Universita degli Studi di Cagliari

DOTTORATO DI RICERCA IN NEUROSCIENZE
Ciclo XXX

La somministrazione di ossitocina nel nucleo del letto della
stria terminale del ratto induce erezione peniena e sbadiglio:
studi comportamentali, neurofarmacologici e neurochimici sul
meccanismo d’azione.

Settore/i scientifico disciplinari di afferenza
M-PS1/02 - Psicobiologia e Psicologia Fisiologica

Presentata da: Dott.ssa Jessica Bratzu
Coordinatore Dottorato Prof. Antonio Argiolas
Tutor Prof. Antonio Argiolas

Esame finale anno accademico 2016 — 2017
Tesi discussa nella sessione d’esame Febbraio-Marzo 2018






FSE 2007-2013

Unione europea ‘HY
Fondo sociale europeo 2 4 pb: obiettivo competitivita regionale e occupazione

La presente tesi ¢ stata prodotta durante la frequenza del corso di dottorato in Neuroscienze
dell’Universita degli Studi di Cagliari, a.a. 2016/2017 - XXX ciclo, con il supporto di una borsa
di studio finanziata con le risorse del P.O.R. SARDEGNA F.S.E. 2007-2013 - Obiettivo
competitivita regionale e occupazione, Asse IV Capitale umano, Linea di Attivita 1.3.1
“Finanziamento di corsi di dottorato finalizzati alla formazione di capitale umano altamente
specializzato, in particolare per i settori dell’ICT, delle nanotecnologie e delle biotecnologie,

dell'energia e dello sviluppo sostenibile, dell'agroalimentare e dei materiali tradizionali.

Jessica Bratzu gratefully acknowledges Sardinia Regional Government for the financial support
of her PhD scholarship (P.O.R. Sardegna F.S.E. Operational Programme of the Autonomous
Region of Sardinia, European Social Fund 2007-2013 - Axis IV Human Resources, Objective
1.3, Line of Activity 1.3.1.).






Abstract

I1 nucleo del letto della stria terminale (BNST) ¢ una struttura limbica complessa ed eterogenea,
che gioca un ruolo importante nella risposta autonoma, neuroendocrina € comportamentale
come I’ansia, la paura, lo stress e il comportamento sessuale. Il controllo di queste funzioni
esercitato dal BNST ¢é mediato dall’azione di diversi neurotrasmettitori come GABA, acido
glutammico, dopamina, serotonina, ossido nitrico (NO), e neuropeptidi come corticotrophin
releasing factor (CRF) e ossitocina. E interessante notare che i) 1’ossitocina e i recettori
ossitocinergici sono presenti nel BNST, ii) tutti i neuroni ossitocinergici presenti nel sistema
nervoso centrale originano dal nucleo paraventricolare dell'ipotalamo, e iii) alcuni di questi
neuroni regolano I’erezione peniena, il comportamento sessuale e lo sbadiglio. Cid aumenta la
possibilita che l'ossitocina possa svolgere un ruolo nel controllo di queste risposte anche a
livello del BNST.

Per verificare questa possibilita, ¢ stato studiato 1’effetto dell’ossitocina iniettata nel BNST su
queste risposte comportamentali. L’ossitocina (5-100ng), ma non I’ Arg®-vasopressina (100ng),
induce erezione peniena e sbadiglio in modo dose-dipendente quando iniettata unilateralmente
nel BNST nei ratti maschi. La dose minima efficace era 20ng per I’erezione peniena e 5 ng per
lo sbadiglio. Le risposte comportamentali indotte dall’ossitocina sono state abolite non solo
dalla precedente somministrazione dell’antagonista selettivo dei recettori ossitocinergici
d(CH,)sTyr(Me)*-Orn®-vasotocina (lpg), ma anche da parte del’(+)-MK-801 (lpg), un
antagonista selettivo dei recettori di tipo NMDA, del SCH 23390 (1pg), antagonista selettivo
del recettore dopaminergico del tipo D1, ma non dall’aloperidolo (1pg), antagonista selettivo
del recettore dopaminergico del tipo D2, e dal SMTC (40ug), un inibitore della ossido nitrico
sintetasi neuronale, iniettati nel BNST 15 minuti prima dell’ossitocina. L’erezione peniena
indotta dall’ossitocina, ma non lo sbadiglio, ¢ stata anche abolita dal CNQX (1ug), un
antagonista selettivo dei recettori per gli amminoacidi eccitatori del tipo AMPA. Al contrario,
le risposte comportamentali indotte dall’ossitocina non sono state ridotte dalla
somministrazione di bicucullina (20ng), antagonista selettivo del recettore GABA,, dal
faclofen (5pug), antagonista selettivo del recettore GABAg, dal CP 376395, antagonista selettivo
del recettore CRF-1 (5ug), o dall’astressina 2B, antagonista selettivo del recettore CRF-2
(150ng). Poiché anche I’ NMDA (100 ng) ha indotto erezione peniena e sbadiglio quando
iniettato nel BNST e poiche tale risposta non ¢ stata antagonizzata dal pre-trattamento con
d(CH,)sTyr(Me)*-Orn®-vasotocina, questi risultati suggeriscono che 1’ossitocina induce
erezione peniena e sbadiglio attraverso I’attivazione della neurotrasmissione glutammatergica
all’interno del BNST.

