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Lo stress

Il termine stress & nato da uno studio di Hans Selye del 1936. Gia I'anno prima lo stesso autore
ne aveva fatto cenno, indicando con quel termine “....uno stato di tensione aspecifica della
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materia vivente....”, che si manifesta mediante trasformazioni morfologiche tangibili in vari
organi, e particolarmente, nelle ghiandole endocrine che stanno sotto il controllo dell'ipofisi
anteriore.
Oggi nel linguaggio comune, si parla di stress come di un evento negativo, ma in realta e
piuttosto un meccanismo di adattamento fisiologico a situazioni diverse dal normale, che ci
permette di affrontare determinate condizioni. Esso e quindi una risposta adattativa che
I’organismo mette in atto ogni qual volta riceve stimoli dall’ambiente esterno in grado di
modificarne il normale equilibrio.
I termine “stress” comprende una serie di eventi interni ed esterni di varia natura, che tendono
ad alterare il normale equilibrio omeostatico dell’organismo (digiuno, dolore, traumi fisici,
infezioni, forti emozioni, situazioni di pericolo, etc.). Il fine ultimo dell’organismo sottoposto
allo stress e quello di mettere in atto delle risposte adattative per tentare di ristabilire 1’omeostasi.
Si tratta di risposte comportamentali (allerta, vigilanza, attenzione, etc.), vegetative (aumento
dell’attivita cardio-vascolare, dell’attivita respiratoria, della diminuzione dell’attivita del sistema
gastrointestinale, della disponibilita di energia per il SNC (sistema nervoso centrale) e i centri
coinvolti nelle risposte allo stress, etc.), ed endocrine (produzione di ormoni come
corticosteroidi e catecolamine) che, attraverso un’estesa azione metabolica e vegetativa, rendono
I’organismo piu resistente € ne aumentano le prestazioni.
Si possono distinguere tre fasi di adattamento allo stress:

e nella fase di allarme I’organismo, sottoposto ad uno evento stressante, si attiva con una

reazione di stress acuto in cui vengono mobilitate le difese dell’organismo (si ha una

iperattivazione corticosurrenale);


http://it.wikipedia.org/wiki/Hans_Selye
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¢ nella fase di resistenza 1’organismo ¢ impegnato a fronteggiare lo stress e si continua ad
avere una iperproduzione di cortisolo;
o la fase di esaurimento subentra quando 1’esposizione allo stress si protrae, oppure si ha

difficolta a fronteggiare lo stesso. In questa fase la corteccia surrenale entra in uno stato

di esaurimento funzionale e si creano danni dal punto di vista fisiologico,

comportamentale e psicologico.
Se di breve durata, lo stress viene definito acuto, mentre se protratto nel tempo viene definito
cronico. Se lo stress, che si presenta ripetutamente nel tempo, & sempre della stessa natura si
parla di stress omotipico, altrimenti lo si definisce stress eterotipico. Quando un organismo é
esposto a una situazione stressante, € necessaria un‘azione immediata. L'attivita di piu sistemi in
tutto il corpo e il cervello devono essere coordinati per sviluppare una risposta di adattamento
all’evento stressante (risposta di lotta o fuga). In periferia questo si traduce in aumento del flusso
sanguigno ai muscoli e al cuore, mentre il sistema immunitario € inibito. Nel cervello tutti i
processi cognitivi devono essere rivolti a una risposta di adattamento alla situazione
potenzialmente pericolosa, tutti i processi che non sono immediatamente necessari saranno
inibiti. La maggior parte di queste azioni rapide di stress sono indotte attraverso il sistema
nervoso autonomo, che coinvolge I’adrenalina e la noradrenalina. I meccanismi endocrini
coinvolti nella risposta allo stress sono sotto il controllo dell’asse Ipotalamo-Ipofisi-Surrene
(IIS), che con una risposta a tappe, partendo a livello centrale dall’ipotalamo e arrivando alla
ghiandola surrenale, regola la secrezione di ormoni (tra i quali il piu importante € il cortisolo nei
mammiferi o corticosterone (CTS) nei roditori) coinvolti in queste risposte.
L’asse IIS rappresenta il principale coordinatore delle risposte metaboliche e comportamentali
dell’organismo alle diverse situazioni di stress. L’ipotalamo, come risposta a segnali provenienti
dai centri nervosi superiori, secerne nel circolo portale ipofisario I’ormone di rilascio per la

corticotropina (CRH). Le cellule dell’adenoipofisi rispondono al CRH con la secrezione
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dell’ormone adrenocorticotropo (ACTH) che, a sua volta, stimola la sintesi e la secrezione di
corticosteroidi dalla ghiandola surrenale. La loro concentrazione € mantenuta costante da un
meccanismo di regolazione a feed-back negativo: innalzamenti dei livelli circolanti di
corticosteroidi, agendo a livello dell’ippocampo, dell’ipotalamo e dell’ipofisi, inibiscono la

produzione di CRH e ACTH.
Stress e sviluppo cerebrale

Nei mammiferi, generalmente, ’infanzia e¢ 1’adolescenza costituiscono un periodo di alta
plasticita del sistema nervoso centrale (Greenough et al., 1987; O’Leary et al., 1995). Molte
evidenze sperimentali dimostrano che le situazioni stressanti, siano esse fisiche o psicologiche,
che si presentano durante la vita prenatale e postnatale nella vita dell’animale, possono
influenzare negativamente lo sviluppo del cervello e il successivo comportamento in eta adulta
(Anisman et al., 1998; Wiess and Feldon, 2001), cosi come nell’'uomo le esperienze negative
dell’infanzia e dell’adolescenza possono aumentare la probabilita che si manifestino disturbi
psichiatrici come la schizofrenia, la depressione e i disturbi d’ansia (Lewis and Niller, 1990;
Weinberger, 1987; Heim and Nemeroff, 2001).

L’infanzia ¢ il periodo che va dalla nascita alla fase di pre-adolescenza e adolescenza. A 6 anni,
un bambino ha un cervello di dimensioni che vanno dal 90 al 95% rispetto a quelle dell’adulto.
Un dato acquisito e che si nasce forniti della maggioranza dei neuroni che il cervello potra mai
avere, ma questi sono meno di quelli che si avevano durante la vita intrauterina. Gli essere umani
raggiungono la massima densita cerebrale fra il terzo ed il sesto mese di gestazione, cioé il
periodo di culminazione dell’esplosiva crescita neuronale prenatale. Durante i mesi finali prima
della nascita, il nostro cervello subisce una drammatica riduzione durante la quale le cellule
cerebrali non necessarie sono eliminate. Alla nascita, il cervello umano ¢ ben lontano dall’essere
completamente formato. Sebbene lo sviluppo piu intenso avvenga durante 1’infanzia, il cervello

continua comunque a forgiarsi per tutta la vita. Durante 1’infanzia continua il processo noto come
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“pruning” (potatura) in cui il cervello perde effettivamente le connessioni neuronali meno usate,

formandone altre molto forti nei circuiti sinaptici piu utilizzati (Figura 1A e 1B).

Figura 1. A) Processo di proliferazione neuronale durante I'infanzia. B) Processo di pruning.

Questi processi sono fondamentali per lo sviluppo del cervello nell’infanzia, infatti malattie
come I’ADHD e la sindrome di Tourette, che si manifestano in eta prescolare, possono essere
correlate al periodo di proliferazione cerebrale. Sebbene entrambe le malattie abbiano radici
genetiche, la rapida crescita del tessuto cerebrale nella prima infanzia, specialmente nelle regioni
ricche di dopamina, puo creare la base per I’aumento delle attivita motorie e dei tic nervosi.

Tutti gli stimoli ambientali subiti durante 1’infanzia giocano un ruolo fondamentale in quanto
contribuiscono a modellare il cervello e questo & dimostrato dal fatto che i neonati apprendono
velocemente durante i primi mesi di vita grazie a stimoli visivi, uditivi, tattili e olfattivi
provenienti dall’ambiente in cui crescono. Quindi, un ambiente favorevole sembrerebbe essere
un fattore predisponente per un corretto sviluppo del cervello.

Esperienze negative durante questo periodo, quali abusi subiti durante 1’infanzia o privazione
delle cure familiari, possono provocare alterazioni nello sviluppo del cervello che durano per
tutta la vita, poiché alterano sia la funzionalita che la morfologia del cervello. Ci sono, infatti,

evidenze di come il volume cerebrale di bambini che sono stati trascurati dalla madre sia ridotto
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rispetto a bambini che hanno ricevuto maggiori cure materne. Queste alterazioni sembrano
inoltre essere correlate all’insorgenza di psicopatologie in eta adulta, quali schizofrenia,
depressione e altri disturbi dell’'umore.

L’adolescenza ¢ 1’altro periodo cruciale per lo sviluppo del cervello. E’ difficile identificare con
esattezza 1’inizio e la fine di questo periodo perché non ci sono dei segnali evidenti che ne
segnano 1’esordio ¢ la cessazione. Durante questo periodo, infatti, il cervello non solo é lontano
dall’essere maturo, ma sia la sostanza grigia che quella bianca sono sottoposte ad estesi
cambiamenti strutturali.

Queste differenze tra il cervello in via di sviluppo dell’adolescente e quello ormai maturo
dell’adulto possano giustificare i comportamenti degli adolescenti: esplosioni emozionali, sfida
temeraria del rischio, infrazione delle regole, ecc. Alcuni esperti ritengono che i cambiamenti
strutturali individuati nel cervello degli adolescenti possano spiegare 1’insorgenza di importanti
malattie mentali come la schizofrenia ed il disordine bipolare. Queste malattie di solito iniziano
nell’adolescenza e contribuiscono ad elevare il tasso di suicidi tra gli adolescenti.

Il comportamento incontrollato, un tempo attribuito alla “tempesta ormonale”, inizia ad essere
visto come ’effetto di due fattori: da una parte la produzione abbondante di ormoni e dall’altra la
carenza di un controllo di tipo cognitivo necessari per un comportamento maturo.

Durante lo sviluppo cerebrale il cervello va incontro a diverse ondate di proliferazione e
sfoltimento neuronale: al contrario dei cambiamenti prenatali, durante 1’adolescenza questo
incremento e decremento neurale non altera il numero delle cellule nervose, ma il numero delle
connessioni tra di esse ( fig 1A e 1B). Tra i 6 e i 12 anni di eta i neuroni crescono piu fitti,
sviluppando diverse connessioni con altri neuroni e creando nuove vie per gli impulsi nervosi.
Durante 1’adolescenza quindi ci sono meno connessioni ma piu veloci. Questi processi
avvengono in tempi diversi nei due sessi, infatti nelle femmine questo processo raggiunge il

culmine a 11 anni, nei maschi invece a 12 anni e mezzo.
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La maggior parte dello sviluppo cerebrale sembra seguire un piano prestabilito dalla
programmazione genica, ma altri cambiamenti del cervello sono influenzati oltre che
dall’esperienza, anche dall’ambiente. Attraverso lo studio dei gemelli, che partono con una
programmazione genetica identica ma che poi si differenziano poiché la vita li porta su strade
diverse, ¢ stato possibile sottolineare 1’importanza che possono avere 1’ambiente in cui un
adolescente cresce e le esperienze di vita a cui va incontro nella maturazione del sistema
Nervoso.

Indipendentemente da come un determinato cervello si trasforma, il suo sviluppo procede a stadi;
alcune delle regioni cerebrali che raggiungono per prime la maturita, attraverso le fasi di
proliferazione e recisione, sono quelle della parte posteriore del cervello che mediano il contatto
diretto con I’ambiente controllando le funzioni sensoriali come la vista, 1’udito, il tatto ed i
processi spaziali. L’ultima parte del cervello a subire la recisione sinaptica e ad essere
conformata alle sue dimensioni adulte € la corteccia prefrontale, sede delle cosiddette funzioni
esecutive e di pianificazione, individuazione delle priorita, organizzazione del pensiero,
soppressione degli impulsi, valutazione delle conseguenze delle proprie azioni. In altre parole,
’ultima parte del cervello a crescere ¢ la parte capace di decidere.

Questo &€ molto importante in quanto le differenze comportamentali degli adolescenti sono
causate proprio da questa maturazione tardiva della corteccia: infatti, mentre negli adulti le
informazioni decisionali sono elaborate dalla razionale corteccia prefrontale, nell’adolescente ¢
I’amigdala (nucleo che regola emozioni come ’ansia, I’aggressivita e I’impulsivita che in questo
periodo raggiunge il suo massimo spessore) I’area coinvolta nei processi emozionali, perché la
corteccia non é ancora sviluppata.

Inoltre, questo sfoltimento neuronale sembra essere correlato con I’insorgenza della schizofrenia
che fa la sua comparsa durante il rimodellamento della corteccia prefrontale. Questo potrebbe

essere dovuto ad un’anomalia nel processo di pruning oppure si pensa che la schizofrenia abbia
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un’origine prenatale, ma si manifesta quando il cervello riduce le connessioni. Studi di risonanza
magnetica hanno infatti dimostrato che, mentre 1’adolescente medio perde circa il 15% della sua
materia grigia corticale, quelli che sviluppano la schizofrenia ne perdono il 25%.

| differenti tempi di maturazione tra amigdala e corteccia prefrontale potrebbero spiegare perché
gli adolescenti spesso reagiscono piu impulsivamente degli adulti.

Diversi studi dimostrano, infatti, come 1’impulsivita dell’adolescente sia strettamente correlata
all’uso di diverse sostanze d’abuso (nicotina, cannabis, alcool, ecstasy, cocaina, allucinogeni);
I’utilizzo di queste sostanze potrebbe essere dovuto alla necessita dell’essere accettati dai
coetanei o dare dimostrazioni di potere o ancora per compensare disagi familiari. Negli ultimi
anni si e assistito ad un consumo di droghe in eta sempre piu precoce; la fase piu critica
sembrerebbe essere rappresentata dall’ingresso alla scuola media. Studi scientifici hanno
dimostrato che ’utilizzo di sostante stupefacenti in adolescenza ¢ correlato ad una maggiore
insorgenza di malattie psichiatriche, quali depressione maggiore, in eta adulta.

Nonostante ci siano ancora molte domande senza risposta, possiamo affermare con sicurezza che
I’infanzia e ’adolescenza sono periodi di grande vulnerabilita per il cervello e che situazioni
stressanti vissute in questi periodi provocano dei cambiamenti che possono durare per tutta la

vita.
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Separazione materna e isolamento sociale come modelli sperimentali di stress

cronico

Studi comportamentali nei roditori hanno dimostrato che le manipolazioni ambientali nelle
diverse fasi della vita possono avere conseguenze profonde e durature sulla vulnerabilita e
resilienza allo stress.

L’ambiente prenatale e neonatale nei mammiferi influenza fortemente lo sviluppo, e se
compromesso puod gravemente alterare le funzioni fisiologiche, comportamentali e cognitive in
individui giovani e adulti. Nei roditori € noto come nel periodo prenatale, lo stress materno
durante la gestazione, o D’attivazione immunologica causata da diversi agenti patogeni,
aumentano il rischio di disturbi nello sviluppo neurologico e cerebrale durante la fase neonatale e
la vita adulta (Howerton e Bale, 2012; Laloux et al, 2012). Lo stress prenatale influenza I'asse
ipotalamo-ipofisi surrene (HPA), con una gravita che dipende dallo stadio gestazionale di
esposizione allo stress, e dal sesso dell'animale. I meccanismi alla base coinvolgono complesse
interazioni tra I'ambiente ormonale materno, la placenta e il feto in via di sviluppo. Anche lo
stress neonatale & dannoso, in particolare nella prima infanzia, un periodo critico per lo sviluppo
del cervello durante il quale la prole dipende quasi interamente da genitori o tutori. Infatti € stato
accertato che il sistema nervoso centrale durante questo periodo, si trova in una fase di elevata
plasticita neuronale (Greenough et al., 1987; Oleary et al., 1994), e sono molti gli studi che
dimostrano come situazioni stressanti (fisiologiche e patologiche) durante le prime esperienze di
vita dell’animale, possono influenzare negativamente lo sviluppo neuronale e conseguentemente
il comportamento in eta adulta (Anisman et al., 1998; Weiss et al., 2001). Poiché nei roditori il
ruolo paterno & marginale, la prole si affida completamente alla propria madre ed e notevolmente
influenzata da qualunque cambiamento nella qualita, quantita e affidabilita delle cure materne.

Elevati livelli di cure materne come licking—grooming e nursing hanno effetti benefici per tutta
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la vita e in eta adulta, mentre bassi livelli possono portare a sintomi depressivi, come, ansia e
alterazioni della sfera cognitiva e dei comportamenti sociali (Myers-Schulz e Koenigs, 2012).
Allo stesso modo negli esseri umani, l'attaccamento materno, 1’ambiente affidabile e sicuro
durante l'infanzia sono favorevoli a predisporre gli individui alla resilienza (Jaffee, 2007), al
contrario la trascuratezza, 1’abuso fisico e sessuale, o altri eventi traumatici aumentano il rischio
di sviluppare disturbi dell’umore e dei rapporti affettivi nella vita adulta (Dietz et al., 2011;
Hulme, 2011). Cambiamenti nelle qualita e quantita delle cure materne possono verificarsi a
causa della variabilita naturale e individuale della maternita, ma possono anche essere indotti

sperimentalmente nei roditori mediante specifiche manipolazioni.

Separazione materna

Le interazioni sociali e gli stimoli ai quali gli esseri umani, ma anche altre specie animali come
ratti, topi e scimmie, vengono esposti in giovane eta, influenzano in maniera profonda
determinate componenti neurobiologiche e comportamentali ad esse associate. In particolare, le
cure materne rivestono un ruolo importante nella formazione e nello sviluppo della prole e
possono influenzare il lato psicobiologico del soggetto (Harris, 1999). La trasmissione
transgenerazionale delle cure materne € dimostrabile nei roditori, i quali manifestano, nei
confronti della propria prole, dei moduli comportamentali ben definiti e facilmente individuabili,
come il licking-grooming (i piccoli vengono leccati nella zona ano-genitale e peri-orale) e
I’arched-back nursing (allattamento in piedi con la schiena inarcata); tali atteggiamenti, secondo
la letteratura scientifica, riflettono il “comportamento affettuoso” delle madri (Myers e coll.,
1989; Levine, 1994), che regola le funzioni fisiologiche dei figli e ha effetti sullo sviluppo del

sistema nervoso centrale (Liu et al.,1997).
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Nei roditori le cure materne hanno inizio al momento della nascita dei piccoli, sotto la spinta del
cambiamento delle condizioni endocrine che si verifica durante il parto, quando calano
bruscamente i livelli di progesterone e aumentano quelli di prolattina ed estrogeni. Le variazioni
ormonali da sole non sono pero sufficienti a garantire il mantenimento delle cure materne.
Infatti, ¢ vero che i cambiamenti ormonali nell’ultima fase della gravidanza e durante tutto il
periodo post-partum attivano il circuito neurale del comportamento materno che coinvolge
diverse aree cerebrali (I’area preottica mediale dell’ipotalamo, il setto laterale, il nucleo
accumbens e 1’amigdala), ma ¢ il comportamento degli stessi cuccioli e gli stimoli ad essi
correlati, come odori, suoni e sensazioni tattili ma anche I’attivazione del sistema dopaminergico
(quindi il sistema di gratificazione), ad indurre nella madre un forte stimolo motivazionale a
continuare le cure materne, anche quando i livelli ormonali diminuiscono (Clinton S.M. et al.,
2007).

Il periodo pre e postnatale ¢ un’opportunita per la madre di influenzare, attraverso le interazioni
madre-figlio, alcune caratteristiche della propria prole mediante diversi meccanismi. Durante la
gestazione, infatti, le interazioni tra la madre ed il feto sono critiche per la crescita e lo sviluppo,
per cui variazioni durante questo periodo possono modificare 1’integrita fisiologica e psicologica
dei piccoli. Allo stesso modo, le cure ricevute nella fase postnatale possono produrre una
mutazione nello sviluppo del sistema neuronale che regola la risposta a nuovi stimoli e ai
comportamenti sociali (Meaney, 2001). Lo stress precoce, come le ridotte cure materne o la
separazione materna, sono la causa di incrementi della sensibilita del sistema noradrenergico e
serotoninergico che persistono per tutta la vita (Francis et al.1999), come 1’aumento del turnover
della noradrenalina nella corteccia prefrontale mediale (Pei, Zatterstrom and Fillenz 1990) e la
riduzione dei livelli del recettore 5HT1g nell’ippocampo (Kikusui et al.,2005). Considerata
I’importanza del sistema serotoninergico e noradrenergico nell’eziologia delle malattie

psichiatriche come ansia, depressione, schizofrenia e disturbo bipolare, queste evidenze
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suggeriscono che un’alterazione di questi meccanismi durante i primi eventi vitali puo rendere
un individuo piu vulnerabile alle patologie psichiatriche (Heim et al.,1997).

Per Liu e coll. (1997) gli effetti del primo ambiente sullo sviluppo delle risposte allo stress da
parte dell’asse IIS riflettono una naturale plasticita che in epoca postnatale trova una
programmazione nelle cure materne, le quali sono in grado di attivare le prime risposte
biologiche a stimoli avversi. Tale plasticita permetterebbe agli animali di adottare sistemi
difensivi alle richieste specifiche dell’ambiente, attraverso uno sviluppo di risposte del SNC allo
stress nelle prime fasi della vita (Lichtman AH and Cramer CP, 1989; Shear, Brunelli and
Hofer, 1983).

Il comportamento materno influenza quindi lo sviluppo comportamentale e le risposte endocrine
allo stress della prole e quindi le variazioni delle cure materne sono alla base della trasmissione
non-genomica delle differenze comportamentali individuali alla risposta allo stress (Francis et

al., 1999; Liu et al., 1997) (Figura 2).

GENOME

Figura 2. Meccanismi che influenzano la plasticita del cervello (Plotsky et al., 1998).

La separazione materna € un modello di stress cronico applicato nei primi giorni di vita
dell'animale; i cuccioli vengono allontanati dalla madre, venendo cosi privati per alcune ore del

contatto con questa, una o piu volte al giorno per le prime settimane di vita.
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Esistono diversi protocolli sperimentali della separazione materna, dove possono cambiare
diverse variabili come il tempo di separazione o la modalita di separazione (ad esempio si puo
prelevare la madre e lasciare la cucciolata nel nido, oppure si puo prelevare la cucciolata e
lasciare la madre da sola nel nido, oppure ancora sia la madre che la cucciolata vengono lasciati
nella stessa gabbia e separati da un pannello di plastica trasparente cosi da restare in contatto
visivo e uditivo ma senza possibilita di alcun contatto fisico).

