesterone e del suo metabolita tieoroa
allopregnanolone, poiché la somministrazione di progesterone aummemi@do
molto marcato le concentrazioni cerebrali di questi ormoni, ripastio quindi la
drastica riduzione dei loro livelli indotta dal trattamento con EE-LNG.

Per valutare il ruolo dell’allopregnanolone sullaumento dei comportame
recettivi e procettivi indotto dalla somministrazione di progesie nei ratti femmina
trattati cronicamente con EE-LNG, ho utilizzato la finasteridenibitore della &-
reduttasi. Somministrando questo composto, 2 ore prima del progesterorsbiepos
inibire la sintesi di allopregnanolone. La somministrazione disterae in
combinazione con il progesterone, riduce le concentrazioni cereldhali
allopregnanolone negli animali trattati con EE-LNG, senza nuedd le
concentrazioni di progesterone negli stessi animali. L'inibizionda deintesi
cerebrale di allopregnanolone indotta dalla finasteride, deteinoitee una drastica
riduzione dei comportamenti procettivi ma non modifica significatemste il
quoziente di lordosi, confermando I'ipotesi che I'allopregnanolone e reteger
I'espressione dei comportamenti procettivi e la riduzione dei busii sembra
essere responsabile dell’alterato comportamento sessuale indattattdahento con
EE-LNG.

Dai miei risultati non emerge, al contrario, un coinvolgimentdestbsterone

sulla riduzione del comportamento sessuale indotta dai contraccetsli Le



Discussione 73

concentrazioni cerebrali di questo ormone sono significativamenteteriaiztl
trattamento cronico con EE-LNG, in accordo con i dati in letiesabttenuti sulle
donne (Coenen et al., 1996). E noto che anche il testosterone & coinvolto nella
motivazione sessuale femminile, infatti donne in premenopausa commastruali
regolari (normali concentrazioni di estrogeno e progesterone) cm® hma carenza

di androgeni per disfunzioni surrenali, presentano un ridotto desiderio Isessua
condizione revertita dal trattamento con androgeni (Guay, 2001). Tuttavidenza

che, il trattamento con finasteride, non riduce le concentraziomisthsterone che
tendono piuttosto ad aumentare, suggerisce un ruolo marginale di quesioe orm
nella drastica riduzione della motivazione sessuale femminiletendat trattamento

con EE-LNG.

Anche i metaboliti del testosterone, il afliidrotestosterone (DHT) e
I'androstanediolo sembrano essere coinvolti nella regolazione del comportamento
sessuale femminile. Mentre il DHT svolge un effetto negativibespressione della
recettivita sessuale nei roditori (Erskine et al., 1983,1985,1989; Fale 2001), la
somministrazione di androstanediolo induce effetti diversi a seconlifarede
cerebrale interessata. In particolare, promuove la lordosi quandsoimiell’area
ventromediale ipotalamica e i comportamenti procettivi se soratratow nel nucleus
accumbens, mentre inibisce la recettivita e promuove comportanggmésaivi se

somministrato nell’area preottica mediale (Sanchez Montoyal.et2010). Dal
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momento che I'enzimaocbreduttasi, bloccato dalla finasteride, oltre che della sintesi
di allopregnanolone, e responsabile anche della conversione del testosteDHT,

da cui deriva poi I'androstanediolo, non si puo escludere che anckealaiine delle
concentrazioni di questi ormoni sia coinvolta in maniera specifichversa nel
determinare l'effetto finale osservato sul comportamento sessiggli animali
indotto dalla somministrazione di finasteride.

In conclusione, i risultati della mia tesi dimostrano che ttaraento cronico
con EE-LNG determina uno stato ansioso nell’animale, riduce il cdarpento
agonistico e la motivazione sessuale, effetto che sembra essshato dalla
riduzione delle concentrazioni cerebrali di allopregnanolone indotta da questcfarm
mentre non modifica le funzioni cognitive, quali I'apprendimento e lanona
spaziale. Ulteriori studi sono necessari al fine di chiariretcanismi molecolari
tramite i quali tali effetti vengono esplicati. Questi riatilt possono fornire
informazioni importanti sugli effetti dei contracettivi a liveltlel sistema nervoso

centrale che possono favorire un migliore utilizzo di questi farmaci.
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