Questo a sua volta porta all'attivazione di vie neuronali di ritorno che proiettano al nucleo
paraventricolare, all’area preottica mediale, all’area tegmentale ventrale e / o al subicolo
ventrale / amigdala, inducendo cosi l'erezione peniena e lo sbadiglio. In linea con questo
meccanismo di azione, gli esperimenti di microdialisi intracerebrale hanno dimostrato che 1)
l'ossitocina (100 ng) iniettata nel BNST non solo induce erezione peniena e sbadiglio, ma
aumenta anche le concentrazioni di acido glutammico extracellulare e ioni NO, (che misurano
la produzione di NO) nella dialisi ottenuta dal BNST e ii) entrambi gli effetti vengono aboliti
mediante pretrattamento con d(CH;) sTyr (Me) 2.Orn®-vasotocina (1 ng) somministrata nel
BNST 15 minuti prima dell'ossitocina.
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1. INTRODUZIONE

I1 cervello ha due obiettivi primari: la sopravvivenza dell’individuo e la sopravvivenza della
specie. Il comportamento sessuale risulta quindi indispensabile per la riproduzione di tutti i
mammiferi, uomo incluso. Il comportamento riproduttivo e la sua regolazione varia da specie
a specie ma il mio studio di tesi sara focalizzato sul ratto nel quale viene generalmente
suddiviso in 2 fasi principali: durante la prima fase ‘anticipatoria’ (o appetitiva) ’animale
presenta un’attivita esplorativa attiva nei confronti dell’ambiente circostante e soprattutto
della femmina (investigazione ano-genitale) che gli consente di capire se la femmina ¢
recettiva e quindi puo iniziare la seconda fase ‘copulatoria’ (o consumatoria) durante la quale
I’animale effettua una serie di monte e intromissioni seguite generalmente da grooming
genitale che portano eventualmente all’eiaculazione (Argiolas e Melis, 2013; Veening e
Coolen, 2014; Hull e Dominguez, 2007; Meisel e Sachs, 1994; Sachs e Barfield, 1976 e
referenze ivi incluse). A tal proposito 1’erezione peniena ¢ una risposta fisiologica che gioca
un ruolo fondamentale nell’esecuzione del comportamento sessuale maschile. E* importante
ricordare che tale risposta si pud osservare anche in situazioni non strettamente legate alla
riproduzione, per esempio durante il sonno REM, durante la manipolazione dei genitali, in
seguito alla somministrazione di diversi farmaci, e esclusivamente nell’'uomo, durante le
fantasie erotiche. Quando lo stimolo sessuale raggiunge il sistema nervoso centrale (SNC)
vengono attivate una serie di vie che permettono che I’informazione venga trasmessa dal SNC
al sistema nervoso autonomo che permette che avvenga I’erezione e, in base al contesto in cui
si verifica, vengono attivati differenti meccanismi neurali, centrali e periferici attraverso
I’azione di diversi neuropeptidi e neurotrasmettitori che possono facilitare o inibire tale
comportamento (Melis e Argiolas 1995, 2003, 2011; Meisel e Sachs, 1994; Heaton, 2000;
Sachs 2000, 2007; McKenna, 2000; Giuliano e Rampin, 2000; Andersson, 2001; Hull et al.,
2002).