Tra questi, la Early Maternal Separation (EH) e una procedura che prevede la separazione dei
cuccioli dalla madre per 15 minuti al giorno per alcuni giorni; esistono numerosi studi a riguardo
che mostrano le conseguenze della separazione breve. Rispetto ai ratti di controllo che non hanno
subito alcuna manipolazione, gli EH tendono ad essere meno reattivi (quindi piu resistenti) in
termini di attivita dell’asse IIS se sottoposti ad uno stress acuto (ad es. 1’elettroshock), sia
durante I’infanzia che in eta adulta (Meaney et al.,1993). Gli animali di controllo mostrano, in
seguito ad uno stress, un aumento dei livelli di mRNA per il CRH nel nucleo paraventricolare
dell’ipotalamo ed un aumento dei livelli di CRH e vasopressina nell’eminenza mediana; tale
aumento non e presente negli EH (Plotsky and Meaney, 1993). Inoltre, i controlli mostrano un
aumento dell’espressione del gene per il CRH piu rapida rispetto agli EH, mentre 1 livelli di
corticosterone e ACTH sono simili tra i due gruppi, cosi come i livelli di corticosterone binding-
protein. Gli EH mostrano pero un aumento della densita dei recettori per i glucocorticoidi (GR)
nell’ippocampo (la densita dei recettori MR ¢ simile tra i due gruppi sperimentali) (Gordon and
Levine, 1999). Secondo alcuni ricercatori alcune di queste differenze potrebbero essere dovute,
in parte, alla manipolazione subita in eta precoce dagli EH (in quanto i controlli non sono mai
stati manipolati) (Bhatnagar et al.,1996).

Bisogna inoltre sottolineare che le madri EH, quando vengono riunite ai cuccioli separati,
mostrano un aumento dei comportamenti definiti “affettuosi” come il licking, il grooming e

I’arched-back nursing (Smotherman et al., 1977) che sono correlati ad una ridotta attivita
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dell’asse IIS; questo porterebbe 1 cuccioli ad essere meno ansiosi; infatti, mediante studi di Cross
Fostering ¢ stato dimostrato che ¢ I’intensita delle cure materne a rendere i piccoli piu esplorativi
e quindi, meno ansiosi. Questi dati dimostrano quindi che la Early Maternal Separation rende gli
animali piu adattabili e piu resilienti allo stress.

Esiste, inoltre, un altro protocollo, la Prolonged Maternal Separation (MS). Rispetto alla Early
Maternal Separation cio che varia € la durata della separazione; infatti, in questa procedura la
madre viene separata dalla cucciolata per 3 ore al giorno. Mentre gli effetti della Early Maternal
Separation sono ben documentati, replicati e accettati dal mondo scientifico, gli effetti della
Prolonged Maternal Separation sono controversi e spesso discordanti tra loro. Questo & dovuto
alle differenti procedure di separazione utilizzate in alcuni studi (Lehmann and Feldon, 2000),
alle differenze nella frequenza, durata ed eta di inizio della procedura, o ancora a differenti ceppi
di ratti studiati che non possono essere comparati tra loro, rendendo quindi quasi impossibile
conciliare le differenze che appaiono in letteratura. Tuttavia, la preponderanza dei dati
suggerisce che i ratti adulti sottoposti a MS in eta precoce presentano un’ iper-attivita dell’asse
[1S ed un aumento dei livelli di CRH nel nucleo paraventricolare dell’ipotalamo e nell’eminenza
mediana, tutti indici di uno stato ansioso, rispetto agli EH. Gli MS mostrano una riduzione
dell’esplorazione se posti in nuovo ambiente, una riduzione del tempo speso nei bracci aperti nel
test dell’Elevated Plus Maze, un aumento del freezing behavior in risposta ad uno stimolo
acustico nell’Open Field ed un aumento dell’immobilita nel Forced Swim test; tutti indici, questi,
di un comportamento non sociale, di paura, ansioso, disperato e depressivo (Aisa et al.,2007;
Plotsky and Meaney, 2000; Plotsky and Meaney, 2001; Plosky, 2002; MacQueen et al., 2003;
Veenema et al., 2006; Wigger and Neumann, 1999).

Mostrano, inoltre, un aumento dei livelli basali plasmatici di glucocorticoidi, ma dopo uno
stimolo stressante questi livelli sono piu bassi rispetto ai controlli non separati dalla madre

(Kikusui et al.,2005). Ancora, le cure materne alterano I’espressione dei recettori per i
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glucocorticoidi (GR) a livello dell’ippocampo; infatti, i ratti MS mostrano una riduzione dei
livelli di questi recettori con conseguente riduzione della funzionalita del circuito a feedback
negativo che si traduce in un aumento della secrezione di glucocorticoidi in risposta ad eventi
stressanti (Kikusui et al.,2005).

Inoltre questi animali mostrano, oltre al comportamento ansioso, un aumento dell’aggressivita
sia da adolescenti che da adulti verso i conspecifici; sembrerebbe quindi che la MS promuova
I’espressione del comportamento aggressivo nei ratti maschi (Meaney and Stewart, 1979;
Panksepp et al., 1984; Pellis et al., 1987; Vanderschuren et al., 1997; Veenema et al., 2006;
Veenema et al., 2009).

Gli effetti della MS in eta precoce si vedono anche in relazione all’abuso di droghe: infatti studi
condotti sui topi deprivati del contatto con la madre mostrano una maggiore vulnerabilita alla
dipendenza da cocaina (Kikusui et al.,2005).

Altri studi ancora, dimostrano che i ratti privati delle cure materne per un lungo periodo
mostrano una soppressione della neurogenesi ed una riduzione, a livello ippocampale, dei livelli
del Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), una neurotrofina che promuove la sopravvivenza
e la proliferazione neuronale, che sembrano essere mediate dall’aumento di corticosterone (Liu et
al., 2000; Mirescu et al., 2004).

Tutti questi effetti dimostrati sugli animali sono evidenti anche nell’uomo. Infatti, questi
cambiamenti neurochimici sono correlati a sintomi di psicopatologie come il disturbo post-
traumatico da stress e la depressione (Jacobs et al., 2000). Ancora, alterazioni morfologiche del
cervello sono state riscontrate anche in bambini che hanno subito abusi: questi mostrano una
riduzione del volume dell’ippocampo e del corpo calloso e una dilatazione dei ventricoli
(Kikusui et al., 2005).

Nel nostro dipartimento e stato dimostrato che la separazione dalla madre durante le prime due

settimane di vita non altera nella prole adulta, la funzionalita e la reattivita dell’asse IIS, ma
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determina una protezione contro una successiva esperienza stressante a lungo termine nel ratto.
Questo ¢ dimostrato dall’effetto di due differenti tipi di stress, come la separazione materna ed
uno stress cronico come 1’isolamento sociale, sui livelli plasmatici di corticosterone negli animali
adulti; I’isolamento sociale induce una drastica riduzione dei livelli corticosterone rispetto ai
controlli ma questa riduzione risulta meno evidente negli animali isolati sottoposti alla a
separazione materna (Biggio et al., 2014). Il risultato e ancora piu evidente quando gli animali
vengono sottoposti ad uno stress acuto come il foot-shock; infatti, 1’incremento del livelli di
corticosterone negli animali isolati di controllo si riduce nei ratti isolati che sono stati esposti
anche alla separazione materna (Biggio et al. 2014). E’ stato inoltre valutato 1’effetto della
separazione materna e dell’isolamento sociale in condizioni basali e in seguito all’esposizione ad
uno stress acuto sui livelli di AP. L’isolamento sociale riduce, come atteso, i livelli di plasmatici
di AP; tale riduzione risulta meno marcata negli animali isolati sottoposti a separazione materna;
coerentemente a quanto riscontrato sui livelli di CTS I’incremento dei livelli di allopregnanolone
indotto dal foot-shock negli animali socialmente isolati soggetti a separazione materna e
significativamente ridotto rispetto ai ratti isolati di controllo. Questo suggerisce che la
condizione di stress vissuta nella prima infanzia possa svolgere un ruolo protettivo e consente
I’adattamento ad uno stress cronico vissuto in un’altra fase critica dello sviluppo (Biggio et al.
2014).

Tuttavia le differenze tra gli MS e i controlli sono controverse (Plotsky and Meaney, 1993; Milde
et al., 2004). Questo probabilmente perché non esiste un’uniformita dei protocolli utilizzati. In
conclusione possiamo dire che, mentre la Early Maternal Separation rende i ratti piu resilienti
allo stress e sembra quindi avere un effetto positivo su questi animali, i dati presenti finora in
letteratura dimostrano come la Prolonged Maternal Separation sembra avere 1’effetto opposto,

rendendo gli animali piu vulnerabili allo stress.
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Basi molecolari sugli effetti della Maternal Separation

Il significato dell'impatto della MS & evidente su tutte le fasi della vita e su molte funzioni
biologiche e comportamentali, che vanno dal sistema endocrino a risposte immunitarie allo stress
in eta adulta e a deficit cognitivi in eta piu avanzata (Meaney, 2001; Levine, 2001; Anisman &
Matheson, 2005). Il modello sperimentale della maternal separation é utile per studiare il
modello di risposta allo stress, che é caratterizzato da fasi distinte: una prima fase di attivazione
catecolaminergica, seguita dal rilascio di glucocorticoidi coincidente con reazioni esplosive
motorie che sono seguiti da uno stato emozionale di disperazione (Smotherman et al., 1987). Ad
esempio, e stato visto che la reazione iniziale di cuccioli di macachi che erano stati separati dalla
loro madre era caratterizzata da una intensa risposta di protesta seguita alla fine da
comportamenti che sono stati denominati “comportamenti di disperazione™ (Hinde et al, 1966;
Kaufman & Rosenblum, 1967; McKinney, & Bunney , 1969). Come accennato precedentemente,
una caratteristica fondamentale degli stress da separazione materna riguarda la durata di tali
periodi di separazione cioe quando il cucciolo viene separato dalla nidiata. Gli effetti sono infatti
strettamente connessi alla durata della separazione e vanno da positivi a profondamente negativi
(Levine, 1957, 2001; Meaney et al, 1996; Ladd et al., 1996). La risposta allo stress a ripetuti
episodi di separazione materna o le procedure di trattamento nei ratti devono essere valutate nel
contesto del cosiddetto periodo di stress che inizia circa 3-4 giorni dopo il parto e si estende per
circa 10 giorni (Sapolsky & Meaney, 1986; Walker et al., 1986). Tale periodo e caratterizzato da
bassi livelli ematici di ACTH e corticosterone e una capacita di risposta attenuata a carico
dell'asse 11S. E’ stato dimostrato che le separazioni brevi comportano delle modificazioni
comportamentali e neurobiologiche che sono state interpretate come risposte d’ansia (Pryce et
al., 2005), mentre le separazioni piu lunghe dal nido sono state studiate per la loro rilevanza

nell’anedonia, un sintomo caratteristico della depressione (Matthews & Robbins, 2003).
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Di straordinaria importanza per gli effetti della separazione materna sono gli stimoli ambientali
che hanno un’azione marcata sulle cure materne (Baroncelli et al., 2010). Da un lato ’ambiente
a cui il piccolo e esposto ha una grande influenza sul comportamento materno che lo stesso
individuo esibira una volta diventato adulto. Nei roditori e nei primati, infatti, lo stile materno si
trasmette di generazione in generazione su base epigenetica (Tamara B. Frankline et al., 2010).
E’ interessante riportare che un’accresciuta stimolazione sensoriale e motoria ottenuta con
I’allevamento in condizioni di arricchimento ambientale induce un completo recupero delle
disfunzioni indotte dalla procedura di maternal separation (Koehnle & Rinaman., 2010). Anche i
deficit di sviluppo dei bambini cresciuti negli orfanotrofi possono essere recuperati nel caso di
adozione e di inserimento in un ambiente familiare idoneo, con effetti tanto piu veloci e marcati
quanto piu I’adozione ¢ stata precoce. L’arricchimento ambientale agisce anche da regolatore
diretto dei livelli di cure materne (Rizzi et al., 2011). Piccoli di topo allevati fin dalla nascita in
un ambiente arricchito ricevono livelli superiori di cure materne rispetto a piccoli mantenuti in
ambienti poveri di stimoli (Baroncelli et al., 2010). Risulta pertanto chiaro che uno stress
rappresentato dalla mancanza di cure materne a causa della separazione dei piccoli dalla madre
in eta perinatale rappresenti un forte stimolo negativo che si ripercuote sulla corretta funzionalita
di determinati circuiti cerebrali coinvolti in innumerevoli processi cognitivi e di apprendimento
(Monroy et al., 2010). Tali evidenze suggeriscono come la mancanza di cure materne rappresenti
uno degli stimoli stressori di grande intensita in grado di condizionare I’intera vita di un
individuo.

In generale lo stress rappresenta un fenomeno adattativo a situazioni avverse legate ad eventi di
vita significativi. Tali eventi possono essere correlati a vari tipi di insulti come appunto la
separazione e la scarsita di cure materne in eta giovanile, brevi episodi di scontri causati da
difficili interazioni sociali in eta adulta, ciascuno con un proprio profilo comportamentale e

fisiologico diverso. La differenza significativa che evidenzia i diversi tipi di stress risiede nei
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diversi circuiti neuronali implicati nelle varie risposte associati agli stimoli stressori. Il circuito
neurale comprendente la VTA-accumbens-PFC-amigdala puo essere attivato da brevi episodi di
stress sociale e risulta di fondamentale importanza per I’attivazione delle vie dopaminergiche nel
controllo sia del comportamento che nell’aumento del consumo di sostanze d’abuso (Yap,
Miczek., 2008). Un secondo circuito neurale comprendente il Raphe-PFC-ippocampo ¢é attivato
da vari tipi di stress cronico cioe persistente. In termini di sviluppo di terapie, lo stress indotto
dalla separazione materna si e dimostrato utile per caratterizzare i composti che agiscono sui
sottotipi recettoriali del recettore GABA,, glutammato, serotonina e oppioidi con un potenziale
ansiolitico, mentre forti aumenti di assunzione di alcol e I'assunzione di cocaina in eta adulta
sono stati osservati dopo prolungate esperienze di separazione materna durante le prime due
settimane di vita del roditore (Miczek et al., 2008). Comprendere la cascata intracellulare di
eventi che porta alla comparsa di effetti indotti dallo stress in eta perinatale € alla base

dell’operato di sempre piu affermati gruppi di ricerca (Figura 3).
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Fig.3 Circuito Mesolimbico e Circuito Mesocorticale
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MS e plasticita sinaptica

Bambini cresciuti in condizioni di scarse 0 assenti cure materne hanno una maggiore incidenza
di sviluppare disturbi legati al tono dell’umore, psicosi e scarso controllo degli impulsi, che
possono poi persistere per tutta la vita (Mullen et al., 1996; Heim & Nemeroff, 2001). Allo stesso
tempo, un buon legame genitore-bambino ha dimostrato ridurre tali tendenze. Nei paradigmi
della MS i cuccioli vengono separati dalle loro madri diverse volte durante un periodo postnatale
critico ed inoltre, gli effetti della separazione sono tempo-dipendente (Lehmann & Feldon, 2000;
Pryce & Feldon, 2003; Ladd et al., 2004). Ad esempio, come precedentemente detto, la MS per
3 ore quotidianamente, dal giorno 2 al giorno 12 postnatale (PND), porta ad un aumento del
rilascio dell’ormone adrenocorticotropo ¢ una diminuzione del espressione del mRNA del
recettore dei glucocorticoidi dell’ippocampo e della corteccia frontale (Plotsky & Meaney, 1993;
Ladd et al., 2004). Dati recenti suggeriscono che la MS, eseguita prima del handling, induce una
riduzione della densita delle spine dendritiche dei neuroni piramidali del terzo strato della
corteccia prefrontale (PFC) (Bock et al., 2005). La MS effettuata durante 1’handling (PND5-7)
non causa alcun cambiamento nella morfologia dendritica della suddetta regione ed inoltre,
I’handling é caratterizzato da bassi livelli basali di ormoni dello stress senza alcuna risposta ai
fattori di stress esterni (Rosenfeld et al., 1992; Levine, 2002) ed é stato proposto come possa
proteggere il cervello in giovane eta nei confronti degli effetti negativi dei livelli elevati di
ormoni dello stress (Meaney et al., 1991).

L'ippocampo e I'amigdala sono interconnessi con la corteccia prefrontale (PFC) mediale, e
inviano le principali proiezioni eccitatorie verso il nucleo accumbens (NAcc) (Heidbreder &
Groenewegen, 2003). La PFC e l'ippocampo sono coinvolti nella regolazione della funzione
dell’asse HPA (Sullivan & Gratton, 2002; Herman & Mueller, 2006), e una disfunzione dell'asse
HPA é stata associata a disturbi di depressione (Holsboer, 2000). Ancora piu importante, lo

stress a lungo termine o la somministrazione ripetuta di Corticosterone sono stati associati ad
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alterata arborizzazione dendritica e nascita di spine dendritiche nei neuroni del circuito cortico-
limbico. E interessante notare che ratti con lesioni neonatali dell’ippocampo ventrale mostrano
un’iperattivita locomotoria in seguito a stress (Flores et al., 1996; Silva-Gémez et al., 2003) con
cambiamenti morfologici come atrofia dei neuroni piramidali della PFC mediale e dei neuroni
spinosi del NAcc (Flores et al., 2005; Alquicer et al., 2008). E’ interessante notare come recenti
evidenze suggeriscono che utilizzando un paradigma di separazione materna, le proteine legate
alla regolazione dello stress ossidativo sono modificate nella regione CAL dell'ippocampo
ventrale (Marais et al., 2009). Pertanto, tutti questi studi suggeriscono un coinvolgimento della
regione CA1 dell’ippocampo ventrale allo stress e I'effetto della MS sulle cellule piramidali
nell'ippocampo ventrale e dei neuroni spinosi medi del NAcc rimane ancora elusiva, e queste
strutture, unitamente ai neuroni piramidali della PFC, svolgono un ruolo critico nell’emotivita

dell’individuo, cosi come nei processi di apprendimento e memoria

Isolamento sociale

L’isolamento sociale ¢ un modello sperimentale di stress cronico e consiste nell’allontanamento
del giovane animale, subito dopo lo svezzamento, che viene quindi privato del contatto sociale
dai propri simili per lunghi periodi di tempo. Questo modello nasce tra gli anni *50 e 60 del
secolo scorso, quando alcuni ricercatori descrissero il comportamento di ratti e topi da
esperimento allevati individualmente per lunghi periodi di tempo, senza il contatto fisico con i
conspecifici. Gli animali cresciuti in queste condizioni si mostravano reattivi alla manipolazione
(Ader and Friedman, 1964), timidi (Moyer e Korn, 1965), emotivi (Koch and Arnold, 1972) e
aggressivi (Yen et al.,, 1958). Negli anni successivi numerosi studi hanno esaminato questo
modello animale sotto diversi punti di vista: comportamentale, morfologico, biochimico e
fisiologico. Poiché, come gia detto, si tratta di uno stress indotto durante una fase critica dello

sviluppo, caratterizzata dal gioco e dal contatto con i propri simili (Einon e Morgan, 1977),
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questo produce una serie di alterazioni comportamentali e fisiologiche che influenzano il
comportamento dell’animale da adulto.

Tutte queste evidenze, nate da approfonditi studi, hanno portato all’elaborazione dei concetti di
“Stress da isolamento” e di “Sindrome di stress da isolamento”, indicando con il primo la
condizione stressante in cui si trovano a vivere gli animali, naturalmente sociali e gregari, e con
il secondo la sindrome comportamentale associata a tale condizione (Valzelli, 1973; Heidbreder
et al., 2000). Uno degli aspetti comportamentali osservati negli animali socialmente isolati e la
spiccata aggressivita verso lo sperimentatore che ne rende difficile la manipolazione, indicando
uno stato emozionale alterato. L’aggressivita si manifesta anche nei confronti dei conspecifici
quando, dopo il periodo di isolamento, gli animali vengono rimessi in gruppo (Kostowski et al.,
1977; Wongwitdecha and Mardsen, 1996; Karim and Arslan, 2000).

Numerosi test sono stati utilizzati in questi animali per determinarne lo stato emozionale ed e
stato dimostrato che 1’isolamento sociale induce uno stato conflittuale. Infatti, nel test
dell’elevated plus maze, gli animali isolati trascorrono piu tempo nei bracci chiusi (Karim and
Arslan, 2000; Serra et al., 2000) e nel test di Vogel il numero delle bevute con punizione e
ridotto, rispetto agli animali stabulati in gruppo (Serra et al., 2000).

In accordo con questa aumentata emotivita, numerosi studi hanno mostrato che 1’isolamento
sociale determina un aumento dell’attivita locomotoria in un nuovo ambiente (Silva-Gomez et
al., 2003; Hellemans et al., 2004). Inoltre, gli animali isolati impiegano pit tempo per entrare in
un nuovo ambiente a loro non familiare (neofobia) (Einon and Morgan, 1977; Dalrymple-Alford
and Benton, 1984) e mostrano un aumento della defecazione se posti in un campo aperto (open
field) (Holson et al., 1991; Hall et al., 1997). Questi comportamenti sono antagonizzati dalle
benzodiazepine (Einon and Tye, 1975; Morinan and Parker, 1992). In alcuni studi, pero, non
sono state osservate queste alterazioni comportamentali indotte dall’isolamento sociale: ad

esempio, ci sono lavori che non mostrano differenze nell’attivita locomotoria spontanea tra
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animali isolati e quelli stabulati in gruppo (Gardner et al., 1975; Gamallo et al., 1986); in altri e
riportata una riduzione della defecazione nell’open field (Gentsch et al., 1982; Gentsch et al.,
1988) o0 nessun cambiamento in questo parametro (Gamallo et al., 1986). Bisogna considerare
che queste differenze nell’attivita locomotoria possono essere indice di un aumentato stato
conflittuale (tentativo di trovare una via di fuga oppure immobilita dovuta all’eccessiva paura).
Inoltre, negli studi di isolamento sociale, i protocolli, le procedure sperimentali, la specie €/o il
ceppo di animali, la durata e il momento della vita in cui viene iniziato I’isolamento possono
essere diversi, quindi i singoli risultati possono apparire contraddittori.

Gli animali socialmente isolati, oltre ad alterazioni dello stato emozionale, mostrano anche
alterazioni della memoria e dell’apprendimento spaziali (Hellemans e coll., 2004; Jones e coll.,
1992; Pisu et al., 2011), del tempo di immobilita nel test di Porsolt (Heritch e coll., 1990) ed
hanno un’alterata risposta comportamentale a diversi farmaci come i barbiturici (Einon e coll.,
1976; Jurasaka e coll., 1983), gli oppioidi (Katz e Steinberg, 1972), gli agonisti dopaminergici
cosi come gli psicostimolanti amfetamino-simili (Jones e coll., 1990; Smith e coll., 1997).

I cambiamenti comportamentali osservati negli animali socialmente isolati sono associati a
modificazioni della neurotrasmissione centrale. In particolare, il comportamento ansioso e
conflittuale degli animali isolati ¢ associato all’alterazione dell’attivita del recettore GABAA
(Serra e coll., 2000; Robertson e coll., 1978; Harro e coll., 1990).

Il recettore GABAA ¢ un eteropentamero costituito dall’assemblaggio di diverse subunita
glicoproteiche omologhe che si uniscono a formare un canale ionico permeabile agli ioni CI-; il
ligando endogeno per tale complesso recettoriale ¢ 1’acido y-amminobutirrico (GABA) che,
liberato dalla terminazione presinaptica, induce 1’apertura del canale associato al recettore. Si
genera cosi una corrente entrante di ioni Cl- che iperpolarizza la membrana postsinaptica
(generando un potenziale postsinaptico inibitorio) e innalza cosi la soglia di eccitabilita

neuronale: il GABA ¢ infatti il piu diffuso neurotrasmettitore inibitorio nel sistema nervoso
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centrale dei mammiferi. Oltre al sito per il GABA, sul recettore GABAA sono presenti siti per
molecole convulsivanti quali il TBPS o la picrotossina (modulatori negativi della trasmissione
GABAergica) e per diverse classi di molecole ad attivita ansiolitica, anticonvulsivante ed
ipnotica come le benzodiazepine, i barbiturici, I’ctanolo, gli anestetici generali e gli steroidi

(Figura 4).

Benzodiazepine

Figura 4. Rappresentazione schematica del recettore GABAA.

Come gia detto in precedenza, la conflittualita indotta dall’isolamento sembra essere associata
alla riduzione della funzione del recettore GABAA (Robertson e coll., 1978; Harro e coll., 1990;
Serra e coll., 2000). Un possibile meccanismo attraverso il quale lo stress cronico, determinato
dall’isolamento sociale, induce una “down regulation” della trasmissione GABAergica potrebbe
essere dovuta ad una modificazione della conformazione del recettore GABA, in seguito ad una
variazione nell’espressione delle specifiche subunita che lo compongono. Infatti, studi condotti
nei nostri laboratori, hanno dimostrato che I’isolamento sociale modifica I’espressione di diverse

subunita che compongono il recettore GABAA (Serra e coll., 2006).
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Inoltre, 1’isolamento sociale nel ratto induce una riduzione dei livelli cerebrali e plasmatici

dell’allopregnanolone (AP) e di tetraidrodeossicorticosterone (THDOC).

Gli steroidi sono composti lipofilici che possono essere prodotti in periferia, dalle gonadi e dal
surrene, e a livello cerebrale dai neuroni e dalle cellule gliali. Essendo altamente lipofilici, anche
gli steroidi sintetizzati dalle gonadi e dal surrene possono facilmente attraversare la barriera
emato-encefalica (BEE) (Paul and Purdy, 1992) e quindi, esercitare i loro effetti sul Sistema
Nervoso Centrale (SNC).

Gli ormoni steroidei sintetizzati direttamente nel cervello sono denominati “neurosteroidi”.
Indipendentemente dalla loro origine, gli studi hanno dimostrato che alcuni composti steroidei,
denominati steroidi neuroattivi, possono alterare 1’eccitabilita neuronale attraverso 1’interazione
con alcuni recettori per i neurotrasmettitori (Majewska et al., 1986; Paul and Purdy, 1992;
Lambert et al., 1995).

La produzione degli steroidi a livello della corticale del surrene ¢ regolata dall’asse IIS.

Gli ormoni steroidei possono influenzare le funzioni neuronali attraverso due meccanismi
d’azione:

e il primo meccanismo, di tipo genomico, & caratterizzato dal legame degli steroidi a dei
recettori intracellulari, formando un complesso che migra nel nucleo e infine si lega a
punti specifici del DNA,;

e il secondo consiste invece in un’azione non genomica, caratterizzata da un’immediata
insorgenza dell’effetto (da pochi secondi a minuti), attraverso la quale gli steroidi,
legandosi a dei particolari recettori di membrana, modulano la funzione dei

neurotrasmettitori.
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I due metaboliti del progesterone, AP e THDOC, sono, sia in vivo che in vitro, tra i piu potenti
modulatori allosterici positivi endogeni del recettore GABAa, facilitando 1’interazione del
GABA e delle benzodiazepine con i loro siti di legame e potenziando le correnti al cloro (CI).

Il meccanismo molecolare dipende dalle concentrazioni dello steroide: a basse concentrazioni
questi composti facilitano 1’azione del GABA (Harrison et al., 1987) mentre, ad alte
concentrazioni, sono capaci di aprire direttamente il canale (Puia et al., 1990). La loro
somministrazione a dosi farmacologiche determina, nei roditori, un effetto ansiolitico,
anticonvulsivante e sedativo-ipnotico (Majewska et al., 1986 e 1992; Harrison et al., 1987;
Lambert et al., 1995).

Come gia detto, I’isolamento sociale del ratto induce una riduzione dei livelli cerebrali e
plasmatici di AP e THDOC e tale riduzione potrebbe contribuire a determinare il comportamento
conflittuale manifestato dagli animali sottoposti a tale tipo di stress cronico (Serra et al., 2000).

Il meccanismo molecolare responsabile della riduzione dei livelli di AP e THDOC non é ancora
stato chiarito. E’ stato ipotizzato (Matsumoto et al., 1999) che I’isolamento sociale riduca
I’attivita o I’espressione dell’enzima 3a-idrossisteroide deidrogenasi (3a-HSD) che catalizza la
riduzione del 5a-diidroprogesterone in AP; la diminuzione dell’attivita di questo enzima
porterebbe ad una riduzione dei livelli cerebrali di AP. Questa ipotesi e sostenuta dal fatto che, in
alcuni ceppi di topo, I’effetto dell’isolamento sociale ¢ selettivo per questo steroide (Matsumoto
et al., 1999). Tuttavia ¢ plausibile che I’effetto di tale condizione sia mediato anche da altri

meccanismi.

Gli animali 1solati sono, inoltre, piu sensibili all’effetto steroidogenico indotto dallo stress acuto.
Questo meccanismo di risposta ¢ mediato dall’asse IIS, come dimostrato dall’evidenza che in
ratti castrati e surrenectomizzati lo stress acuto o la somministrazione di farmaci che riducono la
trasmissione GABAergica non modifica le concentrazioni cerebrali di AP e THDOC (Barbaccia

e coll., 1997). Gli animali socialmente isolati, quando sottoposti ad uno stress acuto come il foot-
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shock, mostrano un aumento dei livelli di AP e THDOC molto maggiore rispetto agli animali
stabulati in gruppo (Serra e coll., 2000). Questa evidenza é in accordo con I’idea che, durante lo
stress cronico, si sviluppi una “traccia facilitatoria”, caratterizzata da una maggiore sensibilita
dell’asse IIS ai nuovi stimoli stressanti (Akana e coll., 1992). L’evidenza che gli animali isolati
mostrano una risposta esagerata allo stress rispetto a quelli stabulati in gruppo, unita a quella
della riduzione della steroidogenesi basale, suggerisce che la funzione dell’asse IIS di questi

animali sia alterata.

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

plasmatici di neurosteroidi (Serra e coll., 2000).

L’isolamento sociale induce delle profonde alterazioni della morfologia neuronale. Negli animali
socialmente isolati é stata infatti riscontrata una diminuzione della lunghezza dei dendriti e della
densita delle spine dendritiche nei neuroni piramidali dall’area CA1 dell’ippocampo e nella
corteccia prefrontale (Silva-Gomez et al., 2003) ed una ridotta neurogenesi nel giro dentato
dell’ippocampo (Westenbroek et al., 2004). Inoltre 1’isolamento sociale riduce i livelli di BDNF
nell’ippocampo, mentre non sono stati osservati cambiamenti nello striato e nella corteccia

prefronatale ( Pisu et al., 2011; Scaccianoce et al., 2006).

Tutte queste osservazioni suggeriscono come 1’isolamento sociale abbia un effetto negativo sullo
sviluppo e sul mantenimento delle funzioni cerebrali e sono in accordo con I’evidenza che alcune
alterazioni comportamentali (quali ansia, aumento dell’attivita motoria e deficit cognitivi),
causate dall’isolamento sociale, siano parzialmente revertite dall’esposizione degli animali ad un
ambiente socialmente “arricchito” o dalle interazioni sociali con animali della stessa specie

(Hellemans e coll., 2004).

27



Obiettivi

Obiettivi

28



Obiettivi

Come noto in letteratura, le interazioni madre-cucciolo durante le prime fasi della vita sono
importanti per lo sviluppo dell’intero sistema nervoso (Plosky et Meaney, 1993; Caldji et al., 2000;
Liu et al., 2000). La separazione della prole dalla madre, in funzione della sua durata, causa
profonde modificazioni comportamentali e neurochimiche. Gli effetti osservati vanno da una
maggiore espressione dei recettori per i glucocorticoidi sia a livello ippocampale sia nella corteccia
prefrontale successivamente a brevi periodi di separazione ( Meaney et al., 1985) ad una
soppressione della neurogenesi e ad una parallela diminuzione del fattore neurotrofico BDNF a
livello ippocampale ( Liu et al., 2000).
L’esperienza emotiva nei primi anni di vita ha mostrato un interferenza con lo sviluppo di reti
sinaptiche eccitatorie nell’ippocampo dei roditori. La separazione materna ¢ un paradigma animale
progettato per imitare 1’esposizione ripetuta a una Situazione stressante per il piccolo durante i primi
anni di vita, con conseguenti sintomi comportamentali e neuroendocrini di reattivita allo stress
elevato da adulti ( Aisa et al., 2007; Heim et Nemeroff, 2001;Lehmann et Feldon, 2000) o
senescenti (Solas et al., 2010). Ma esso € uno stress elevato anche per le mamme, in questo periodo
tutte le sue attenzioni sono rivolte alla sua prole che deve proteggere da qualunque tipo di pericolo.
Gli adattamenti che avvengono nel cervello delle madri durante 1’allattamento potrebbero essere
quindi determinati sia dalle variazioni degli ormoni che avvengono durante questo periodo che dagli
stimoli esterni indotti dal bambino.
Lo stress indotto alla madre dalla separazione materna altera sia i livelli ormonali che il suo
comportamento verso la propria prole.
Alla luce delle premesse fatte sin ora e delle evidenze sperimentali ottenute da numerosi gruppi di
ricerca, 1’obbiettivo principale del mio lavoro ¢ stato quello di valutare nell’ippocampo delle
mamme al termine dell’allattamento:

¢ lavariazione della densita delle spine dendritiche nel giro dentato;

¢ la morfologia delle spine dendritiche;
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I’arborizzazione dendritica, il numero dei segmenti, il numero delle biforcazioni, la

lunghezza totale dei dendriti e il numero dei bracci terminali.

Nell’ippocampo della prole adulta:

A) Se lo stress subito nelle prime due settimane di vita possa essere dannoso per lo sviluppo del

B)

cervello. Per valutare cid ho studiato la neurogenesi nell’ippocampo di ratto adulto
sottoposto nei primi 15 giorni di vita a due diversi protocolli di separazione materna:
Separazione materna breve: 15 minuti al giorno dal terzo al quindicesimo giorno dopo la
nascita;

Separazione materna lunga: 3 ore al giorno dal terzo al quindicesimo giorno dopo la nascita;
Quanto lo stress indotto da insufficienti cure materne nei primi 15 giorni di vita sia
importante per la vulnerabilita allo stress cronico in etad adulta. E’ stata valutata la
neurogenesi in ratti che nei primi 15 giorni di vita sono stati sottoposti a separazione
materna breve o lunga e che dal giorno dello svezzamento sono stati sottoposti ad un nuovo
stress cronico: 1’isolamento sociale per un mese. Al termine dell’isolamento sociale un
gruppo di ratti € stato riunito in gruppo per un altro mese, mentre un secondo gruppo di ratti

isolati ha continuato I’isolamento per un altro mese prima del sacrificio.

Per valutare gli effetti dei vari stress nell’ippocampo di questi animali ¢ stata studiata:

la variazione della densita delle spine dendritiche nel giro dentato;

la morfologia delle spine dendritiche;

I’arborizzazione dendritica, il numero dei segmenti, il numero delle biforcazioni, la
lunghezza totale dei dendriti e il numero dei bracci terminali

La proliferazione cellulare nel giro dentato dell’ippocampo, attraverso 1’utilizzo di due

marcatori, la BrdU e la Ki-67.

La neurogenesi nel giro dentato dell’ippocampo attraverso I’utilizzo di una doppia

marcatura con BrdU/DCX
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Le eventuali variazioni dei livelli di espressione della proteina DCX durante la neurogenesi.
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Stress e neurogenesi

La neurogenesi ippocampale € un processo dinamico influenzato da stimoli ambientali e
fisiologici, e svolge un ruolo fondamentale nelle risposte allo stress. E stato dimostrato che gli
ormoni coinvolti nella risposta allo stress e le varie forme di stress, tra cui lo stress prenatale, la
separazione materna, immobilizzazione, diminuiscono la proliferazione cellulare nel giro dentato
dell’ippocampo dei roditori adulti (Schoenfeld e Gould, 2012). Sono diverse le evidenze
sperimentali a favore della correlazione tra neurogenesi e risposta allo stress fornite dai modelli
animali in cui si € andati a inibire la neurogenesi. Il blocco della neurogenesi da irradiazione
cranica, agenti antimitotici, come methylazoxymethanol (MAM) o l'espressione transgenica di
una proteina apoptotica in PNG, puo prolungare la risposta ai glucocorticoidi e indurre
comportamenti depressivi in seguito ad eventi traumatici (Petrik et al, 2012; Revest et al., 2009).
Tuttavia, nel complesso si puo affermare che la mancanza di neurogenesi da sola non puo
alterare la risposta allo stress al momento della ablazione, ma piuttosto puo influenzare la
risposta a fattori di stress futuri.

Partendo dall'idea che uno stress prolungato nel tempo pud essere dannoso e che lo stress
moderato e controllabile pud essere utile, nel ratto € stato dimostrata una riduzione della
neurogenesi nello stress lieve (Parihar et al., 2011). La neurogenesi € una condizione necessaria
affinché si abbiano gli effetti benefici come quelli apportati ad esempio da un ambiente
arricchito sui sintomi depressivi indotti dallo stress (Schloesser et al., 2010). Inoltre alcuni
antidepressivi come la fluoxetina possono favorire la neurogenesi stessa (Malberg et al., 2000).
Tuttavia, l'efficacia terapeutica degli antidepressivi pud essere mantenuta anche dopo
I’abolizione della neurogenesi (Bessa et al., 2009), mettendo in discussione I’effetto tra
antidepressivi e neurogenesi. La neurogenesi puo essere in parte implicata nella resilienza allo

stress, e questo & stato dimostrato in modelli animali con un elevata neurogenesi basale, sia in
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quelli in cui la neurogenesi puo essere efficacemente attivata. I meccanismi coinvolti nello stress
e nella neurogenesi non sono pienamente compresi, ma possono coinvolgere l'azione dei
glucocorticoidi sui neuroni neoformati vicini cellule progenitrici neurali (NPC) che non
esprimono mineralcorticoidi e glucocorticoidi (Garcia et al., 2004). | glucocorticoidi possono
anche agire aumentando la trasmissione glutamatergica attraverso un maggiore rilascio di
glutammato e I’input eccitatorio recettore-dipendente dalla corteccia entorinale sui neuroni
appena formati (Cameron et al., 1995). I glucocorticoidi hanno azioni proapoptotiche sulle NPC
e sui neuroni immaturi nell'ippocampo (Yu et al., 2010). Oltre agli ormoni dello stress, fattori
neurotrofici come il BDNF, VEGF, e insulin growth factor 1 (IGF-1), possono promuovere la
proliferazione e la differenziazione cellulare nel giro dentato dell’ippocampo e mediare alcuni
degli effetti positivi derivati da un ambiente arricchito (Fournier e Duman, 2012; Lee and Son,
2009). Possono contribuire anche alcuni neuropeptidi, come gli oppioidi endogeni e 1’ossitocina,
rilasciati in seguito a esperienze sociali gratificanti, oppure il neuromodulatore dopamina (Drake
et al, 2007; Veena et al., 2011).

La neurogenesi € un processo di generazione di nuovi neuroni che si verifica principalmente
durante le fasi embrionali e neonatali nei mammiferi (Ming e Song, 2011), ma persiste per tutta
la vita anche nel cervello adulto e anziano. Essa avviene principalmente in due regioni cerebrali:
la zona subgranulare (SGZ) del giro dentato dell’ippocampo e la zona subventricolare (SVZ) dei
ventricoli laterali. La zona subgranulare genera neuroni granulari funzionali da NPC, mentre la
zona subventricolare genera interneuroni che migrano nel bulbo olfattivo. Nel giro dentato
dell’ippocampo, cellule granulari di nuova produzione vengono poi incorporate nel circuito
ippocampale, ricevono input eccitatori principalmente dalla corteccia entorinale e proiettano alle

cellule piramidali del CA3 dell’ippocampo (Fig 5).
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Figura 5. Neurogenesi di nuovi neuroni granulari nel giro dentato dell'ippocampo da cellule staminali presenti

nella SGZ:

la neurogenesi nel giro dentato dell'ippocampo avviene attraverso 5 fasi di sviluppo. Fase 1 di proliferazione: le

cellule staminali (blu) hanno il corpo cellulare localizzato nella SGZ del giro dentato e i loro processi radiali che

penetrano all'interno dello strato dei granuli e i corti processi tangenziali che si estendono lungo il bordo compreso

tra lo strato dei granuli e I'ilo. Queste cellule si trasformano poi in cellule in via di amplificazione (blu chiaro).

Fase 2 di differenziazione: le cellule amplificate si differenziano in neuroni immaturi (verde). Le cellule proliferanti
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progenitrici nel SGZ sono strettamente associate con gli astrociti e ai vasi. Fase 3 di migrazione: i neuroni
immaturi migrano nello strato di cellule granulari. Fase 4 di formazione di assoni e dendriti: i neuroni immaturi
(arancione) estendono il loro assone lungo la via della "mossy fiber" verso le cellule piramidali della CA3, mentre
estendono i loro dendriti in direzione opposta verso lo strato molecolare del giro dentato. Fase 5 di integrazione
sinaptica: i nuovi neuroni granulari (rosso) ricevono gli inputs dalla corteccia entorinale e inviano segnali verso la
CA3 e l'ilo. Nella figura sono indicati i marcatori specifici per lo stadio di sviluppo del neurone e la loro funzione.
DG, giro dentato; ML, strato molecolare; GL, strato granulare.

Le cellule di nuova generazione prodotte nella SVZ invece migrano nel tubercolo olfattivo
attraverso la stria migratoria rostrale (RMS) e una volta giunti a destinazione si differenziano in
interneuroni, cellule dei granuli e cellule periglomerulari (Carlen et al., 2002; Belluzzi et al.,

2003). [Fig.6]
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Figura 6. Formazione di_nuovi interneuroni nel bulbo olfattivo da cellule staminali neurali presenti nella SVZ:

Per quanto riguarda I'origine dei nuovi neuroni nel giro dentato dell'ippocampo, I'esistenza di vere e proprie cellule
staminali in quest'area & una questione ancora dibattuta; dati sperimentali mostrano che esiste una popolazione
eterogenea di precursori cellulari nella SGZ capace di generare nuove cellule: quindi i neuroni nascono da cellule
capaci di proliferare presenti al confine tra I'ilo e lo strato delle cellule granulari. Durante la maturazione i nuovi
neuroni estendono il loro assone e i loro dendriti e questo processo € seguito dalla formazione di spine e sinapsi
(Bohlen and Halbach, 2007). I neuroni che non si integrano nella rete neuronale pre-esistente vengono eliminati
per apoptosi. La neurogenesi nell'ippocampo continua quindi durante tutta la vita, anche se un certo declino viene
osservato con l'avanzare dell'eta.

37



Introduzione

La neurogenesi & presente anche in aree cerebrali dei mammiferi adulti come la neocorteccia
(Gould et al., 1999; Takemura et al., 2005), lo striato (Van Kampen et al., 2004), I'amigdala
(Bernier et al., 2002) e sostanza nera (Zhao et al., 2003; Yoshimi et al., 2005). La neurogenesi in
queste aree e presente a livelli molto bassi e non sembra essere regolata da condizioni
fisiologiche.

Tutte le fasi della neurogenesi sono controllate da una serie di fattori intrinseci (I’insieme dei
fattori espressi dalle cellule staminali come la proteina NCAM che facilita la proliferazione
nell'ippocampo e il differenziamento dei neuroni regolando dei fattori di trascrizione) ed
estrinseci (fattori prodotti dai tessuti circostanti che agiscono sulle cellule staminali, come
neurotrasmettitori, stato ormonale e fattori di crescita), (Pierre-Marie Lledo et al., 2006).

Tra i neurotrasmettitori, il glutammato inibisce la divisione agendo sui recettori NMDA
(Cameron et al., 1995; Bernabeau et al., 2000) mentre stimola la proliferazione agendo sui
recettori AMPA (Bai et al., 2003); il GABA inibisce la proliferazione (Tozuka et al., 2005)
mentre acetilcolina e noradrenalina promuovono la neurogenesi nel giro dentato dell'ippocampo
(Cooper-Khun et al., 2004; Mohapel et al., 2005; Kulkarni et al., 2002). Anche la dopamina é
coinvolta ma non e ancora chiaro in che modo agisce.