Spesso 1’erezione peniena ¢ associata allo sbadiglio, un comportamento fisiologicamente
antico che si manifesta sia nell’'uomo che negli altri mammiferi in differenti situazioni. Lo
sbadiglio ¢ caratterizzato dall’apertura della bocca seguita da una lunga espirazione, e come
un classico riflesso, una volta iniziato viene completato. Tuttavia lo sbadiglio non ¢
considerato un semplice riflesso di breve durata, infatti tale comportamento coinvolge diverse
aree cerebrali e diversi neurotrasmettitori e neuropeptidi che possono facilitarlo o inibirlo

(Bertolini e Gessa, 1981; Argiolas e Melis, 1998). Il motivo per cui si sbadiglia ¢ ancora da
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chiarire, anche se ¢ stato verificato che quando si manifesta, avviene contemporaneamente ad
un aumento dell’attivita elettroencefalografica corticale, suggerendo che lo sbadiglio sia un
comportamento ancestrale vestigiale sopravissuto nel corso dell’evoluzione che compare
quando si ha un deficit dell’attenzione per riacquistare una condizione di vigilanza grazie al
maggiore afflusso di ossigeno nel sangue e da qui al cervello. Inoltre lo sbadiglio ¢
contagioso, infatti puo essere evocato nell’'uomo e nei primati, attraverso la visione di un
soggetto della stessa specie che sbadiglia. Questo porta a pensare che tale comportamento sia
collegato all’empatia (Sanna et al., 2012; Walusinski, 2009; Anderson et al., 2004; Campbell
e de Waal, 2011; Palagi et al., 2009; Paukner e Anderson, 2006).

1.1 Controllo periferico dell’erezione peniena

A livello periferico I’evento chiave che porta all’erezione ¢ il rilasciamento della muscolatura
liscia dei corpi cavernosi e del corpo spongioso, che permette che il sangue fluisca dalle
arterie peniene ai corpi cavernosi e al corpo spongioso del pene inducendo cosi tumescenza. |
corpi cavernosi quando si dilatano comprimono le vene peniene contro la tonaca albuginea
attivando un meccanismo veno-occlusivo che mantiene lo stato di erezione. Come detto sopra,
la percezione degli stimoli sessuali attiva una serie di attivita neurali che, tramite il sistema
limbico e alcuni nuclei ipotalamici, fanno si che I’informazione giunga al midollo spinale che
tramite il sistema nervoso autonomo regola la funzionalita erettile (Argiolas, 2002; Argiolas e
Melis, 2003, 2004).

A livello periferico le vie neurali si suddividono principalmente in: nervi ipogastrici che
emergono dal tratto toraco-lombare (T4-L2); nervi che emergono dal sistema gangliare
simpatico paravertebrale (T10-L2); nervi pelvici che emergono dal tratto sacrale (S2-S4) del
midollo spinale. Tali vie giungono al plesso pelvico da cui hanno origine i nervi cavernosi che
innervano il corpo cavernoso e il corpo spongioso del pene e le fibre nervose che innervano le
strutture sessuali accessorie quali dotti deferenti, prostata, vescicole seminali e la ghiandola di
Cowper. Dal tratto sacrale (S2-S4) originano i nervi pudendi dove decorrono le afferenze
sensoriali dell’apparato genitale maschile e in cui sono presenti i nuclei motori di Onuf da cui
emergono i motoneuroni che innervano i muscoli striati dell’apparato genitale e penieno tra
cui il muscolo bulbospongioso, ischio cavernoso e ischiouretrale localizzati alla base del pene.
A livello di questi nuclei spinali € stato dimostrato che sono presenti le terminazioni nervose
dei neuroni ossitocinergici che originano nel nucleo paraventricolare dell’ipotalamo con

funzione facilitatoria dell’erezione e le terminazioni dei neuroni serotoninergici che originano
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nei nuclei paragigantocellulari della formazione reticolare nel midollo allungato che hanno
una funzione inibitoria dell’eiaculazione (vedi Argiolas, 2002; Argiolas e Melis, 2003, 2004).
Il circuito neurale costituito dai nervi pelvici, dai nervi cavernosi e dai nervi pudendi nel
maschio ¢ anche responsabile delle cosiddette erezioni riflesse, indotte da stimolazione degli
organi genitali, che si verificano anche in presenza di lesioni del midollo spinale localizzate al
di sopra del tratto sacrale oltre che del riflesso bulbospongioso (sorta di iper-rigidita che si

verifica toccando il glande durante 1’erezione) (Figura 1).

e

STIMOLI [ CERVELLO ]
SESSUALI
VISIVI, UDITIVI, MIDOLLO
TATTILI SPINALE
IMMAGINATIVI

\ / T4 L2

£
1. NERVI E)\
IPOGASTRICI 52 — 54
2. CATENA
SIMPATICA PLESSO K
GANGLIARE PELVICO
3. NERVIPELVICI
4, NERVI
PUDENDI
5. NERVI
CAVERNOSI
PENE E

% 7 PPARATO GENITALE

Figura 1. rappresentazione schematica delle principali vie neurali che proiettano dal sistema nervoso centrale,
attraverso il midollo spinale all'apparato genitale maschile. L’apparato genitale maschile ¢ innervato dai nervi
pudendi che contengono le principali vie afferenti sensoriali e motorie ¢ dai nervi cavernosi che contengono le
principali vie efferenti simpatiche e parasimpatiche che originano dai plessi pelvici. Questi a loro volta sono
innervati dai nervi ipogastrici, dai nervi pelvici e dalle fibre post-gangliari che originano dai gangli
paravertebrali simpatici del tratto lombosacrale (Argiolas, 2005).