Tra gli ormoni, i primi a essere stati identificati per il loro ruolo nella neurogenesi sono i
corticosteroidi, che vengono prodotti in quantita maggiori in condizioni di stress e determinano
una riduzione della neurogenesi nel SNC (Gould et al., 1997).

Ci sono poi una serie di fattori ambientali coinvolti nella neurogenesi: ad esempio € stato visto
che un ambiente arricchito promuove la sopravvivenza dei neuroni di nuova formazione
(Kempermann et al., 1997). Ci sono anche una serie di fattori negativi che invece inibiscono la
neurogenesi come lo stress (P. J. Lucassen et al., 2010), [Tabella 1].

Per quanto riguarda la funzione dei nuovi neuroni che si formano, questa non € ancora del tutto

chiara, ma poiche l'ippocampo svolge un ruolo centrale nei processi di apprendimento e memoria
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e molto probabile che la neurogenesi contribuisca ad un‘aumentata plasticita del cervello

favorendo questi processi.

Neuronal Potential
Regulatory factors Proliferation Survival differentiation mechanisms
SVZ SGZ SVZ SGZ SVZ SGZ
Mice strain +/— +/— + /-
Gender n.c. +/— n.c. n.c. n.c. n.c.
Aging — EGFR signaling —
- n.c. — Corticosteroids
levels 4+
Hormones
Corticosterone -
Estrogen n.c. + n.c. n.c.
Oestrogen + Serotonin?
Pregnancy + n.c. Prolactin
Afferents, neurotransmitters
Dopamine - - D2L receptors
Serotonin + +
Acetylcholine - - -
Glutamarte - n.c. mGluR, NMDAR
Norepinephrine n.c. + n.c. n.c. PACI and PKC
PACAP + +
Nitric oxide — n.c./—| n.c. —+/n.c. n.c.
Growth factors
FGF-2 + n.c.
EGE + n.c. -
[GF-1 -+ -+ +
Behavior
Enriched environment n.c. +4+/mn.c.| n.c. +/n.c.| n.c. n.c./+ VEGF
Enriched odor n.c. n.c. + n.c.
exposure
Physical activity n.c. 4- n.c. + VEGF
Learning
Water maze n.c. +/n.c. n.c.
Blink reflex n.c. +
Dietary restriction n.c. + BDNE INT-3
Stress — n.c. Glucocorticoids +
Drugs
Antidepressants + Serotonin
Opiates —
Methamphetamine —
Lithium A n.c.
Pathological stimulations
Ischemia + +/— + + + NMDAR, CREB
Seizures + +/— +/n.c. +/n.c.
Inflammation +/— - - o 1L-6, TNF«
Degenerative diseases
AD/HD/PD -+ +
Diabetes —

Tabella 1. Diversi fattori che possono regolare la neurogenesi nel SGZ e nel SVZ:

in questa tabella sono riassunti dati di alcune pubblicazioni sulla neurogenesi nell'adulto e intende dare una visione
generale dei diversi fattori che possono aumentare o inibire la neurogenesi. Sono descritti alcuni esempi per diverse
categorie. Gli effetti indicati con "+" sono aumento; "-": riduzione; "N.C.": non varia; I'assenza dei simboli indica
che non é stato determinato. "AD": malattia di Alzheimer; "HD" malattia di Hungtington; "PD": malattia di

Parkinson.
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Stadi della neurogenesi nel giro dentato dell*'ippocampo

La neurogenesi nel giro dentato dell'ippocampo avviene per tutta la vita, ma puo essere modulata
da diverse condizioni fisiologiche e patofisiologiche. Infatti diversi stili di vita, I'ambiente e certe
patologie possono influenzare la velocita di formazione dei nuovi neuroni (Kepermann et al.,
1997; Young et al., 1999; Ra et al., 2002; Kim et al., 2002; Lledo et al., 2006).

Diversi studi hanno mostrato che la neurogenesi nell'ippocampo aumenta durante
I'apprendimento (Rolls 2000) e ha un ruolo importante anche per la memoria (Praag et al., 1999;
Drapeau et al., 2003). Altri lavori hanno correlato lI'aumento della neurogenesi con l'aumento
della memoria di tipo spaziale (Merrill et al., 2003; Van der Borght et al., 2005); questo perché
la neurogenesi e correlata ad alcuni ma non a tutti i tipi di memoria ippocampo dipendenti (Shors
et al., 2002).

La neurogenesi nell'ippocampo puo essere suddivisa in diversi stadi e in ognuno di questi stadi le
cellule di nuova formazione possono esprimere markers diversi (Kempermann et al., 2004; Ming

and Song, 2005). La neurogenesi puo essere divisa in cinque fasi [Fig.5].

Fase 1 (di proliferazione)

Durante questa prima fase le cellule di nuova formazione esprimono la proteina fibrillare acida
della glia (GFAP) e la proteina nestina (Fukuda et al., 2003; Filippov et al., 2003). Nella SGZ
sono stati identificati due tipi di astrociti GFAP positivi: gli astrociti orizzontali e gli astrociti
radiali. Quelli orizzontali estendono processi altamente ramificati lungo il bordo della SGZ e non
esprimono il marcatore delle cellule immature nestina e rappresentano l'astroglia tradizionale.
Quelli radiali invece possiedono prominenti proiezioni radiali nello strato delle cellule dei

granuli e altri processi laterali intercalati vicino ai neuroni dei granuli. Gli astrociti radiali
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esprimono nestina e probabilmente funzionano come cellule staminali che danno origine ai
neuroblasti ed eventualmente ai nuovi neuroni dei granuli. Gli astrociti radiali si trasformano in
cellule di tipo D (Alvarez-Buylla et al., 2002). Queste cellule hanno un citoplasma ricco di
organelli compresi molti mitocondri, lisosomi, abbondante reticolo endoplasmatico ruvido ed un
distinto apparato del Golgi (Doetsch et al., 1997). Ancora, queste cellule sono di piccola taglia,
appaiono immunoreattive per la GFAP e sembra che funzionino come precursori transienti nella

formazione di nuovi neuroni (Taupin, 2006).

Fase 2 (di differenziamento) e Fase 3 (di migrazione)

La fase 2 rappresenta lo stadio in cui le cellule amplificate iniziano la loro differenziazione in
neuroni immaturi [Fig.5]. Le cellule nella fase 2 sono immunoreattive per la nestina e negative
per GFAP. In questa fase le cellule incominciano a formare le prime proiezioni dei processi
neuronali. Al termine della fase 2 e all'inizio della fase 3 le cellule non esprimono piu nestina e
iniziano ad esprimere la proteina Double cortin (DCX) e la molecola di adesione cellulare
neuronale polisialilata (PSA-NCAM), (Fukuda et al., 2003).

Nella fase 3 i neuroni immaturi esprimono entrambe le proteine DCX e PSA-NCAM e iniziano

la migrazione nello strato granulare del giro dentato dell'ippocampo [Fig.5].

Fase 4 (di allungamento degli assoni e dei dendriti)

Durante questa fase i neuroni immaturi allungano i loro dendriti verso lo strato molecolare del
giro dentato e i loro assoni verso la CA3 dell'ippocampo. | neuroni immaturi continuano ad
esprimere DCX e PSA-NCAM ed esprimono anche la proteina calretinina e la proteina

molecolare specifica dei neuroni NeuN (Brandt et al., 2003; Llorens-Martin et al., 2006), [Fig.5]
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Fase 5 (di formazione delle sinapsi)

In questa fase i neuroni granulari di nuova formazione formano i contatti sinaptici con i neuroni
che provengono dalla corteccia entorinale e inviano i loro assoni verso la CA3 e lilo
dell'ippocampo. A partire da 2/3 settimane dall'inizio della neurogenesi queste cellule non
esprimono piu calretinina ed iniziano ad esprimere calbindina (Brandt et al., 2003; Kempermann
et al., 2004). La calbindina & una proteina presente in tutti i neuroni maturi, ma anche in quelli di
nuova formazione che si sono ben integrati nell'ippocampo (Rami et al., 1987; Baimbridge 1992;
Van Praag et al., 2002). Oltre alla calbindina, questi neuroni esprimono anche la proteina NeuN
(Khun et al., 1996) [Fig. 5].

Lo sviluppo dei neuroni ippocampali in neurogenesi pud essere studiato attraverso l'espressione

dei diversi markers appena descritti.
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Immunomarcatura

BrduU

Un passo avanti nello studio della neurogenesi ¢ stato fatto grazie all’uso della 5-bromo-2-
deossiuridina (BrdU) (Miller e Nowakowski 1988), poiché questa tecnica immunoistochimica
consente la stima delle cellule marcate, anche in sezioni spesse, con metodi di conteggio
stereologici. Probabilmente la BrdU sfrutta lo stesso trasportatore della timidina e una volta
incorporata nel DNA, puo essere marcata mediante un anticorpo specifico il cui legame puo
essere visualizzato tramite le tecniche di immunoistochimica (Gratzner, 1982). La marcatura con
la BrdU é attualmente la piu utilizzata per gli studi sulla neurogenesi.

La BrdU viene introdotta principalmente mediante un iniezione intraperitoneale. A seconda della
modalita di applicazione (durata, concentrazione BrdU, tempi di sopravvivenza dopo l'iniezione
di BrdU), il numero di cellule marcate all'interno del cervello puo variare (Dayer et al 2005). Ad
esempio, la BrdU in elevate concentrazioni (circa 200/300 mg per chilogrammo di peso
corporeo) sono necessarie per marcare tutte le cellule in fase S nel giro dentato dell’ippocampo
dell'adulto, per fare cio la BrdU deve attraversare la barriera emato-encefalica. Trattamenti che
disturbano o interrompono la funzione della barriera emato-encefalica ad esempio, le lesioni da
kainato, epilessia, o ischemia (Cornford e Oldendorf 1986; Bolton e Perry 1998) potrebbero
pertanto indurre aumenti del numero di cellule marcate dalla BrdU. Tale incremento, tuttavia,
potrebbe essere indipendente dai cambiamenti nella proliferazione, dal momento che gli effetti
sono attribuibili ad un alterata disponibilita di BrdU nel cervello. La BrdU potrebbe anche
marcare gli eventi di sintesi di DNA che non sono direttamente correlati alla proliferazione
cellulare, come la riparazione del DNA (Nowakowski e Hayes 2000) e/o mancato ingresso nel
ciclo cellulare, che pud verificarsi come parte di un processo apoptotico nelle cellule
postmitotiche (Bauer e Patterson 2005). Tuttavia, alcuni dati sperimentali suggeriscono che le

concentrazioni in cui la BrdU viene comunemente utilizzata potrebbe non essere sufficiente per
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rilevare le cellule in fase di riparazione del DNA (Bauer e Patterson 2005). La BrdU é in grado
di marcare tutte le cellule in fase S del giro dentato dell’ippocampo dell’adulto, a prescindere dal
destino di queste cellule marcate [Fig.7]. Pertanto, una cellula positiva alla BrdU potrebbe essere
un progenitore di nuovi neuroni, ma senza l'uso di marcatori aggiuntivi, & un indicatore generale
di genesi di nuove cellule, un aumento del numero di cellule marcate dalla BrdU non e di per sé,
indice di neurogenesi. Di conseguenza, le tecniche di immunoistochimica che prevedono 1’uso
combinato di BrdU e di altre proteine, utilizzate come markers per i neuroni di nuova
formazione, danno un analisi dettagliata e specifica della neurogenesi fino al completo sviluppo

e integrazione del neurone.
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Figura 7. Metodica per lo studio della neurogenesi nell'adulto:

questa metodica si basa sull' incorporazione di un analogo del nucleotide timidina (BrdU) durante la replicazione

del DNA nella fase S del ciclo cellulare
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Anche se l'uso della BrdU rappresenta il metodo piu utilizzato per lo studio della neurogenesi,
tuttavia presenta diverse limitazioni. In base alla dose somministrata puo dare un certo grado di
tossicita: sono stati osservati numerosi effetti collaterali conseguenti ad alti dosaggi di BrdU
(malformazioni sulla progenie se somministrata ad animali gravidi ad esempio). Le dosi
maggiormente utilizzate negli esperimenti (roditori e primati non umani) vanno dai 100 ai 200
mg/kg. Gli effetti tossici sono minori nel SNC degli adulti rispetto al SNC embrionale e
neonatale; infatti la barriera si sviluppa intorno al giorno 10 dopo il parto e fornisce cosi una
maggiore protezione al SNC.

Un altro problema che si pud presentare con l'utilizzo della BrdU é che essendo una base
alogenata, inserendosi nel DNA puo renderlo instabile favorendo l'insorgenza di mutazioni,
rotture nei filamenti ecc...

Le tecniche di immunoistochimica, con ['uso di un anticorpo primario che si lega ai i singoli
filamenti di DNA contenenti la BrdU e successivamente all'utilizzo di un anticorpo secondario
coniugato ad un fluorocromo specifico per il complesso anticorpo primario-BrdU mi permettono
di visualizzare il preparato al microscopio.

Una volta somministrata, la BrdU dovrebbe restare disponibile per un periodo di circa due ore,
dopo le quali il livello scende drasticamente.

Sono stati messi a punto diversi protocolli di applicazione che utilizzano tempistiche differenti a
seconda di cio che si vuole osservare. La BrdU marca esclusivamente i nuclei delle cellule che si
trovano nella fase S ma non quelli delle cellule che si trovano in altre fasi della proliferazione.
Per questo motivo se si vuole marcare l'intera popolazione cellulare proliferante di quel momento
o tutte le cellule proliferanti durante un periodo di tempo piu esteso e necessario somministrare
piu volte la BrdU; se si vogliono individuare tutte le cellule proliferanti in un preciso momento le
somministrazioni devono essere fatte nel giro di poche ore, mentre se si vuole osservare la
proliferazione in un tempo maggiore le somministrazioni possono essere distanti anche giorni o

settimane. Questo rende i risultati piu affidabili in quanto con piu iniezioni si ha una probabilita
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inferiore di tralasciare cellule. Tuttavia, anche somministrazioni multiple possono dare problemi:
si rischia infatti di marcare piu volte la stessa cellula se questa si divide piu volte e non si ha la
certezza di aver marcato tutte le cellule in quanto alcune potevano non essere in fase S nel
momento in cui é stata somministrata la BrdU. Modificando il tempismo con cui si effettuano i
sacrifici a seguito delle iniezioni e possibile individuare le cellule in un particolare momento
della neurogenesi; sono stati infatti definiti nuovi protocolli per definire sia il numero di iniezioni
e ogni quanto tempo vanno fatte sia dopo quanto tempo dall'ultima iniezione si deve fare il
sacrificio. Ad esempio se si effettua una iniezione di BrdU al giorno per un periodo totali di
10/12 giorni e si sacrifica I'animale dopo due ore dall'ultima somministrazione si possono
osservare bene le cellule in proliferazione e in migrazione precoce; se invece si effettuano
quattro iniezioni consecutive in un giorno o una iniezione al giorno per 10/12 giorni e si sacrifica
I'animale quattro settimane dopo l'ultima somministrazione si potra osservare bene il tipo di
neurone formato in quanto le nuove cellule generate in questo lasso di tempo riescono ad andare

incontro a maturazione completa.

Ki-67

Il nome Ki-67 é derivato dalla citta di origine (Kiel, Germania) e il numero del clone originale in
una piastra a 96 pozzetti (Gerdes et al., 1983). Ki-67 & un antigene nucleare espresso in tutte le
fasi del ciclo cellulare, tranne la fase di riposo e all'inizio della fase G1 (Zacchetti et al., 2003). A
causa della sua breve emivita di circa 1h, e raramente rilevabile nelle cellule in fase quiescente
GO (Zacchetti et al., 2003). Ki-67 non é rilevabile durante i processi di riparazione del DNA ed é
principalmente assente nelle cellule quiescenti (Zacchetti et al., 2003). Il numero di cellule Ki-

67-positive & maggiore di circa il 50% rispetto a quello delle cellule marcate con BrdU nel giro
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dentato dell’ippocampo, dal momento che la BrdU puo essere incorporata nel DNA solo durante

la fase S del processo mitotico, mentre Ki-67 € espresso per tutta la sua durata (Kee et al., 2002).

Double cortin (DCX)

La Double cortin (DCX) € una proteina ampiamente espressa nel sistema nervoso in via di
sviluppo, si trova associata ai microtubuli ne promuove la polimerizzazione e si ritiene che
agisca anche sulla loro stabilita (Gleeson et al.1999; Francis et al.1999), tanto che alleli mutanti
del gene per la DCX causano alterazioni e problemi nella migrazione.

La DCX é necessaria per la migrazione e differenziazione neuronale e puo etichettare la prima e
la seconda fase della neurogenesi nello strato infragranulare del giro dentato, espressa
principalmente nei corpi cellulari neuronali e svolge un ruolo importante nella migrazione e
differenziazione assonale.

La presenza della Double cortin nei neuroblasti in migrazione e nei giovani neuroni (Gleeson et
al.1999; Francis et al.1999) e sfruttata come marker per lo studio della neurogenesi nel cervello
adulto. Solitamente la sua espressione per un certo periodo & contemporanea a quella di PSA-
NCAM (altro marker per la neurogenesi).

Si ritiene che I'espressione della DCX sia specifica per i giovani neuroni, in quanto le cellule
positive per la DCX esprimono antigeni di tipo neuronale mentre mancano di antigeni specifici
ad esempio per cellule gliali, cellule indifferenziate o cellule apoptotiche (Rao and Shetty, 2004).
Tuttavia non tutti i neuroni neoformati esprimono la DCX: questa proteina infatti viene espressa
nei nuovi neuroni dell'ippocampo, dello striato e del bulbo olfattivo, ma ad esempio non si

evidenzia nei giovani neuroni della neocorteccia (Dayer et al. 2005).
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La DCX viene espressa in diverse fasi della neurogenesi, dalla fase in cui le cellule si
differenziano in neuroni immaturi dello strato subgranulare alla fase in cui i nuovi neuroni
iniziano a integrarsi formando nuove sinapsi nella rete neuronale preesistente. Quindi la DCX
marca i precursori neuronali nelle ultime fasi di mitosi e i neuroni nella prima fase post-mitotica
(Brown et al., 2003).

L’espressione della DCX decresce quando i nuovi neuroni iniziano a esprimere i markers tipici
della fase di maturazione.

Il pattern di espressione della DCX nelle nuove cellule puo essere studiato nei neuroni di nuova
formazione insieme alla BrdU. In questo caso deve essere fatta una immunoistochimica in cui
devono essere usati contemporaneamente un anticorpo specifico per la BrdU ed uno per la
proteina DCX. La colocalizzazione nello stesso neurone di entrambi i marcatori indica processi

di neurogenesi.
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Spine dendritiche

Struttura

Le spine dendritiche sono minuscole protrusioni che emergono dai dendriti dei neuroni; sono
caratterizzate da un collo e da una testa a forma di bulbo capace di ricevere input da parte di
sinapsi eccitatorie e produrre una risposta postsinaptica (Hering e Sheng, 2001).

Le spine dendritiche costituiscono il principale sito d’azione dei segnali eccitatori nella maggior
parte dei neuroni. | neuroni che possiedono spine dentriche sono principalmente di tipo
glutamatergico (per esempio neuroni piramidali) o0 GABAergico (neuroni di Purkinje), mentre
alcune classi di neuroni non ne possiedono, come per esempio gli interneuroni GABAergici
(Hering e Sheng, 2001).

La lunghezza di una spina dendritica in genere varia tra i 0,5 e i 2 um, ma puo raggiungere i 6
um nella regione CA3 dell'ippocampo (Chicurel et al. 1992); il volume varia da meno di 0.01
pum? a 0.8 ums3 (Harris 1999), mentre la densita oscilla tra 1 e 10 spine/um di dendrite maturo
(Sorra e Harris, 2000). Attraverso dettagliati studi anatomici su tessuto cerebrale fissato, in base
alla loro forma le spine dendritiche vengono classificate in sottili (thin), tozze (stubby), a fungo

(mushroom) e a forma di coppa (cup-shaped) (Harris et al. 1992; Chang et al. 1984) [Fig. 8].
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Fig. 8 Rappresentazione schematica di vari tipi di spine dendritiche
Rappresentazione schematica di vari tipi di spine dendritiche

La forma delle spine pud quindi variare sia per la lunghezza e lo spessore del collo, sia in base
alla forma e alla dimensione della testa. Nel cervello adulto la maggior parte delle spine si
trovano nella forma “thin”. Le spine “thin” hanno una lunghezza superiore al diametro del collo
della spina e terminano con una piccola testa (inferiore a 0.6 um di diametro). Le spine “stubby”
sono corte e larghe, e non presentano il collo. Le spine “mushroom” hanno un collo stretto e una
grande testa irregolare (>0.6 um di diametro). Nell’area CA1 e nel giro dentato dell’ippocampo
maturo questi tipi di spine dendritiche hanno un'unica sinapsi sulla loro testa. Esistono anche
spine ramificate (branched) che presentano piu teste che emergono da un origine comune. In
queste aree ogni testa delle spine ramificate € collegata con un diverso assone presinaptico
mentre altre teste non hanno un partner presinaptico.