A livello locale intervengono diversi fattori che regolano la muscolatura liscia del corpo
cavernoso ¢ del corpo spongioso del pene, e tra questi sono stati identificati 3 tipi principali di
controllo neurale: il primo noradrenergico, il secondo colinergico e I’ultimo di tipo nitrergico.
Per quanto riguarda la noradrenalina, quest’ultima agendo sui recettori al stimola

I’attivazione della fosfolipasi C, aumentando cosi il metabolismo del fosfatidilinositolo in
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diacilglicerolo e inositolo trifosfato che sono responsabili della contrazione muscolare. In tal
modo i corpi cavernosi risultano contratti causando quindi flaccidita del pene. L’acetilcolina
al contrario, agendo sui recettori muscarinici, induce un rilasciamento della muscolatura liscia
dei corpi cavernosi (condizione di eccitazione). Poiché I’acetilcolina rilascia la muscolatura
liscia dei corpi cavernosi esclusivamente se 1’endotelio ¢ intatto e tale effetto rilasciante non ¢
prevenuto dai farmaci anti-muscarinici che agiscono direttamente nel corpi cavernosi, ¢ stata
ipotizzata ’azione di un terzo fattore, liberato dall’azione dell’acetilcolina sui recettori
muscarinici presenti nell’endotelio, responsabile del rilasciamento della muscolatura liscia dei
corpi cavernosi. Questo fattore ¢ stato identificato essere 1’ossido nitrico (NO) (Argiolas,
2005 e referenze ivi incluse).

L’NO si forma dalla L-arginina ad opera dell’ossido nitrico sintetasi (NOS), enzima calcio-
calmodulina dipendente presente nell’endotelio che riveste la muscolatura liscia dei corpi
cavernosi e su cui agisce 1’acetilcolina liberata dai neuroni parasimpatici (Figura 2). Una volta
formato, I’NO, attiva I’enzima guanilato ciclasi che converte il GTP (guanosina trifosfato) in
c¢GMP (guanosina monofostfato ciclico), il secondo messaggero responsabile del rilasciamento
della muscolatura liscia dei corpi cavernosi. L’azione del cGMP nei corpi cavernosi termina
ad opera della fosfodiesterasi di tipo V, la principale isoforma presente nel tessuto cavernoso.
Infatti, i farmaci pro-erettili quali il sildenafil (Viagra) inibiscono 1’azione delle
fosfodiesterasi di tipo V inibendo cosi la degradazione del GMP ciclico responsabile del
rilasciamento della muscolatura liscia dei corpi cavernosi, e quindi dell’erezione (Argiolas,

2002).
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Figura 2. Sintesi dell’ossido nitrico ad opera dell’enzima ossido nitrico sintetasi neuronale (NOS).



1.2 Controllo centrale dell’erezione peniena

Come riportato in precedenza le vie neurali ipogastriche e sacrali che regolano i tessuti erettili
penieni sono controllate da centri cerebrali superiori ma i meccanismi mediante 1 quali
vengono attivate le diverse aree cerebrali in seguito agli stimoli sessuali ancora non sono stati
completamente chiariti. Nonostante ci0, sono state identificate diverse aree cerebrali implicate
nella funzione erettile e nel comportamento copulatorio. Tra queste le piu note sono 1’area
preottica mediale, il nucleo paraventricolare dell’ipotalamo, 1’ippocampo, I’area tegmentale
ventrale, I’amigdala, il nucleo accumbens e il midollo allungato (Melis e Argiolas, 2011). In
queste strutture sono stati identificati diversi neurotrasmettitori e neuropeptidi coinvolti nel
controllo della funzione erettile. Diversi studi farmacologici sul ratto mostrano infatti come 1
neurotrasmettitori eccitatori (quali acido glutamico), la dopamina, 1’ossido nitrico, i
neuropeptidi ACTH-simili e l’ossitocina mostrano un’attivita facilitatoria sull’erezione,
mentre il GABA, la serotonina, i peptidi oppiodi e gli endocannabinoidi mostrano un’attivita
inibitoria (Meisel e Sachs, 1994; Argiolas e Melis, 2005, 2013; Giuliano e Rampin, 2000)
(Tabella 1).