Classificare le spine in base alla loro forma si e dimostrato utile a garantire che I’intera gamma di
morfologie possa essere rappresentata attraverso ricostruzioni tridimensionali e per determinare
se si verificano variazioni morfologiche per mezzo di manipolazioni sperimentali (Kirov et al.,
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1999; Sorra e Harris, 1998; Chicurel e Harris, 1992; Harris et al., 1992; Harris e Stevens,
1989). Tuttavia la classificazione arbitraria delle spine in queste quattro categorie non tiene
conto della grande eterogeneita della loro morfologia che emerge anche su un singolo dendrite
(Sorra e Harris, 2000). Studi di imaging in vivo hanno rivelato che le spine sono elementi molto
dinamici; nonostante la loro forma tenda a stabilizzarsi con la maturazione (Holtmaat et al.
2005), e una piccola proporzione di esse € caratterizzata da un continuo turnover: alcuni studi
hanno infatti mostrato che le spine di tipo “thin” sono in grado di sorgere e sparire in pochi
giorni, mentre le “mushroom” possono mantenersi per diversi mesi (Holtmaat et al. 2005; Zuo et
al. 2005; Majewska et al. 2006).

| filopodi costituiscono una particolare forma di spina dendritica caratterizzata da un collo molto
lungo e sottile e dall’assenza della testa, sono abbondantemente presenti nei neuroni in via di
sviluppo ma possono trovarsi anche nel cervello adulto in situazioni particolari, per esempio in
seguito all’induzione della plasticita, ad ischemia o durante la rigenerazione dopo un danno
neuronale. | filopodi dendritici sono strutture estremamente mobili e flessibili in grado di
cambiare velocemente la loro conformazione, che dura solo alcuni minuti (Parnass et al. 2000;
Lendvai et al. 2000). Il cambiamento della forma & determinato da un rimodellamento del
citoscheletro di actina e I’attivitd di protusione actina-dipendente. Grazie alla loro motilita i
filopodi sono adatti per I’esplorazione dello spazio attorno ai dendriti. Essi prendono
ripetutamente contatti con gli assoni vicini, tuttavia solo un sottoinsieme selezionato di questi
contatti viene stabilizzato nel giro di pochi minuti attraverso la generazione di un segnale dato
dalla variazione di concentrazione del calcio; inoltre i filopodi sono in grado di discriminare tra
gli assoni con cui contraggono una sinapsi, e infatti non stabiliscono contatti con gli assoni di
neuroni inibitori (Lohmann et al. 2008); cio suggerisce che la capacita di riconoscere gli assoni
adatti per instaurare un collegamento ¢ dovuta all’espressione o al riconoscimento di specifici

segnali molecolari.
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Si pensa che i filopodi dendritici possano essere morfologicamente e strutturalmente trasformati
in spine dendritiche; infatti durante la prima settimana di vita postnatale emergono e
interagiscono con gli assoni per formare le prime sinapsi; durante la seconda settimana
cominciano poi a prevalere le spine di tipo “thin”, “stubby” e “mushroom” (Harris et al. 1999)
Con lo sviluppo successivo gli alberi sinaptici e le spine “stubby” diminuiscono di numero e la
maggior parte delle sinapsi si trova sulle spine “thin” e “mushroom” (Fiala et al. 1998). Le
sinapsi inizialmente si formano a partire da spine dinamiche simili a filopodi che
successivamente vengono trasformati in spine stabili in modo quasi coincidente con la
formazione delle specializzazioni postsinaptiche (Okabe et al. 2001; Marrs et al. 2001). E stato
inoltre osservato che le spine “stubby” e altri tipi di spine possono originare dai filopodi in
neuroni ippocampali in via di sviluppo (Parnass et al. 2000). Nel medesimo studio é stata
evidenziata anche la trasformazione opposta, cioé il passaggio da spina stabile a filopodo.
Sembra che i filopodi possano trasformarsi in spine senza essere prima riassorbiti dall’albero
sinaptico. Molto probabilmente la trasformazione di un filopodo in una spina € un processo
reversibile controllato da fattori locali come I’attivita sinaptica.

Oltre che per forma e dimensione, le spine dendritiche si differenziano anche per gli organelli
che contengono e per molecole specifiche. In generale, le spine di grandi dimensioni formano in
proporzione sinapsi piu estese e contengono un maggior numero di organuli. Analisi effettuate al
microscopio elettronico hanno messo in evidenza un ispessimento piu denso della superficie
della spina localizzato sotto la membrana della testa; esso € caratterizzato dalla presenza di
numerosi organelli citoplasmatici e viene definito “densita post sinaptica” (PSD). La PSD
occupa circa il 10% della superficie della spina ed e esattamente allineata con la zona attiva
presinaptica. Poiché la dimensione della testa delle spine € proporzionale alla superficie del PSD,
al numero dei recettori postsinaptici (Nusser et al., 1998) e al numero delle vescicole
presinaptiche legate (Schikorski et al., 1997), la crescita della testa delle spine & probabilmente

correlata a un rafforzamento della trasmissione sinaptica.
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La maggior parte delle sinapsi ha un unico e continuo PSD per spina, ma alcuni PSD si rivelano
discontinui o perforati, e possono essere ulteriormente classificati come “fenestrati”, “a ferro di
cavallo” o “segmentati”. Il PSD contiene recettori per il glutammato di tipo AMPA ¢ NMDA
(Nusser et al. 1998; Desmond et al. 1998).

Uno dei principali organelli presenti all’interno della spina ¢ il reticolo endoplasmatico liscio
(SER); esso ha una forma allungata e schiacciata, & costituito da grandi cisterne e si trova in
alcune spine in base alla dimensione della spina stessa (Spacek e Harris, 1997). Il SER
probabilmente regola la concentrazione intracellulare di calcio nella spina, immagazzinandolo e
rilasciandolo in risposta ad uno stimolo sinaptico (Sabatini et al., 2001; Svoboda, 1999). Alcune
spine presentano un SER pit complesso chiamato “apparato della spina” che ¢ spesso associato
alla presenza di poliribosomi e del reticolo endoplasmatico rugoso (Steward et al., 1996, 1998).
La funzione dell’apparato della spina non ¢ ancora chiaro. Tuttavia la sua ultrastruttura
suggerisce che possa essere coinvolto nella sintesi di proteine legate alla membrana o a proteine
di trasporto, in modo simile al reticolo endoplasmatico rugoso (RER) o al complesso di Golgi nel
soma cellulare (Spacek e Harris, 1997). Nelle spine dendritiche, soprattutto in quelle di grandi
dimensioni, sono state trovate anche vescicole rivestite, endosomi e corpi multivescicolari. |
mitocondri sono generalmente assenti nella maggior parte delle spine dendritiche, anche se sono
abbondanti nei dendriti. Nell’ippocampo i mitocondri sono stati trovati solamente nelle grandi
spine dendritiche dell’area CA3 (Chicurel e Harris, 1992). A generare 1’energia necessaria per la
trasduzione del segnale nella spina ¢ ’ATP che puo diffondere dai mitocondri presenti nel
dendrite; in alternativa ’ATP puo essere prodotto grazie alla glicolisi direttamente nella sinapsi
(Wu et al., 1997).

Le spine dendritiche ippocampali hanno un citoscheletro costituito da actina che si distingue dal
citoscheletro dendritico per I’assenza di microtubuli e filamenti intermedi (Kaech et al., 1997;
Markham e Fifkova, 1986; Cohen et al., 1985; Matus et al., 1982). Il citoscheletro delle spine

partecipa a rapidi cambiamenti nella forma, che presumibilmente alterano la funzione sinaptica.

53



Introduzione

Le spine dendritiche contengono una complessa miscela di ioni, lipidi, proteine come per
esempio molecole di segnalazione e di adesione cellulare, recettori per i neurotrasmettitori,

canali ionici, proteine del citoscheletro e diversi enzimi (Sorra e Harris, 2000).

Plasticita delle spine dendritiche

Eterogenee per forma e dimensioni, le spine dendritiche non sono elementi statici, ma nel
cervello adulto la loro morfologia cambia continuamente in funzione dell’attivita neuronale,
dell’esperienza e dell’apprendimento, riflettendo cosi la natura plastica delle connessioni
sinaptiche (Matus 2000; Lendvai et al. 2000; Trachtenberg et al. 2002; Zuo et al. 2005;
Holtmaat et al. 2005). La capacita di crescita e modellamento delle connessioni € tipica dello
sviluppo ma persiste anche nell’adulto (Gilbert e Wiesel, 1992), e viene definita plasticita
neuronale.

Gli studi che hanno esaminato gli effetti dell’esperienza sensoriale sulla plasticita sinaptica
hanno mostrato cambiamenti sia nel numero che nella morfologia delle spine dendritiche; ratti
stabulati in un ambiente arricchito hanno mostrato un aumento nel numero, nella dimensione e
nella densita delle spine dendritiche (Diamond et al. 1975; Leggio et al. 2005). Al contrario una
riduzione delle esperienze sensoriali mediata da un allevamento al buio riduce la densita delle
spine nella corteccia visiva, effetto parzialmente revertito dalla successiva esposizione alla luce
(Wallace e Bear, 2004). Un altro studio (Geinisman et al. 2000) ha mostrato che
I’apprendimento ¢ in grado di modificare la forma delle spine nell’ippocampo.

Le sinapsi ippocampali e corticali subiscono modificazioni strutturali per dimensioni e forma in
seguito a LTP “in vitro” e in seguito all’esperienza “in vivo” (Matsuzaki et al. 2004; Holtmaat et
al. 2006; Harvey et al. 2007); inoltre le spine che si formano possono dar vita a nuove sinapsi

funzionali ed eventualmente rimpiazzare le spine non attive (Engert et al. 1999). La LTP induce
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modificazioni del numero e della morfologia delle spine in regioni importanti per
I’apprendimento, come I’ippocampo e la corteccia. Pare che 1’aumento del numero delle spine
sia dovuto a una nascita di nuove spine dendritiche piuttosto che al formarsi di queste dalla
divisione di spine gia esistenti (Fiala et al., 2002).

Grande importanza per quanto riguarda gli effetti sulle spine dendritiche rivestono anche le
neurotrofine in generale, data la loro azione sulle sinapsi eccitatorie (Poo, 2001; Tyler et al.,
2002 a,b; Vicario-Abejon et al., 2002); in modo particolare il BDNF & un importante candidato
nel mediare i cambiamenti attivita dipendenti delle spine dendritiche nel sistema nervoso
centrale.

Una struttura anomala delle spine & spesso associata a vari disturbi neurologici, come la
sindrome dell’X fragile, la sindorme di Down o di Rett (Kaufmann et al. 2000).

Gli ormoni sessuali sono in grado di alterare la densita delle spine dendritiche; le femmine di
ratto infatti mostrano un maggior numero di spine rispetto ai maschi nella regione CAl
dell’ippocampo; inoltre la densita delle spine cambia anche nelle varie fasi del ciclo estrale
(Mong et al. 2001; Shors et al. 2001; Woolley et al. 1992; Yankova et al. 2001). La densita delle
spine dendritiche risulta essere aumentata nell’ippocampo di ratti maschi in seguito a un evento
stressante acuto, ma ¢ ridotta nell’ippocampo di ratti femmina (Shors et al. 2001).

Di notevole interesse ¢ anche I’influenza che la maternita e gli ormoni della gravidanza hanno
per quanto riguarda la plasticita neuronale. E’ stato dimostrato che la gravidanza e gli ormoni
che in questa fase vengono prodotti stimolano la proliferazione delle spine dendritiche nella
regione CAl dell’ippocampo femminile. Inoltre quest’incremento nel numero delle spine
dendritiche sembra mantenersi stabile anche nel cervello delle femmine che sono nel periodo
dell’allattamento, il cui profilo ormonale ¢ differente se paragonato a quello di femmine nelle
fasi terminali della gravidanza. Stabilito 1’importante ruolo che I’ippocampo ha sulla memoria e
sull’apprendimento, e 1’influenza che le spine dendritiche hanno per quanto riguarda la

regolazione molecolare del fenomeno dell’allattamento, gli studi ottenuti suggeriscono un

55



Introduzione

miglioramento nel caratteristico comportamento che viene attuato dalle femmine durante la
maternita. Sembra quindi che vengano migliorati i processi di apprendimento e memoria, in
modo particolare la memoria spaziale (Kinsley et al., 1999; Lambert et al., 2005; Tomizawa et
al., 2003), e un miglioramento si nota anche per quanto riguarda la reattivita all’ambiente
(Wartella et al., 2003); tutto questo avrebbe una notevole importanza nel contesto in cui la madre

sviluppa tutta una serie di comportamenti specifici mirati alla cura e alla protezione della prole.
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Le funzioni delle spine dendritiche

Le spine dendritiche probabilmente si sono evolute per sostenere il vasto numero di sinapsi che
si trovano nei singoli neuroni. | Platelminti (Planaria) sono i piu semplici organismi che
possiedono simmetria bilaterale e un cervello primitivo. Diversi tipi di neuroni di Planaria
possiedono spine dendritiche. Anche i neuroni di altri invertebrati mostrano delle strutture simili
alle spine dendritiche. Per questo motivo e presumibile che le spine apparvero molto prima dello
sviluppo del cervello dei mammiferi (Reuter e Gustafsson, 1995; Sarnat e Netsky, 1985; Keenan
et al., 1981). Le spine dendritiche consentono ai dendriti di aumentare la loro superficie di
contatto con I’assone; in pratica, esse consentono 1’incremento della densita sinaptica.

Nel sistema nervoso centrale la maggior parte degli input eccitatori glutamatergici sono ricevuti
dalle spine dendritiche dei neuroni postsinaptici. Le spine dendritiche ippocampali differiscono
dalle spine presenti in altre aree del cervello (Groves et al., 1994; de Zeeuw et al., 1990; Gerfen,
1988; Spacek e Hartmann, 1983) e raramente presentano sinapsi inibitorie o modulatorie
peptidergiche (Trommald e Hulleberg, 1997; Harris e Stevens, 1989). Le sinapsi modulatorie,
infatti, tendono ad essere localizzate sui vicini alberi dendritici o sul soma dei neuroni
dell’ippocampo.

Molti modelli biofisici suggeriscono che il collo delle spine dendritiche possa rallentare il
trasferimento di cariche dalla sinapsi al dendrite genitore (Segev e Rall, 1988, 1998). Quindi vi €
un potenziale piu grande sul dorso della testa per un periodo transitorio dopo 1’attivazione
sinaptica che facilita ’apertura dei canali voltaggio-dipendenti. La maggior parte delle spine non
sono lunghe e sottili abbastanza per impedire totalmente il trasferimento delle cariche dalla
sinapsi al dendrite madre. Per questo motivo alcuni studiosi pensano che la funzione primaria
delle spine dendritiche sia quella di fornire un micro compartimento in cui far avvenire alcune
reazioni chimiche postsinaptiche, come per esempio quelle che richiedono un’elevata

concentrazione di calcio (Svoboda et al., 1996; Harris e Stevens, 1989).
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Esperimenti di imaging hanno dimostrato che le spine dendritiche compartimentalizzano il calcio
in modo tale che le variazioni intracellulari della sua concentrazione non si diffondano da una
sinapsi attiva alle vicine sinapsi inattive. La forma e le dimensioni delle spine contribuiscono alle
differenze della cinetica del calcio, le quali poi si traducono in diversi eventi di segnalazione
sinaptica. Tali variazioni nella concentrazione del calcio localizzate nelle spine dendritiche sono
il risultato del flusso ionico attraverso canali voltaggio-dipendenti o ligando-dipendenti (per
esempio recettori NMDA) o del rilascio di calcio dai depositi intracellulari (SER). A seconda
della fonte da cui deriva il calcio o del cambiamento di concentrazione dello stesso vengono
evocati diversi meccanismi di segnalazione. Prove recenti suggeriscono che una concentrazione
elevata di calcio e sufficiente a modificare la lunghezza delle spine.

Le spine possono agire come compartimenti chimici semiautonomi poiché sono separate
dall’albero del dendrite attraverso un “collo” che spesso ¢ molto sottile. La geometria del collo
delle spine puo controllare la cinetica e la grandezza della risposta postsinaptica del calcio.
Un'‘altra caratteristica utile delle spine é che il volume delle loro testa & abbastanza ridotto da
permettere cambiamenti notevoli nei livelli di calcio intraspinali in risposta all’apertura di un
piccolo numero di recettori o canali (Sorra e Harris, 2000).

Tuttavia il significato funzionale della plasticita delle spine non é ancora del tutto chiaro.

Arborizzazione dendritica

I neuroni svolgono un ruolo vitale nel sistema nervoso centrale e periferico, compresa
I'integrazione, la produzione e la trasmissione di segnali elettrochimici, e la creazione di
connettivita di rete plastica. Dallo sviluppo prenatale fino all'eta adulta, queste

funzioni sono determinate da molti fattori interagenti, come I’espressione di diversi geni,

58



Introduzione

dinamiche molecolare intracellulari, e il tipo e la distribuzione di canali ionici (Scorcioni R. et
al., 2008; Uylings et al., 2002).

I neuroni mostrano strutture di ramificazione allungate derivanti dai loro corpi cellulari. Questi
alberi, chiamati assoni e dendriti, rispettivamente inviano e ricevono segnali da e verso altri
neuroni. Assoni e dendriti differiscono per dimensioni e forma, sia tra loro e all'interno delle
diverse classi di cellule. Data la complessita e la variabilita della morfologia neuronale, i metodi

computerizzati sono tipicamente impiegato per eseguire analisi complete e quantitative.

Forma e dimensione dei neuroni

Distinti gli aspetti funzionali del neurone, le dimensioni interne sono definite dal numero totale
di rami terminali (il "grado" dell’albero) o da altre caratteristiche morfometriche, inclusi
lunghezza totale, I'area superficiale e volume interno (Ascoli GA, et al., 2008).

L'estensione spaziale del neurone puo anche essere descritto in termini della distanza raggiunta
dal soma o per l'altezza, larghezza, e profondita di un box contenente l'intera arborizzazione. La
lunghezza maggiore corrisponde spesso ad una maggiore area di spazio invaso, e quindi un
maggiore potenziale di connettivita.

Per gli assoni puo verificarsi un aumento di divergenza (un segnale inviato a molte cellule).
Cablaggio totale viene minimizzato aumentando lunghezza di assoni e dendriti (Chklovskii DB.
2000) quando la divergenza € maggiore della convergenza (piu presinaptici rispetto ai neuroni
postsinaptici). Quando la convergenza é maggiore della divergenza, i dendriti sono relativamente
di maggiore lunghezza. Queste previsioni sono state confermate nella retina, cervelletto, bulbo
olfattivo e neuroni corticali.

La superficie di membrana é correlata con il numero di sinapsi in dendriti e assoni terminali (Liu

G. 2004; Pierce JP, Milner TA. 2001).
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La velocita di propagazione del segnale cresce linearmente con il diametro, tuttavia il costo
metabolico anche cresce a causa del rapporto quadrato tra diametro e sezione (Wang SS, et al.,
2008). All'interno dei grandi costi metabolici del cervello, la trasmissione sinaptica e la
generazione degli spike sono particolarmente ad alta intensita di energia a causa dell'elevata ATP
richiesta dalle pompe ioniche (Laughlin SB. et al., 1998). 1l numero totale di rami (definito come
la regione tra due biforcazioni o tra una biforcazione ed una terminazione) e un‘altra misura
assoluta delle dimensioni dell’albero e varia ampiamente tra i tipi di cellule. Rami singoli
possono operare singolarmente per 1’elaborazione separata di gruppi specifici di input sinapticCi
(Losonczy A, Makara JK, Magee JC 2008). Le biforcazioni servono anche come nodi di
integrazione, incrementando la potenza dendritica (Mel BW. 1994).

Ogni percorso allinterno di un albero, dal soma alla terminazione, ha il suo
proprio numero totale di rami, la lunghezza, la superficie e il volume. Per qualsiasi metrica
dimensione, la portata massima tra tutti i percorsi in un albero & anche funzionalmente rilevante.
’ordine dei rami, definito come il numero di biforcazioni dal corpo cellulare, influenza anche i
segnali. Modelli di calcolo e gli esperimenti elettrofisiologici hanno dimostrato che i punti di
diramazione sono soggetti ad una interruzione della propagazione del segnale attivo. Queste
interruzioni sono a causa di una mancata corrispondenza tra i rami. Una maggiore densita di
biforcazioni quindi puod avere un impatto significativo sulla propagazione passiva e attiva del
segnale sia verso o lontano dal soma. Tutte le proprieta morfologiche suddette maturano
attraverso varie fasi di sviluppo. Inizialmente, i neuroni sono piccoli, e rami mediocri si
estendono dal corpo cellulare. Dopo piu fasi di retrazione e I'allungamento, uno dei rami si
differenzia rapidamente per allungamento e adotta caratteristiche assonali (Dotti CG. et al.,
1988). Il resto dei germogli eventualmente assume proprieta dendritiche, di spine, piccole
sporgenze con sinapsi eccitatorie con gli assoni (Scott E, et al., 2001). Gli assoni e dendriti
inoltre sviluppano proprieta biofisiche distinte, tra cui le distribuzioni di canale e il citoscheletro

(Fukata Y, Kimura T, Kaibuchi K. 2002;). I rami di allungamento e le arborizzazioni formano
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sinapsi con altri processi cellulari, creando una rete neuronale. La connettivita di rete deve essere
rimodulata attraverso la retrazione delle sinapsi sottoutilizzate, e la stabilizzazione di quelle
funzionanti (Luo L, O’Leary DD. 2005). Questa plasticita e guidata da fattori dinamici, e da una
intensa attivita che puo influenzare i neuroni durante lo sviluppo e in modi diversi a seconda
dell'eta e del tipo di cellule (McAllister AK. 2000). I meccanismi di crescita dendritica sono
sensibili agli stimoli ambientali, producendo grandi ramificazioni negli esseri che vivono in un
ambiente arricchito (Fiala BA et al., 1978; Nilsson M. et al., 1999) e piccole ramificazioni in
risposta ad ambienti stressanti (Magari'nos AM. et al., 1996, Bremner JD. et al., 1997). Il
citoscheletro e la struttura che sta alla base della forma e delle caratteristiche fisiche di dendriti e
assoni. Il citoscheletro fornisce e mantiene le proprieta strutturali degli alberi neuronali,
mediando il trasporto intracellulare, e il diametro del ramo, l'allungamento, e le biforcazioni
(Bhaskar L. et al., 2007; Hillman DE. et al., 1988; Dent EW. et al., 2003).

La struttura del citoscheletro e formata dai filamenti di actina, microtubuli, e dai filamenti
intermedi. Nei dendriti, 1’actina é in gran parte posizionata vicino alla superficie del ramo, dove
puo generare alta densita di spine, formare i filopodi e guidare la direzione e la forma generale
delle spine (Fischer M. et al., 1998). | microtubuli compongono gran parte della base del ramo e
agiscono come un osso scheletrico mantenendo la forma dell’albero neuronale. 1 microtubuli
danno la giusta polarita che determina la direzione di trasporto ed e una risorsa importante per il
fattore di differenziazione tra assoni e dendriti. | microtubuli assonali trasportano solo
distalmente, mentre i microtubuli dendritici in entrambe le direzioni (Baas PW. et al.,1988).

Il percorso principale di un albero neuronale puo essere definito come il percorso dal
soma Verso una terminazione sinaptica, mentre molti meccanismi biofisici come i messaggeri
chimici e componenti metabolici determinano i tipi di cellule di tutto il corpo, anche la
caratterizzazione neuronale sarebbe incompleta senza considerare la sua completa morfologia.

E' inoltre un evento dinamico nella propagazione del segnale, lI'integrazione, e la connettivita.
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Le misure morfometriche sommate tra gli alberi possono caratterizzare gli aspetti fondamentali
di diversi tipi di cellule. Tutte queste proprieta sono mediate dalla funzione dell'ambiente e
dall'efficienza metabolica. Crescita e modelli funzionali, unitamente alle proprieta morfologiche,
hanno la capacita di isolare i singoli elementi e aumentare la comprensione delle loro relazioni
I'uno all'altro (Kerry M. et al., 2008).

Lo sviluppo delle ramificazioni dendritiche e la loro stabilizzazione sono indotti dagli stimoli
sinaptici pervenuti al neurone e 1’attivita sinaptica che regola lo sviluppo e la stabilita dell’albero
dendritico si modifica con la maturazione delle sinapsi e dei neuroni. | dendriti sono i siti primari
di connessione sinaptica e sono anche il luogo in cui gli ingressi sinaptici sono integrati prima
dell’inizio del potenziale d’azione. Questa attivita che rimodella le strutture sinaptiche avviene
durante lo sviluppo del cervello (Feller MB, 1999), attivita necessaria per la creazione di
collegamenti tra cervello e le altre regioni (Katz LC. et al., 1996). L’attivita rimodellativa e
importante anche durante gli eventi iniziali di formazione degli alberi dendritici che possono
essere paragonati ad eventi che regolano la stabilizzazione degli alberi in neuroni maturi.
Neuroni differenziati di recente tipicamente estendono un assone prima, e poi, dopo un ritardo di
diverse ore, iniziera ad elaborare la ramificazione dendritica. Nel corso dei giorni successivi, il
moncone dendritico cresce rapidamente. Dopo diversi giorni di rapida crescita, la crescita della
ramificazione dendritica rallenta di circa la meta rispetto a quanto osservato nei neuroni
neoformati (Wu G-Y. et al., 1999).

Perché le ramificazioni dendritiche in sviluppo aggiungono e ritraggono i loro rami? Si potrebbe
pensare che il modo piu ‘efficiente’ di crescere di una ramificazione é aggiungere rami e tenerli.
| dati indicano, tuttavia, che le ramificazioni in rapida crescita sono estremamente dinamiche, e
che le ramificazioni diminuiscono la loro dinamicita quando smettono di crescere. Una
possibilita € che i rami ‘testano’ I'ambiente per la formazione di sinapsi ottimali.
Successivamente, quando la ramificazione e formata, [D’attivita sinaptica ha un ruolo

drammaticamente diverso nella stabilizzazione della struttura degli alberi dendritici. Un’idea €
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che questa attivita regola sia le integrazioni del ramo che le ritrattazioni. Le integrazioni dei
rami dendritici possono essere aumentate a causa del rilascio spontaneo di glutammato dai rami
degli assoni. Appena aggiunti i rami dendritici testano I’ambiente locale per la formazione di
sinapsi e sono mantenuti se formano sinapsi stabili. La seconda idea e che le sinapsi buone
potrebbero promuovere ulteriormente 1’elaborazione dell’arborizzazione. Ma anche i meccanismi
che rallentano o inibiscono la formazione dell’albero dendritico sono ugualmente importanti
durante lo sviluppo del cervello. Malattie caratterizzate dalla formazione di grandi alberi
dendritici inducono un grave ritardo mentale (Kaufmann WE. et al., 2000; Purpura DP, 1975).
Questi meccanismi possono incidere su due proprieta fondamentali delle ramificazioni
dendritiche: l'area di copertura, o 'campo recettivo', e il grado di ramificazione all'interno
dell’albero. | meccanismi che limitano o migliorano la complessita dendritica sono suscettibili
ad influenzare sia le proprieta integrative che il firing del neurone. Per esempio, neuroni
densamente ramificati, come i neuroni stellati, hanno differenti proprieta integrative e firing da
quelli di neuroni con piu ramificazioni dendritiche diffusamente ramificati (Mainen ZF, et al.,
1996). Una ramificazione dendritica piu folta puo ricevere input convergenti maggiori di neuroni
meno ramificati. Pertanto, meccanismi che influenzano la densita del ramo potrebbero

influenzare il grado in cui ingressi afferenti distinti influenzano il neurone postsinaptico.
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Animali

Per gli esperimenti ho utilizzato femmine di ratti Sprague-Dowley CD (Charles Rivers, Como),
con peso corporeo di circa 180-200 grammi, e ratti maschi del ceppo Sprague-Dowley CD
(Charles Rivers) del peso corporeo di circa 250-300 gr, mantenuti con un ciclo luce-buio di 12
ore, a temperatura (23£2°C) e umidita (65%) costanti, con la disponibilita ad libitum di acqua e
cibo.

Per I’accoppiamento un ratto maschio e una femmina sono stati stabulati nella stessa gabbia per
un giorno; 1’accoppiamento ¢ stato verificato la mattina seguente in base alla presenza del tappo
spermatico nella gabbia. Questo giorno é stato considerato il giorno 0 di gravidanza.

Dopo I’accoppiamento, le femmine sono state separate dai maschi e sono state stabulate in
gruppi di 4-5 per gabbia fino al giorno prima del parto, poi sono state stabulate in gabbie singole
con i loro piccoli fino al giorno dello svezzamento. Durante il periodo post-partum un gruppo di
mamme sono state sottoposte al protocollo di separazione materna. Infine, sono state sacrificate
21 giorni dopo il parto, nel momento in cui sono stati svezzati i piccoli, mentre un gruppo di
piccoli é stato sottoposto ad isolamento sociale e un secondo gruppo stabulato in condizioni

standard fino al loro utilizzo.

Protocollo per la Separazione Materna
Per valutare gli effetti dello stress indotto dalla separazione materna, a partire dal 3° al 15°
giorno dopo il parto i piccoli sono stati allontanati ogni giorno dalla loro mamma. Sono stati

utilizzati due diversi protocolli di separazione materna:

breve durata, in cui ogni giorno i piccoli sono stati allontanati dalla loro mamma per 15 minuti

dalle ore 9:00 alle ore 9:15;

lunga durata, in cui ogni giorno i piccoli sono stati allontanati dalla loro mamma per 3 ore al

giorno, dalle ore 9:00 alle ore 12:00.
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| piccoli, appartenenti ad entrambi i gruppi, durante l'allontanamento sono stati posti in una
nuova gabbia e trasferiti in una nuova stanza a 25°C, in modo da non comunicare con la propria
mamma attraverso le vocalizzazioni. | piccoli appartenenti al gruppo di controllo non sono mai

stati allontanati dalla loro mamma, ma ogni giorno alle ore 9:00 sono stati manipolati.

Protocollo Isolamento sociale

Il giorno dello svezzamento (giorno 21° dopo la nascita), i ratti di controllo e quelli sottoposti

alla separazione materna breve e lunga sono stati suddivisi in 3 gruppi:
a) controllo: stabulati in gruppi in 5 per gabbia, per tutta la durata dell'esperimento (60 giorni);
b) ratti isolati: ratti allevati in gabbie singole per 60 giorni;

c) ratti isolati e riuniti in gruppo: ratti stabulati singolarmente in una gabbia per 30 giorni e poi

reinseriti in gabbia in gruppo di 5 ratti per altri 30 giorni.

Durante I'isolamento i ratti sono stabulati nelle gabbie singole ma in un'unica stanza. Al termine

dei 60 giorni i ratti appartenenti a tutti e 3 i gruppi sperimentali sono stati divisi in altri 3 gruppi:

un gruppo sacrificato e il cervello prelevato per lo studio delle spine dendritiche e
dell’arborizzazione dendritica;

un gruppo trattato con BrdU, sacrificato 24 ore dopo I’iniezione e utilizzato per lo studio della
proliferazione cellulare;

un terzo gruppo € stato trattato con BrdU e sacrificato dopo 10 giorni per lo studio della

neurogenesi.

Gr 8 settimane

| Separazione Materna | ISO 8 settimane

| 3 15 750
0 21 ¥ Sery,
Nascita Svezzamento hzf?;zé, G¥ 4 settimane
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Trattamento con BrdU

La BrdU (200 mg/kg, Sigma) e stata sciolta in soluzione fisiologica e iniettata in peritoneo una
sola volta nei ratti sacrificati dopo 24 ore mentre per quattro giorni consecutivi nei ratti
sacrificati dopo 10 giorni, in modo da poter marcare tutte le cellule in neurogenesi nelle varie

fasi del ciclo cellulare.

Immunoistochimica

Preparazione del tessuto

Prima di essere sacrificati, i ratti sono stati anestetizzati profondamente con equithesin (3 ml/Kg,
costituito da una miscela di 1g di pentobarbital sodico, 4.251g di cloralio idrato, 2.125g MgSOa,
12 ml EtOH, 43.6 ml di glicole e acqua distillata fino ad arrivare ad un volume di 100 ml). |
tessuti sono stati quindi fissati con paraformaldeide al 4% (w/v) disciolta in tampone fosfato
0,1M (costituito da NaH2PO4 e Na2HPOs, pH 7,4) tramite perfusione intracardiaca inizialmente
con tampone fosfato (circa 100 ml) per eliminare il sangue dai tessuti. Dopo aver perfuso il
tampone fosfato, senza interrompere mai il flusso, € stata iniettata la paraformaldeide (circa 250
ml). Infine ¢ stato prelevato il cervello dell’animale e questo ¢ stato postfissato immergendolo
per 24 ore a 4°C in paraformaldeide. Successivamente il tessuto é stato immerso per una notte in
una soluzione di tampone saccarosio al 20%, quindi € stato conservato in tampone fosfato e
saccarosio al 30% sino al giorno del taglio. Questo passaggio ha permesso 1’eliminazione della
paraformaldeide in eccesso ed inoltre ha protetto il tessuto dalla formazione di ghiaccio durante

la conservazione delle fettine a -20°C.

Il cervello ¢ stato poi tagliato mediante un vibratomo. Sono state tagliate fette sagittali di 50 pm
di spessore, che sono state deposte singolarmente nei pozzetti di una piastra multiwells
contenente liquido anticongelante, conservate in freezer fino al giorno dell'esperimento di

immunoistochimica.
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Studio della proliferazione cellulare con BrdU

Il giorno dell’esperimento le fettine sono state lavate con tampone PBS 1X (10 mM di
Na2HPO4, 140mM di NaCl, 2 mM KH2P0O4 3 mM KCI) e poi con tampone PBS 1X piu Triton
X-100 allo 0.3 % (PBS-T). Il Triton X-100 é un detergente non ionico che forma dei complessi
con le molecole di colesterolo presenti nelle membrane cellulari inducendo la formazione di
micropori che permettono I'ingresso delle molecole di anticorpo all'interno delle cellule. Questo
trattamento e necessario perché gli anticorpi sono molecole di grandi dimensioni che non
attraversano facilmente le membrane cellulari. 1l Triton permette quindi di permeabilizzare le
membrane ma non interagisce con le reazioni antigene-anticorpo. Successivamente sono state
incubate con PBS + 5% di sieroalbumina bovina per 1 ora, in modo da bloccare i siti
immunoreattivi non specifici. Infatti, gli anticorpi interagiscono spesso in maniera idrofobica ed
elettrostatica con altri composti presenti nelle cellule e la soluzione migliore per evitare la
formazione di questi legami aspecifici é trattare i tessuti con un soluzione proteica inerte (siero)
prima di applicare Il'anticorpo primario. Le proteine presenti nel siero interagiscono con le
proteine cellulari che potrebbero competere con gli anticorpi per i siti di legame idrofobici
presenti nelle cellule. Le fettine sono state quindi incubate tutta la notte con I’anticorpo primario
specifico per BrdU (Millipore) alla concentrazione 1:500. Questo anticorpo non necessita della
denaturazione del DNA. Trascorso questo tempo le fettine sono state lavate per 3 volte con
tampone PBS-T in modo da eliminare la soluzione di anticorpo primario in eccesso. Le fettine
sono state quindi incubate per 2 ore a temperatura ambiente con 1’anticorpo secondario specifico
(Ab Il goat anti-mouse) concentrato 1:100, coniugato con il fluorocromo FITC. Per poter
localizzare nel giro dentato dell’ippocampo le cellule marcate con BrdU, tutti i neuroni sono stati
marcati con il colorante Hoechst 33342. Pertanto le fettine sono stare incubate per 30 minuti con

una soluzione di 3 ng/ml di Hoechst 33342 preparata in PBS-T. Questo composto si lega alla
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timidina ed adenina del DNA, per cui € in grado di marcare i nuclei di tutte le cellule; inoltre e
un composto fluorescente, e pud essere visualizzato con un microscopio a fluorescenza. Al
termine dell’incubazione, le fettine sono state lavate con tampone PBS 1X, distese nel vetrino e

il coprioggetto e stato montato con gelatina-glicerolo.

Studio della proliferazione cellulare con Ki-67

Il giorno dell’esperimento le fettine sono state lavate con tampone PBS 1X (10 mM di
Na2HPO4, 140mM di NaCl, 2 mM KH2P0O4 3 mM KCI) e poi con tampone PBS 1X piu Triton
X-100 allo 0.3 % (PBS-T). Successivamente sono state incubate con PBS + 5% di sieroalbumina
bovina per 1 ora, in modo da bloccare i siti immunoreattivi non specifici. Le fettine sono state
quindi incubate tutta la notte con I’anticorpo primario specifico per Ki-67 (Millipore) alla
concentrazione 1:200. Trascorso questo tempo le fettine sono state lavate per 3 volte con
tampone PBS-T in modo da eliminare la soluzione di anticorpo primario in eccesso. Le fettine
sono state quindi incubate per 2 ore a temperatura ambiente con 1’anticorpo secondario specifico
(Ab Il goat anti-rabbit) concentrato 1:1000 coniugato con il fluorocromo DyLight594. Infine le
fettine sono stare incubate per 30 minuti con una soluzione di 3 ng/ml di Hoechst 33342
preparata in PBS-T.

Al termine dell’incubazione, le fettine sono state lavate con tampone PBS 1X, distese nel vetrino

e il coprioggetto é stato montato con gelatina-glicerolo.
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Studio della neurogenesi

Le fettine sono state prelevate dal liquido anticongelante, trasferite in tampone PBS 1X (10 mM
di Na2HPO4, 140mM di NaCl, 2 mM KH2PO4 3 mM KCI) e sono stati eseguiti due lavaggi da
10 minuti ciascuno. In seguito ai lavaggi é stato applicato il trattamento per la denaturazione,
necessario per la penetrazione dell'anticorpo primario che marca la BrdU integrata nel DNA. Le
fettine sono state incubate in acido citrico 0.1 M per 5 minuti a 90 gradi centigradi. Terminati i 5
minuti le fettine sono state sottoposte a 3 lavaggi da 5 minuti in PBS 1X e poi sono state incubate
con tripsina 0.05% in TBS (tris buffer) e CaCl allo 0,1% per 10 minuti. Esequiti altri tre lavaggi,
le fettine sono state incubate in HCI 2N per 60 minuti a 37 gradi centigradi per la denaturazione
del DNA. Terminato questo trattamento, per neutralizzare I'acido cloridrico i tessuti sono stati
immersi per 10 minuti in tampone borato 0.1 M, pH 8.5 per due volte.

Successivamente, le fettine sono state incubate per un‘ora in siero di pollo al 3% preparato in
PBS-T (10 mM di Na2HPO4, 140mM di NaCl, 2 mM KH2P0O4 3 mM KCI + Triton X-100
0.1%) allo 0.3 %. Terminato il blocking, senza l'interposizione di lavaggi in quanto questi
determinerebbero la rimozione del siero, le fettine sono state trattate con l'anticorpo primario. In
guesta marcatura sono stati utilizzati due anticorpi primari: uno che si lega alla BrdU (anticorpo
di ratto monoclonale diluito 1:200) e I'altro che invece si lega alla DCX (anticorpo policlonale
preparato in capra, diluizione 1:250). Gli anticorpi sono stati preparati in PBS-T 0.3 %, € i tessuti
vengono incubati in camera fredda per una notte.

Il giorno successivo i tessuti sono stati sottoposti a 3 lavaggi da 5 minuti in PBS-T per lavare
I'eccesso di anticorpo e poi sono stati incubati per due ore con gli anticorpi secondari preparati in
PBS-T 0.3 %. Gli anticorpi utilizzati sono due: un anticorpo preparato in pollo specifico per le
immunoglobuline di ratto e coniugato al FITC (diluizione 1:200) e un anticorpo preparato in

asino specifico per le immunoglobuline di capra coniugato con Alexa594 (diluizione 1:1000).
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Al termine dell'incubazione con I'anticorpo secondario le fettine sono state lavate con tampone
PBS-T, distese nel vetrino portaoggetto e montato il vetrino coprioggetto con una goccia di

gelatina-glicerolo.

Analisi delle immagini al microscopio confocale e conta delle cellule marcate

Le fettine sono state visualizzate al microscopio confocale (Leica TCS SP5X AOBS). Le
immagini acquisite sono state analizzate mediante un programma per 1’analisi delle immagini
(Leica Application Suite).

Tutte le immagini sono state acquisite con un obiettivo 40X (NA=1.3).

Per la marcatura con Brdu: le cellule in proliferazione marcate con Brdu sono state visualizzate
in verde, in quanto il fluorocromo FITC viene eccitato alla lunghezza d’onda di 495nm ed emette
in 519nm con ’ausilio del laser Argon.

Tutti 1 neuroni della fettina invece sono stati visualizzati in blu, in quanto I’Hoechst 33342 viene
eccitato a 360nm ed emette in misura ottimale a 470nm.

Per la marcatura con Ki-67: le cellule di nuova formazione marcate con KI-67 sono state
visualizzate in rosso, in quanto il fluorocromo Dy-light594 viene eccitato alla lunghezza d’onda
di 594nm e presenta un emissione massima a 618nm.

Tutti 1 neuroni della fettina invece sono stati visualizzati in blu, in quanto 1’Hoechst 33342 viene
eccitato a 360nm ed emette in misura ottimale a 470nm.

Le immagini acquisite separatamente per ciascuno dei due fluorocromi sono state poi
sovrapposte, in modo da poter localizzare le cellule in proliferazione esclusivamente in
corrispondenza dello strato subgranulare del giro dentato dell’ippocampo, scartando tutte quelle

che eventualmente si trovano nel resto della fettina.
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Per la marcatura Brdu/DCX: Le cellule di nuova formazione sono state visualizzate in verde, in
quanto il fluorocromo FITC associato al complesso della BrdU viene eccitato alla lunghezza
d’onda di 488nm e presenta un'emissione massima a 520nm.

Le cellule positive per la DCX sono state visualizzate in rosso, in quanto il fluorocromo
Alexa594 viene eccitato alla lunghezza d'onda di 594nm e presenta un'emissione massima a
618nm.

La doppia marcatura mi permette di visualizzare nello specifico le cellule in neurogenesi che
sono quelle positive per Brdu + DCX. L’acquisizione delle immagini ¢ stata effettuata in maniera
sequenziale per ciascun fluorocromo. La successiva sovrapposizione delle immagini mi permette
di poter valutare la colocalizzazione dei due fluorocromi.

Per la conta delle cellule marcate e stato utilizzato il principio di Cavalieri: il tessuto € stato
tagliato interamente ma e stata processata solo una fetta ogni 10; nelle immagini acquisite € stato
contornato il giro dentato in modo da definire 1’area che, riferita allo spessore della porzione
analizzata (50 um), ha permesso di calcolarne il volume; infine sono state contate tutte le cellule
marcate per le diverse proteine nelle fette di tessuto analizzate. Il numero totale di cellule in
neurogenesi presenti all’interno dell’intero tessuto € stato quindi ottenuto attraverso la seguente
equazione:

N = 1/ssf x 1/asf x 1/hsf x £C

in cui:

ssf (section sampling fraction) rappresenta la frazione delle fettine di tessuto analizzate;

asf (area sampling fraction) rappresenta ’area della sezione della fettina analizzata;

hsf (height sampling fraction) rappresenta lo spessore della fettina;

>C rappresenta la somma delle cellule marcate contate in tutte le fettine analizzate.
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In questo modo & stato possibile per ogni marcatura ottenere il numero di cellule positive per

mm3 di tessuto.
Analisi statistica

Gli esperimenti sono stati effettuati su almeno 5 animali diversi per gruppo sperimentale.
I dati sono espressi come la media £ SEM e sono stati analizzati mediante 1’analisi della varianza
(ANOVA). La comparazione multipla delle medie ¢ stata fatta utilizzando il test “post hoc”

seguito dallo Scheffe.

Studio dei livelli di espressione della proteina DCX

Le fettine sono state prelevate dal liquido anticongelante e lavate con PBS 1X (2 lavaggi da 10
minuti) (10 mM di Na2HPO4, 140mM di NaCl, 2 mM KH2PO4 3 mM KCI) e poi con tampone
PBS piu Triton X-100 allo 0.3 % (PBS-T); Successivamente le fettine sono state incubate per 30
min a temperatura ambiente con una soluzione di fenil-idrazina 0,1% v/v in PBS- T in modo da
bloccare le perossidasi endogene. Questo passaggio permette di eliminare la formazione di
legami aspecifici dovuti all’uso di anticorpi secondari coniugati alla perossidasi. Le perossidasi
endogene presenti nel tessuto danno luogo ad una colorazione non specifica causata dal legame
substrato-cromogeno usato per la rilevazione dell’immunocomplesso. Infatti, il cromogeno usato
in questo caso non puo distinguere tra 1’enzima che fa parte del sistema sperimentale che
localizza immunologicamente I’antigene cellulare e I’attivitd enzimatica simile presente nel
campione prima della colorazione.

Poiche gli anticorpi spesso interagiscono in maniera idrofobica ed elettrostatica con altri
composti presenti nelle cellule, il modo piu efficace per prevenire questa colorazione aspecifica é
quella di esporre il campione ad una soluzione proteica inerte prima di applicare I’anticorpo
primario. Queste proteine inerti “bloccano” le proteine cellulari che possono competere con le

immunoglobuline degli anticorpi per i siti di legame idrofobici presenti nelle cellule.
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La soluzione bloccante da me usata ¢ il siero dell’animale della stessa specie in cui € stato
prodotto ’anticorpo secondario. In queste condizioni 1’anticorpo primario non forma legami
aspecifici per le proteine cellulari, e 1’anticorpo secondario non puo fissarsi all’immunoglobulina
della stessa specie animale. Per questa ragione le fette sono state incubate per almeno 1h a
temperatura ambiente con una soluzione al 5% di siero d’asino preparato in tampone PBS-T.
Successivamente, le fettine vengono incubate con I’anticorpo primario per la DCX per 1 giorno a
4°C in agitazione continua in camera fredda, (anticorpo policlonale preparato in capra, diluizione
1:250).

Al termine dell’incubazione con I’anticorpo primario sono stati effettuati 3 lavaggi da 5 minuti
ciascuno con il tampone PBS-T per eliminare I’anticorpo in eccesso non legato alle fettine.

Le fettine dopo essere state lavate dall’eccesso di anticorpo primario sono state incubate per 2
ore a temperatura ambiente con 1’anticorpo secondario biotinilato specifico anti-capra, diluito
1:300 in tampone PBS-T.

Dato che le proteine da me studiate sono presenti nel tessuto in piccole quantita, per amplificare
il segnale ho usato il sistema ABC (Avidin-Biotin-Complex). Le fettine sono state incubate per
30 minuti in una soluzione di streptavidina e biotina coniugata con la perossidasi in PBS-T. La
streptavidina puo legare diverse molecole di biotina, per cui durante 1’incubazione si forma un
grosso complesso formato da tante molecole di biotina, legate alle molecole di streptavidina, e
coniugate con altrettante molecole di perossidasi. Questo grosso complesso si lega alla biotina
presente nell’anticorpo secondario e permette quindi di amplificare notevolmente il segnale
derivato da ogni singola proteina bersaglio. Inoltre la biotina legata all’anticorpo secondario ¢
ben accessibile alla streptavidina grazie alla presenza di lunghi spacer di molecole di carbonio
che riducono 1 potenziali d’ingombro sterico e facilitano il legame con la streptavidina.

Al termine dei consueti lavaggi in PBS-T le fettine sono state infine incubate con una soluzione
di PBS-T contenente il cromogeno 3,3-diaminobenzidina tetraidrocloruro (DAB). Questo

composto catalizza una reazione tra un appropriato substrato donatore di elettroni (I’enzima
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perossidasi) che si ossida formando un prodotto finale di reazione costituito da una molecola
colorata ed il perossido di idrogeno (H,0,) che sara ridotto ad H,O. Il DAB produce un
precipitato marrone resistente all’acqua e all’alcol, per questo motivo le fettine colorate con il
DAB possono essere disidratate, montate con i metodi convenzionali e conservate per lungo
tempo. Il DAB é stato preparato alla concentrazione di 0,05 % in tampone PBS-T, contenente
0,01% (v/v) di H,0; e 0,03% (w/v) di Nichel ammonio solfato (che accentua la colorazione).

Le fettine sono state incubate con il DAB per circa 6-10 min e successivamente lavate con PBS,
montate su vetrini precedentemente gelatinati (gelatina 2% w/v) e lasciati asciugare.

Il mattino successivo sono state disidratate nella scala ascendente degli alcooli (alcool etilico
70%; 80%; 95%; assoluto) e chiarificate con Xilene. Infine & stato montato un vetrino
coprioggetto con il montante a base di solventi organici (EUKITT).

Sono state preparate sezioni di controllo mettendo solo 1’anticorpo primario, solo 1’anticorpo
secondario, solo ABC o niente. In tutti questi casi le fettine sono apparse prive o quasi di

colorazione.

Analisi delle immagini

Le fettine sono state osservate in campo chiaro al microscopio (BX-41, Olympus, Hamburg,
Germany) e le immagini sono state acquisite per mezzo di una telecamera ad alta risoluzione
collegata al computer.

Le immagini rappresentative sono state acquisite con un obbiettivo UPlan 2X (apertura numerica
0,05). Le fettine sono state analizzate e determinati i livelli di espressione della DCX mediante il
software AnalySIS 3.2 (Soft Imaging System, Miinster, Germany).

Sono state esaminate le fette in cui I’ippocampo appare piu sviluppato, in base alle coordinate
indicate nell’atlante Paxinos and Watson (1986).

L’analisi semiquantitativa delle immagini é stata fatta sulle immagini acquisite in bianco e nero a
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8 bit. L analisi densitometrica fa riferimento ad una scala di grigio in cui al bianco ¢ attribuito il
valore 0 mentre al nero il valore 255. Ogni regione ippocampale oggetto del mio studio é stato
delimitato con il mouse da una linea, andando cosi a circoscrivere un’area (ROI, Region Of
Interest). In questa ROI il software misura I’intensita media dei valori di grigio che a sua volta
rappresenta 1’intensita di marcatura e quindi i livelli di proteine espressi. L’intensita di grigio ¢
infine espressa in unita arbitrarie ed & espressa come percentuale di variazione rispetto al

controllo.

Impregnazione argentica di Golgi

I tessuti utilizzati per 1’analisi della densita delle spine dendritiche sono stati colorati attraverso
la tecnica dell’impregnazione cromoargentica di Golgi modificata da Del Rio Hortega.

Una fetta di cervello fresco appena prelevato dall’animale e tagliato allo spessore di Imm ¢ stata
immersa inizialmente in una soluzione fissativa composta da bicromato di potassio al 10% e
cloralio idrato al 6% disciolti in H,O e miscelata in parti uguali ad una soluzione di
paraformaldeide all’8%. Il tessuto ¢ rimasto immerso in questa soluzione per 4 giorni, € ogni
giorno la soluzione é stata preparata fresca e sostituita. La fissazione € stata effettuata a
temperatura ambiente e al buio, in quanto la soluzione é fotosensibile. Al quinto giorno il
fissativo é stato eliminato, le fette sono state lavate brevemente con acqua distillata, e il tessuto é
stato immerso in piu soluzioni di nitrato d’argento a concentrazioni crescenti: 0.25%, 0.5%,
0.75%, 1% e 1.5%. Il tessuto e rimasto immerso 5 minuti in ogni soluzione, dopo di che é stato
lasciato per 3 giorni nella soluzione all’1.5%, al buio e a temperatura ambiente.

Come risultato e stata ottenuta la precipitazione selettiva di un sale, il cromato d’argento, che ha

colorato di nero il corpo cellulare del neurone e tutti i suoi prolungamenti fino alle diramazioni
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pitu estreme. Caratteristica della reazione €& la sua parzialita, per cui soltanto una bassa
percentuale delle cellule ha assunto la colorazione bruna.

II tessuto ¢ stato quindi ripulito con I’utilizzo di un pennello dai cristalli di cromato d’argento ed
e stato tagliato al vibratomo. Sono state fatte fettine dello spessore di 50 um che sono state
essiccate e disidratate mediante la scala degli alcoli e infine montate con un vetrino coprioggetto
ed Eukitt.

Gli stessi vetrini oltre che per la conta delle spine dendritiche sono stati utilizzati con software
diversi sia per I’analisi morfologica delle stesse spine sia per l’analisi dell’arborizzazione

dendritica.
Analisi e conta delle spine al microscopio

Le fettine sono state analizzate con un microscopio invertito in campo chiaro (Zeiss, Axio
Observer Z.1). Le immagini sono state acquisite con una telecamera ad alta risoluzione (Zeiss
Axiocam MR-m) e sono state analizzate per mezzo del computer e di un software per 1’analisi
delle immagini (Zeiss, AxioVision). Per la conta e I’identificazione delle spine sono state
adottate le seguenti procedure: nell’immagine intera dell’ippocampo sono stati scelti i neuroni
ben separati dagli altri, in cui era possibile seguire i processi che partono dal corpo cellulare che
si trova nello strato granulare del giro dentato dell’ippocampo e che penetrano fino alla porzione
distale dello strato molecolare dell’ippocampo. Il neurone ¢ stato acquisito ad un ingrandimento
di 640X (obiettivo 40X con NA=1.6 ad immersione in olio e 16X ingrandimento della lente
posta all’uscita della telecamera).

Le spine sono state analizzate e contate solo nei bracci di 3° e 4° grado, quindi nei dendriti posti

nella parte piu distale dello strato molecolare [Fig.9].
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Ramificazione dendritica di <
3° e 4° grado

Fig.9
Immagine di una cellula granulare del giro dentato dell’ippocampo colorata con il metodo

dell’impregnazione argentica del Golgi. E’ mostrata in dettaglio la ramificazione di 3° e 4° grado
dell’albero dendritico. L.’immagine ¢ ingrandita 640X (obiettivo 40X NA=1.3; lente posta all’uscita

della telecamera 16X).

L’analisi delle spine dendritiche ¢ stata fatta contando le spine totali che compaiono in un unico
piano focale. Le spine sono state inoltre analizzate con un’acquisizione lungo 1’asse z per
verificare piu in dettaglio se ognuna possedesse almeno una testa nella parte apicale. Sono state
considerate spine tutte le protrusioni dei dendriti che terminano con una piccola testa. Le spine
inizialmente non sono state differenziate in base alla loro forma, ma e stata presa in
considerazione la percentuale di filopodi presenti. I filopodi sono protrusioni lunghe e sottili che
terminano senza testa. Tutte le spine sono state analizzate su porzioni di dendriti lunghi almeno
10 um. Sono stati analizzati 7 animali per gruppo sperimentale e per ogni animale sono state

analizzate circa 40 porzioni di dendriti.
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Morfologia delle spine dendritiche

Le fettine sono state acquisite con un microscopio invertito in campo chiaro (Zeiss, Axio
Observer Z.1). Le immagini sono state acquisite con una telecamera ad alta risoluzione (Zeiss
Axiocam MR-m).

Per la classificazione morfologica delle spine dendritiche & stato utilizzato il software
NeuronStudio; per far si che il software rilevi le spine nella zona di interesse bisogna tracciare il
neurite che vogliamo prendere in considerazione, in base alle dimensioni della testa, del collo e
al volume le spine sono state suddivise in 3 gruppi:

Thin spines

Stubby spines

Mushroom spines Thin Stubby  Mushroom
=hapod
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Arborizzazione dendritica

Le analisi morfometriche vengono effettuate in molti studi neurobiologici poiché permettono di
osservare le alterazioni assonali che possono essere frutto di processi fisiologici, neuropatologici
o0 indotti sperimentalmente, mettendo in luce le eventuali correlazioni funzionali e strutturali di
tali modificazioni.

Sono molte le situazioni nelle quali si assiste a delle modificazioni morfologiche nell’albero
dendritico come I’apprendimento, un arricchimento degli stimoli ambientali e fluttuazioni
ormonali e dal grado di attivita bioelettrica neuronale.

Per lo studio dell’arborizzazione dendritica, ¢ stato utilizzato un software per 1’analisi delle
immagini che ci ha permesso innanzitutto la ricostruzione per intero dell’albero dendritico dal
soma per tutta 1’estensione del neurite.

Le immagini sono acquisite con un microscopio invertito in campo chiaro (Zeiss, Axio Observer
Z.1) e con una telecamera ad alta risoluzione (Zeiss Axiocam MR-m). L’obbiettivo utilizzato per
’acquisizione di queste immagini ¢ un obbiettivo 10X e con 1’ausilio della funzione mosaico che
ci offre il software del computer collegato al microscopio.

Le immagini sono poi state analizzate mediante il software ImageJ, quindi una volta che
I’immagine viene importata su Imagej, binarizzata e successivamente le immagini vengono
sogliate e ripulite di tutto il background per isolare semplicemente il neurone di interesse, poi
attraverso il software si ha la ricostruziune di tutto 1’albero neuronale che poi verra analizzato e
ci fornira diversi parametri sull’albero dendritico esaminato, come la lunghezza totale dell’
albero, il numero di segmenti terminali che indicano il grado del neurone, il numero totale di

segmenti, la lunghezza media dei segmenti e il numero di biforcazioni.
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Risultati
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Studio della densita e della morfologia delle spine e dell’albero dendritico

nelle mamme

Per il mio studio ho preso in considerazione le mamme di controllo, quelle che sono sempre
rimaste con i loro piccoli fino al 21 giorno, giorno dello svezzamento, e le mamme sottoposte a
separazione materna lunga, quindi per 3h al giorno per 15 giorni.

Il giorno in cui i cuccioli sono stati svezzati, le mamme sono state sacrificate e utilizzate per gli
esperimenti.

Al fine di valutare se la separazione materna ripetuta durante il periodo post-partum potesse
alterare la densita, la morfologia delle spine dendritiche e dell’albero dendritico nelle cellule
granulari del giro dentato dell’ippocampo, il giorno del sacrificio il cervello ¢ stato prelevato e
colorato attraverso la tecnica dell’impregnazione cromoargentica di Golgi modificata da Del Rio

Hortega.
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Come é possibile osservare nel grafico (Fig.10), la separazione materna ha indotto una lieve ma
non significativa diminuzione della densita delle spine dendritiche nelle mamme sottoposte a
separazione materna per 3 ore al giorno rispetto alle mamme di controllo che non sono state

separate dai loro piccoli

>
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Fig.10 Effetto dello stress cronico da separazione materna sull’espressione delle spine dendritiche
nell’ippocampo delle mamme

La densita delle spine dendritiche ¢ stata calcolata come numero di spine presenti in unita di 10 um di dendrite, i
valori corrispondono alle medie + S.E.M dei valori ottenuti da almeno 15 segmenti per animale (5 animali per ogni

gruppo sperimentale).
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Per quanto riguarda gli studi sulla morfologia delle spine e stata osservata una diminuzione
significativa della percentuale delle spine mushroom ed un aumento delle spine thin nelle
mamme sottoposte a separazione materna per tre ore al giorno, rispetto a quanto osservato nelle

mamme di controllo (Fig.11, Fig.12).
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Fig.11 Effetto dello stress cronico da separazione materna nella morfologia delle spine dendritiche

nell’ippocampo delle mamme
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CO MS 3h

Fig.12 Immagini rappresentative della densita delle spine dendritiche nelle madri di controllo, in quelle
private dei loro piccoli per 3 ore al giorno per 15 giorni.

Le immagini sono state acquisite con un obiettivo 100X (NA=1.3).
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Per valutare gli effetti della separazione materna sull’arborizzazione dendritica, le stesse
immagini acquisite per la determinazione del numero delle spine dendritiche sono state
analizzate mediante il software ImageJ.

| dati da me ottenuti mostrano una riduzione significativa della lunghezza totale dei dendriti, del
numero dei segmenti e del numero dei bracci terminali nella mamme che hanno subito la
separazione materna rispetto alle mamme che sono rimaste indisturbate con i loro cuccioli (Fig.
13-15-17).

La lunghezza media dei segmenti dendritici appare invece significativamente piu alta nelle

mamme che hanno subito la separazione materna rispetto alle mamme di controllo (Fig.14).
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Fig.13 determinazione del numero delle biforcazioni dell’albero dendritico: i valori del grafico sono espressi

in numero di bracci /neurone;
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Fig.14 Determinazione della lunghezza media dei segmenti espressi in pum;
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Fig. 15 Determinazione della lunghezza totale dei dendriti espressi in um;

[
o N e
o o O

" I = e )
o o O

Lunghezza dei dendriti (mm)
0
o

o
=)

CO

Fig.16 Determinazione del numero dei segmenti;
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Numero dei bracci/neurone
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Fig. 17 Determinazione del numero dei bracci terminali.
Tutti i valori sono le medie £ SEM di 5 animali per gruppo sperimentale. **p < 0,001 ; *p< 0,05 vs controllo.

)

Fig.18 Immagini rappresentative dell’arborizzazione delle cellule piramidali di mamme di controllo e

Cco

mamme sottoposte a separazione materna;
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Studio della proliferazione con BrdU e Ki-67 nella prole

Nella mia ricerca ho utilizzato due protocolli sperimentali di separazione materna, uno breve in
cui ogni giorno i piccoli sono stati separati dalla loro mamma per 15 minuti al giorno dal terzo al
quindicesimo giorno dopo il parto; e una lunga in cui i piccoli sono stati separati dalla loro
mamma per 3 ore al giorno dal terzo al quindicesimo giorno dopo il parto. | risultati ottenuti
sono stati comparati con quelli ottenuti dai ratti di controllo, ratti che hanno subito ogni giorno
una breve manipolazione. Per verificare la vulnerabilita ad un secondo stress cronico, il giorno
dello svezzamento un gruppo di piccoli appartenenti al gruppo di controllo e ai gruppi di
separazione materna breve e lunga sono stati isolati per 30 giorni, mentre gli altri sono stati
stabulati in condizioni standard in gruppi di 5 per gabbia. Al termine dei 30 giorni un gruppo di
ratti isolati sono stati riuniti in 5 per gabbia per 30 giorni prima del sacrificio, mentre un secondo
e rimasto ancora isolato per altri trenta giorni. Al termine del trattamento ai ratti € stata iniettata
la BrdU, e sono stati sacrificati dopo 24 ore dall’iniezione e utilizzati per lo studio della
proliferazione cellulare nel giro dentato dell” ippocampo attraverso 1’immunomarcatura per la
BrdU, un secondo gruppo di ratti € stato utilizzato per lo studio della proliferazione attraverso la
conta delle cellule neoformate immunoreattive per la Ki-67.

| risultati da me ottenuti mostrano che la separazione materna di 3 ore induce una riduzione
significativa del numero di cellule in proliferazione rispetto ai controlli che non hanno subito la
separazione materna (Fig.19-20).

L’isolamento sociale induce una marcata riduzione delle cellule in proliferazione sia negli
animali di controllo (non separati dalle loro madri) che negli animali separati per 3 ore (Fig.19-
20).

I1 reinserimento in gruppo dopo I’isolamento sociale mostra invece una completa reversione nei

numeri delle cellule in proliferazione negli animali di controllo ma rimane significativamente
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ridotta negli animali che hanno subito separazione materna per 3 ore rispetto agli animali di
controllo.

Nei ratti che hanno subito separazione materna 15 minuti e/o isolamento sociale nel complesso,
non sono state osservate variazioni significative nel numero di cellule in proliferazione (Fig.19-

20).
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Fig.19 Effetto dell’isolamento sociale e dello stress cronico da separazione materna sull’espressione delle
cellule Brdu positive nel giro dentato dell’ippocampo di ratto.

A)Determinazione grafica del numero di cellule in neurogenesi Brdu positive per mm® nel giro dentato
dell’ippocampo. +/- SEM di 5 animali per gruppo sperimentale;

*P<0,05 vs GH CO; °P<0,05 vs GH MS 3h

B)Immagini acquisite con microscopio confocale Leica SP5, obbiettivo 40X, NA 1.25; in cui sono rappresentate le

cellule in proliferazione nel giro dentato dell’Ippocampo,la doppia marcatura mostra in verde le cellule BrdU

positive, e in blu le cellule marcate con I’Hoechst 33342.
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Fig.20 Effetto dell’isolamento sociale e dello stress cronico da separazione materna sull’espressione delle
cellule KI-67 positive nel giro dentato dell’ippocampo di ratto.

A)Determinazione grafica del numero di cellule in neurogenesi KIl-67positive per mm3 nel giro dentato
dell’ippocampo. +/- SEM di 5 animali per gruppo sperimentale;

*P<0,05 vs GH CO; § P<0,05 vs ISO CO;

B)Immagini acquisite con microscopio confocale Leica SP5, obbiettivo 40X, NA 1.25; in cui sono rappresentate le
cellule in proliferazione nel giro dentato dell’Ippocampo,la doppia marcatura mostra in rosso le cellule Ki-67

positive, e in blu le cellule marcate con I’Hoechst 33342.
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Studio della neurogenesi

Per lo studio della neurogenesi sono stati utilizzati gli animali appartenenti ai gruppi sperimentali
usati nel protocollo precedente.

Gli animali al termine dell’isolamento sociale sono stati trattati per quattro giorni consecutivi con
BrdU e sacrificati dopo 10 giorni, in modo da poter marcare tutte le cellule in neurogenesi nelle
varie fasi del ciclo cellulare.

| risultati da me ottenuti, come si pud notare dal grafico sottostante (Fig.21), hanno mostrato che
la sola separazione materna lunga non é in grado di indurre nei ratti adulti una modificazione
della neurogenesi rispetto a ratti di controllo che non hanno subito la separazione materna.

La neurogenesi appare invece ridotta nei ratti che sono stati sottoposti ad isolamento sociale, sia
in quelli di controllo che in quelli separati dalla mamma per 3 ore al giorno rispetto agli animali
allevati in gruppo (Fig.21).

Il reinserimento in gruppo dei ratti isolati induce un aumento della neurogenesi che ritorna ai
valori di controllo.

Nel gruppo di ratti che hanno subito la separazione breve, quindi solo per 15 minuti al giorno,
I'isolamento sociale e il successivo reinserimento in gruppo non hanno indotto alcuna

modificazione della neurogenesi rispetto agli animali stabulati in gruppo.
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Fig.21 Effetto dell’isolamento sociale e dello stress cronico da separazione materna sull’espressione delle
cellule Brdu positive nel giro dentato dell’ippocampo di ratto.

A)Determinazione grafica del numero di cellule in neurogenesi Brdu positive per mm3 nel giro dentato
dell’ippocampo. +/- SEM di 5 animali per gruppo sperimentale;

*P<0,05 vs GH CO;

B)Immagini acquisite con microscopio confocale Leica SP5, obbiettivo 40X, NA 1.25; ; in cui sono rappresentate le
cellule in neurogenesi nel giro dentato dell’Ippocampo,la doppia marcatura mostra in rosso le cellule DCX positive,

e in verde le cellule marcate BrdU positive.
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Studio della densita e morfologia delle spine e dell’albero dendritico

Per quanto riguarda la densita delle spine dendritiche nei ratti adulti, come si pu0 notare dal
grafico (Fig.22), la separazione materna lunga o breve non ha indotto nessuna variazione nella
densita delle spine dendritiche rispetto agli animali di controllo.

Neanche I’isolamento sociale ha indotto modificazioni significative della densita delle spine
dendritiche negli animali che hanno subito la separazione materna lunga o breve rispetto agli

animali di controllo.
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Fig.22 Effetto dell’isolamento sociale e dello stress cronico da separazione materna sulla densita delle spine
dendritiche nell’ippocampo di ratto.

A)La densita delle spine dendritiche € stata calcolata come numero di spine presenti in unita di 10 um di dendrite, i
valori corrispondono alle medie = S.E.M dei valori ottenuti da almeno 15 segmenti per animale (5 animali per ogni

gruppo sperimentale).
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Lo studio della morfologia delle spine dendritiche nei ratti adulti ha mostrato un aumento
significativo delle spine thin e una riduzione delle spine mushroom negli animali che hanno
subito la separazione materna per 3 ore al giorno rispetto agli animali di controllo (Fig.23).
L’isolamento sociale nel gruppo dei ratti separati dalle mamme per 3 ore non varia il pattern di
espressione delle spine thin e mushroom rispetto agli animali separati per 3 ore dalle mamme ma
non isolati , negli animali di controllo I’isolamento sociale ¢ in grado di variare il rapporto delle
spine thin e mushroom rispetto agli animali di controllo non isolati.

Il successivo reinserimento in gruppo riporta ai valori di controllo la densita delle spine thin e
mushroom in entrambi i gruppi (Fig.23).

Nel gruppo degli animali separati per 15 minuti non € stata osservata alcuna variazione nella
morfologia delle spine dendritiche, i valori si mantengono molto simili ai valori dei controlli che

non hanno subito ma separazione materna (Fig.23/24).
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Fig.23 Effetto dell’isolamento sociale e dello stress cronico da separazione materna sulla morfologia delle

spine dendritiche nell’ippocampo di ratto. * p < 0.05 vs CO Gr; #p < 0.05vs MS 3h ISO; § p <0.05vs CO ISO
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Fig. 24 Immagine rappresentativa della diversa classificazione delle spine dendritiche nel neurone
Le immagini sono state acquisite con un obiettivo 100X (NA=1.3).
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Come mostra il grafico (Fig.25) la sola separazione materna non € in grado di indurre una
variazione significativa della complessita dell’arborizzazione dendritica del neurone.
L’isolamento sociale induce invece, sia nei ratti di controllo che in quelli separati per 3 ore al
giorno, una riduzione della complessita del neurone evidenziata da una minore lunghezza
dell’albero dendritico e da una riduzione del numero dei segmenti apicali.

Il reinserimento in gruppo ha ripristinato le condizioni di controllo negli animali di controllo ma
non in quelli separati per 3 ore, in cui il numero di segmenti apicali resta ridotto rispetto agli
animali di controllo reinseriti in gruppo. In tutti gli animali che hanno subito la separazione

breve, non sono state evidenziate variazioni significative nella complessita del neurone.
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Fig. 25 Effetto dell’isolamento sociale e dello stress cronico da separazione materna sull’arborizzazione
dendritica nell’ippocampo di ratto.
Arborizzazione del neurone, densitd e morfologia delle spine dendritiche: i neuroni sono stati colorati attraverso

I’impregnazione argentica del Golgi. Per gli studi sull’arborizzazione dendritica ¢ stato utilizzato il software ImageJ
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Livelli di espressione della DCX nell’ippocampo dei figli

Nel nostro studio abbiamo inoltre voluto valutare nei figli in eta adulta, i livelli di espressione
della proteina DCX nell’ippocampo.

I nostri risultati mostrano che non c¢’¢ nessuna variazione nei livelli di espressione di questa

proteina negli animali appartenenti ai diversi gruppi sperimentali da me studiati (Fig.26)
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Fig.26 Grafico rappresentativo i livelli di espressione della proteina DCX nell’ippocampo di ratti maschi
adulti dei diversi gruppi sperimentali.

A)l livelli di espressione sono espressi come variazione di intensita di grigio.
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B)Immagine rappresentativa dell’espressione della proteina DCX visualizzata mediante marcatura DCX-DAB.

Le immagini rappresentative sono state acquisite con un obbiettivo UPlan 2X (apertura numerica 0,05), e utilizzata

la funzione mosaico.
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Nel complesso i miei risultati mostrano che:

L’isolamento sociale ha indotto una riduzione della neurogenesi, della complessita dell’albero
dendritico e una variazione della morfologia delle spine sia negli animali di controllo che in
quelli separati per 3h al giorno nei primi 15 giorni.

Il reinserimento in gruppo dopo un mese di isolamento ha revertito nei ratti di controllo I’effetto
dello stress da isolamento sulla morfologia e densita delle spine dendritiche, la complessita
dell’arborizzazione dendritica e la stessa neurogenesi negli animali che non sono mai stati
separati dalla loro mamma.

Al contrario, negli animali sottoposti a separazione materna per 3h, il reinserimento in gruppo
non ha revertito gli effetti dello stress da isolamento.

Nei ratti che hanno subito la separazione materna solo per 15 minuti, I’isolamento sociale per 60
giorni non ha indotto nessuna variazione nei parametri da noi studiati.

Questi risultati dimostrano che una breve (15 min) separazione materna degli animali nei primi
15 giorni di vita rende questi piu resilienti ad uno stress cronico nella vita adulta. Al contrario
uno stress di 3h al giorno determina minori cure materne predittive, nell’eta adulta, maggiore
vulnerabilita alla psicopatologia con alterazioni della plasticita neuronale a livello della sfera

emozionale, affettiva e cognitiva.
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Studi comportamentali nei roditori hanno dimostrato che modificazioni ambientali nei diversi periodi
della vita possono indurre effetti profondi e duraturi nella plasticita neuronale che si riflettono in una
maggiore o0 minore vulnerabilita o resilienza ad uno stress cronico subito in altre fasi della vita
(Franklin el al., 2012). In particolare lo stress subito nelle prime due settimane di vita, come quello
indotto da inadeguate cure materne ¢ particolarmente deleterio per il normale sviluppo del cervello.
Per queste ragioni lo scopo del mio studio é stato verificare quanto lo stress indotto da insufficienti
cure materne nei primi 15 giorni di vita sia importante in eta adulta per la vulnerabilita a condizioni
di stress cronico. Per chiarire questo nel mio studio ho utilizzato due protocolli sperimentali di
separazione materna, una breve di soli 15 minuti al giorno ed una lunga di 3 ore ogni giorno

In entrambi i protocolli i ratti sono stati separati dalla loro mamma dal 3 al 15 giorno dopo la
nascita. Successivamente ai ratti ¢ stato applicato un secondo stress cronico, quello dell’isolamento
sociale a partire dal giorno dello svezzamento. | ratti isolati al termine dei 30 giorni previsti dal
protocollo, sono stati divisi in due gruppi: un gruppo é stato riunito per altri 30 giorni, mentre gli
animali del secondo gruppo sono rimasti isolati per un altro mese.

| risultati da me ottenuti hanno mostrato che la proliferazione cellulare, la neurogenesi e
’arborizzazione dendritica non vengono modificati negli animali adulti separati dalle mamme per 3
ore al giorno rispetto agli animali di controllo.

Al contrario la morfologia delle spine dendritiche & alterata nei ratti sottoposti a separazione materna
per 3 ore al giorno, infatti, in questo gruppo di animali il numero delle spine thin € aumentato,
mentre € notevolmente ridotto il numero delle mushroom rispetto agli animali di controllo.

Nei ratti sottoposti a separazione materna breve, per soli 15 minuti non & stata osservata nessuna
modificazione dei parametri da me studiati.

In letteratura sono presenti diversi lavori che prendono in esame lo stress da separazione materna, in
alcuni di questi é stata dimostrata una riduzione della plasticita neuronale, dei livelli di alcuni fattori
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neurotrofici, come BDNF e NGF, della neurogenesi, delle spine dendritiche ma anche una
variazione della morfologia e dell’ arborizzazione dendritica (Lippman et al.,2008; Jaworska et al.,
2008; Monroy et al., 2010; Failure et al., 2006; 2007).

I miei studi sugli effetti indotti dalla separazione materna per 3 ore al giorno durante le prime due
settimane di vita sulla proliferazione cellulare hanno mostrato nell’ippocampo una significativa
alterazione solo della morfologia delle spine dendritiche. Come evidenziato anche dai miei risultati
la morfogenesi nelle cellule granulari del giro dentato inizia durante la tarda embriogenesi, continua
durante il periodo postnatale e perdura, anche se con minore intensita, fino alla vita adulta (Altman
& Bayer, 1990). Lo stress indotto dalla separazione materna lunga effettuata immediatamente dopo
la nascita ha quindi interferito sul normale sviluppo dell’ippocampo, un periodo estremamente
vulnerabile per il corretto sviluppo cerebrale.

Precedenti studi hanno riportato risultati contrastanti sugli effetti della separazione materna nei
piccoli, ma e difficile compararli fra loro in quanto non tutti i protocolli sperimentali sono uguali.
Infatti in alcuni di questi studi sono stati usati diversi tempi di separazione materna (3 o0 15 minuti) e
hanno subito una breve manipolazione (ogni giorno per qualche minuto) anche i ratti di controllo,
cioé quelli che non sono stati separati dalle loro mamme, mentre in altri studi la proliferazione é
stata studiata in ratti adulti (oltre i 3 mesi di eta). In accordo con il mio studio, in altri due lavori non
e stata osservata una modificazione della neurogenesi negli animali separati dalle loro mamme (Aisa
et al., 2009; Mirescu et al., 2004; Hulshof et al., 2004).

Un paradigma simile di separazione materna a quello da me utilizzato e stato effettuato nei
laboratori di Mirescu et al (2004) in cui, come nel mio studio & stata osservata una diminuita
proliferazione cellulare nelle cellule granulari dell’ipppocampo in ratti di circa 2 mesi di eta. Gli
autori hanno suggerito che la down-regulation della neurogenesi nell’ippocampo ¢ mediata da un
meccanismo corticale dipendente. Anche se diversi stimoli dimostrano che i glucocorticoidi sono
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coinvolti nella soppressione della neurogenesi, nonché nella morfologia delle spine e dell albero
dendritico, questa influenza non é rilevabile semplicemente misurando i livelli basali periferici di
glucocorticoidi (Mirescu & Gould, 2006). Infatti negli esperimenti di Mirescu et al (2004) i ratti
separati dalle madri mostravano livelli plasmatici di corticosterone simili ai ratti che sono stati
allevati in condizioni standard. Gli autori in questo caso hanno spiegato la riduzione della
proliferazione cellulare e della morfologia neuronale associata alla separazione materna come il
risultato di una ipersensibilita ai livelli normali di corticosterone.

| dati da me ottenuti non mostrano alcuna riduzione della neurogenesi, ma solo un’alterazione della
morfologia delle spine dendritiche altamente sensibile alla fluttuazione degli ormoni steroidei.

Tutti i parametri da me studiati non si modificano negli animali separati dalle loro mamme per soli
15 minuti al giorno. Infatti, lo stress subito da questi animali non sembrerebbe tale da alterare questi
parametri.

| dati ottenuti dal mio studio hanno mostrato che sia nei ratti non separati dalle loro mamme, che
quelli separati dalle loro mamme per 3 ore al giorno sono piu suscettibili allo stress cronico da
isolamento sociale rispetto a quelli separati dalle loro mamme per 15 minuti al giorno.

Inoltre mentre 1’ambiente socialmente arricchito ripristina nei ratti non separati dalle loro mamme i
parametri da me studiati, questo non accade nei ratti separati dalle mamme per 3 ore al giorno.

E noto dalla letteratura che 1’isolamento sociale determina una diminuzione della neurogenesi, delle
spine dendritiche e di diversi fattori trofici, mentre I’ambiente socialmente arricchito ripristina questi
parametri (Givalois et al., 2001; Rage et al., 2002; Marnigere et al., 2003; 2004).

Ma il dato interessante della mia tesi € che la separazione materna per 3 ore al giorno rende gli
animali adulti piu vulnerabili allo stress da isolamento sociale e che non recuperano quando
vengono riuniti in gruppo. Al contrario i ratti separati per 15 minuti al giorno invece sembrerebbero
resilienti a questo stress.
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Gli effetti benefici di questo protocollo potrebbero essere dovuti al fatto che le madri curano molto
pit intensamente i loro piccoli quando le vengono ridati dopo un allontanamento per brevi periodi.
Pertanto questi piccoli sembrerebbero ricevere piu cure materne rispetto a quelli che sono rimasti
tutto il tempo con la loro mamma (Franklin et al.,2012). Anche i piccoli separati dalla loro mamma
per 3 ore ricevono molte cure materne quando questi vengono rimessi con la loro mamma (Biggio et
al., 2013), ma il fatto che per lungo tempo (3 ore) non abbiano avuto un contatto con la loro mamma
questi non sono comunque sufficienti a renderli resilienti allo stress indotto dall’isolamento sociale
(Franklin et al.,2012).

La separazione materna interferisce con la funzione neuroendocrina e con il comportamento nei
roditori ¢ primati, compreso 1’uomo (Heim e Nemeroff 2012; Pryce e Feldon 2003). Infatti, come
precedentemente detto, le cure parentali svolgono un ruolo importante nello sviluppo emotivo e
cognitivo della prole. Tuttavia le interazioni tra i cuccioli e le loro madri sono complesse. Diversi
lavori suggeriscono che la stimolazione tattile fornita dalla madre durante le prime settimane di vita
e associata a cambiamenti a lungo termine nel comportamento (Kaffman e Meaney, 2007). | piccoli
sono in grado di percepire la separazione dalla loro mamma e di conseguenza anche di adattarsi
all’assenza della madre. Nei piccoli roditori, le risposte fisiologiche associate alla separazione
materna sono la vocalizzazione ultrasonica, il tentativo di abbandonare il nido, il rilascio di ormoni
dello stress e I’inibizione di diverse vie anabolizzanti associate con lo sviluppo e la crescita (Hofer
1994; Kuhn e Schanberg 1998). Il rilascio di ormoni dello stress, come il corticosterone, non é
importante solo per la gluconeogenesi, ma & necessario per mantenere un elevato livello di glucosio
in assenza di un adeguato approvvigionamento alimentare (Burton et al., 1997), e numerosi lavori
suggeriscono un ruolo fondamentale del corticosterone nell’organizzazione sinaptica a livello
corticale (Vouimba et al., 2007). Inoltre la perdita del supporto termico e delle stimolazioni tattili
attive dovuti alla separazione materna sembra inibire la secrezione degli ormoni della crescita e la
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sintesi del DNA (Kuhn e Schanberg, 1998; Levine, 2009). Infatti sia gli ormoni della crescita che il
corticosterone inducono cambiamenti importanti nella morfologia dendritica dei neuroni corticali e
dell’ippocampo di ratto ¢ di primati (Noguchi et al.,1983; Noguchi e Sugisaki,1985; Woolley et al.,
1990; Magarinos et al., 2009). Infine un alterazione dei livelli di corticosterone e stata ipotizzata
essere un fattore di rischio per i disturbi correlati all’'umore, compresa la depressione e 1’ansia
(Weinstock, 2008).

Pertanto i disturbi nelle cure materne possono produrre effetti di lunga durata nei livelli di
corticosterone che possono portare ad una diversa sensibilita ad uno stimolo stressante, che nei casi
gravi, possono poi portare all’insorgenza di malattie legate a disturbi dell’umore.

In conclusione i risultati da me ottenuti mostrano che la separazione materna in eta neonatale induce
profondi cambiamenti neuroanatomici sull’ippocampo e che queste modificazioni si mantengono
inalterate fino all’eta giovanile del ratto.

Questi dati potrebbero fornire delle informazioni riguardo la comprensione di alcuni meccanismi
molecolari che rendono I’individuo maggiormente vulnerabile alla psicopatologia con alterazioni
della plasticita neuronale a livello della sfera emozionale, affettiva e cognitiva.

E’ noto che nella maggior parte delle specie di mammiferi, alla fine della gestazione e durante il
periodo dell’allattamento, le femmine cambiano improvvisamente il loro comportamento: tutte le
loro attenzioni sono dedicate alla cura e protezione dei loro piccoli (Numan & Insel, 2003).
Numerosi studi hanno dimostrato che alcune variazioni comportamentali che la madre subisce, sono
conseguenze dei drammatici cambiamenti ormonali che si verificano durante la gravidanza e dopo il
parto. Queste fluttuazioni ormonali, a loro volta, generano nel cervello dei cambiamenti neuronali
che inducono uno stato elevato di responsivita materna. Le modificazioni neuronali consistono in
variazioni di tipo neurochimico e di plasticita neuronale con la formazione di nuove connessioni
attraverso la crescita dell’arborizzazione dendritica (Pascual-Leone et al., 2005). Nel mio lavoro ho
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voluto studiare inoltre il rimodellamento della plasticita neuronale, la densita delle spine dendritiche
e I’arborizzazione dendritica dei neuroni granulari del giro dentato dell’ippocampo nelle mamme, al
termine dell’allattamento, che durante i primi 15 giorni dopo il parto hanno subito la separazione dai
loro piccoli per 3 ore al giorno.

Per il mio studio ho utilizzato la marcatura dei neuroni con I’impregnazione argentica del Golgi ¢
I’analisi della densita delle spine e dello sviluppo dell’arborizzazione dendritica ¢ stata fatta per
mezzo di software per I’analisi dell’immagine.

| risultati da me ottenuti non hanno mostrato nessuna variazione nel numero e nella morfologia
delle spine dendritiche rispetto alle mamme che sono rimaste per tutto il periodo con la loro prole,
ma hanno invece mostrato una riduzione dell’albero dendritico.

Diversi lavori presenti in letteratura hanno mostrato che durante il periodo post-partum si ha un
aumento delle spine dendritiche ed un aumento dell’arborizzazione dendritica sia nel giro dentato
che nell’area CA3 dell’ippocampo (Pawluski et al., 2006, 2010 ; Workman et al., 2013). Al
contrario lo stress cronico determina una riduzione del numero delle spine dendritiche e
dell’arborizzazione dendritica in diverse aree cerebrali (Galea et al., 1997 ; Son et al., 2011 ;
Magarinos & McEwen, 1995 ; Radley et al., 2013).

In un altro studio, la somministrazione cronica di alte dosi di corticosterone somministrato nei ratti
durante la gravidanza e dopo il parto, ha mostrato un aumento delle spine fungiformi ed una
riduzione dell’albero dendritico nel CA3 dell’ippocampo (Workman et al., 2013).

I miei dati possono essere quindi importanti per la comprensione di come disfunzioni che riguardano
I’asse HPA durante il periodo post-partum alterino la plasticita neuronale.

E’ possibile che le mamme dopo il parto possano essere meno sensibili agli effetti negativi dei
glucocorticoidi elevati rispetto alle femmine senza prole e che la morfologia dendritica non venga
modificata nello stesso modo come nei ratti senza prole (Johnstone et al., 2000 ; Russell et al., 2001
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; Douglas et al., 2003 ; Brunton & Russell, 2008 ; Workman et al., 2013). Infatti, sia la prolattina
che I’ossitocina (ormoni che aumentano notevolmente di concentrazione durante I’allattamento),
hanno la capacita di proteggere 1’ippocampo dallo stress o da alti livelli di corticosterone (Torner et
al., 2009 ; Leuner et al., 2011). Tuttavia il mio studio rivela che il cervello materno (nonostante
I’aumento degli ormoni) ¢ ancora sensibile all’influenza di alte concentrazioni di glucocorticoidi.

Nel mio studio, nonostante abbia mostrato una riduzione dell’albero dendritico, non ho osservato
alcuna modificazione della densita delle spine dendritiche, anche se in letteratura e documentato il
ruolo dello stress acuto e cronico nelle variazioni del numero delle spine e della complessita
dell’albero dendritico (Moghaddam et al., 1994 ; Yuste & Bonhoeffer, 2001 ; Magarinos &
McEwen, 1995). Tuttavia, cambiamenti della densita delle spine dendritiche possono avvenire in
tempi molto brevi (entro poche ore) e gli steroidi (ormoni surrenalici e gonadici) possono regolare la
densita delle spine dendritiche nell’ippocampo in tempo breve (Woolley, 1998).

La separazione materna e stata indotta dal 3° al 15° giorno dopo il parto, mentre le mamme sono
state sacrificate al termine dell’allattamento, cio¢ al 21° giorno. Pertanto le mamme sono rimaste
indisturbate con i loro piccoli per una settimana prima del sacrificio. Durante questo periodo di
relativa “tranquillita” , la densita delle spine potrebbe essere tornata nella norma.

Il mio studio caratterizza le conseguenze neuronali indotte dallo stress subito in un periodo delicato
della donna (come quello dell’allattamento). In questo studio ,infatti, ho mostrato come uno stress
cronico subito durante il periodo post-partum, possa determinare una ridotta complessita dendritica
come conseguenza di alti livelli di glucocorticoidi. Questi dati ,nel loro insieme, forniscono delle
importanti informazioni riguardo i meccanismi neurobiologici indotti da elevate concentrazioni di

glucocorticoidi durante il periodo post-partum.
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Per quanto riguarda la morfologia delle spine nelle mamme ¢ stata osservata una diminuzione delle
spine mushroom nelle mamme sottoposte a separazione materna per tre ore al giorno, e un aumento
sempre in queste mamme delle spine thin rispetto ai valori evidenziati nelle mamme di controllo.

E’ risaputo che le spine non sono elementi statici, ma nel cervello adulto la loro morfologia cambia
continuamente in funzione dell’attivita neuronale, dell’esperienza e dell’apprendimento, riflettendo
cosi la natura plastica delle connessioni sinaptiche (Matus 2000; Lendvai et al. 2000; Trachtenberg
et al. 2002; Zuo et al. 2005; Holtmaat et al. 2005).

L’ allontanamento dei figli per tre ore la giorno potrebbe essere considerato come uno stress per le
mamme e quindi causare un’alterazione della plasticita sinaptica.

E’ noto che una riduzione delle esperienze sensoriali mediata da un allevamento al buio riduce la
densita delle spine nella corteccia visiva, effetto parzialmente revertito dalla successiva esposizione
alla luce (Wallace e Bear, 2004). La separazione dei piccoli potrebbe essere considerata per le
mamme come una riduzione di stimoli e questo potrebbe essere la causa della variazione delle
morfologia delle spine dendritiche. Quindi lo stress cronico subito dalle mamme ogni giorno,

sembrerebbe essere la causa del ridotto sviluppo della plasticita neuronale.
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