Tra i1 diversi neurotrasmettitori in grado di facilitare I’erezione peniena nel topo, nel ratto, nel
coniglio e nella scimmia, 1’ossitocina ¢ sicuramente uno dei piu potenti (Argiolas et al., 1986).
Tali risultati possono essere probabilmente estesi anche all’'uomo, dove infatti ¢ stato
dimostrato che i livelli di ossitocina aumentano nel plasma in seguito a stimoli sessuali e in
seguito all’eiaculazione (Carmichael et al., 1987; Murphy et al., 1987).

L’area maggiormente sensibile all’induzione dell’erezione peniena da parte dell’ossitocina ¢ il
nucleo paraventricolare dell’ipotalamo dove la dose minima efficace ¢ di 3pmol (Melis et al.,
1986). In accordo con questi risultati, I’interazione sessuale aumenta I’espressione del c-fos,
un marcatore dell’attivazione neuronale, nei neuroni ossitocinergici del nucleo
paraventricolare che proiettano al midollo spinale responsabili del controllo dell’erezione
(Witt e Insel, 1994). Inoltre ¢ stata riscontrata una correlazione tra ratti maschi sessualmente
impotenti, ossia incapaci di copulare con una femmina recettiva, e i bassi livelli di RNA
messaggero (MRNA) per 1’ossitocina nel nucleo paraventricolare dell’ipotalamo (Arletti et al.,
1997).

Affinché I’erezione si verifichi ¢ percio necessaria 1’attivazione dei neuroni ossitocinergici nel
nucleo paraventricolare e [Dattivita di questi ultimi pud essere modulata da diversi
neurotrasmettitori che possono facilitare o inibire ’erezione. Tra questi la dopamina, acido
glutamico, ossido nitrico e ossitocina hanno un’attivita facilitatoria, mentre GABA,

5



noradrenalina, peptidi oppiodi e endocannabinoidi hanno un’azione inibitoria della
funzionalita erettile (Argiolas e Melis, 2005; Melis e Argiolas, 2011). In particolare la
somministrazione di agonisti dopaminergici come I’apomorfina nel nucleo paraventricolare
porta all’attivazione dei neuroni ossitocinergici che presentano i recettori per la dopamina. Il
nucleo paraventricolare ¢ anche ricco di terminazioni glutamatergiche e I’attivazione dei
recettori degli amminoacidi eccitatori del tipo NMDA (N-methyl-D-aspartic acid) localizzati
nei neuroni ossitocinergici porta all’attivazione di questi ultimi. Quindi un aumento

dell’attivita dei neurotrasmettitori eccitatori a livello del nucleo paraventricolare puo indurre

I’erezione.

Tabella 1.

Composto Effetto su Area cerebrale

Erezione peniena Riflessi penieni

Dopamina Facilitatorio Facilitatorio PVN, MPOA

Serotonina Inibitorio, facilitatorio® Inibitorio Midollo Spinale,
MPOA

Amminoacidi eccitatori Facilitatorio ND PVN

GABA Inibitorio Inibitorio PVN, Midollo Spinale

Ossido nitrico Facilitatorio ND PVN, MPOA

Acetilcolina Facilitatorio ND Ippocampo

Noradrenalina Inibitorio ND Ipotalamo

Ossitocina Facilitatorio ND PVN, Midollo
Spinale, Ippocampo

ACTH-MSH Facilitatorio ND APVH

Peptidi Oppioidi Inibitorio ND PVN, MPOA

Peptidi analoghi Facilitatorio ND PVN

dell’esarelina

Peptidi analoghi al VGF Facilitatorio ND PVN

Endocannabinoidi Inibitorio ND PVN

Abbreviazioni: PVN = Nucleo Paraventricolare dell’Ipotalamo; MPOA = Area Preottica Mediale; APVH = Area
Periventricolare Ipotalamica; ND = Non Disponibile; * = dipendente dal sottotipo recettoriale coinvolto.



Quanto al meccanismo attraverso cui l’ossitocina induce [’attivazione dei neuroni
ossitocinergici nel nucleo paraventricolare e la conseguente erezione peniena, si ritiene che
I’ossitocina agendo sui suoi recettori localizzati nel corpo cellulare e nei dendriti dei suoi
stessi neuroni induca un aumento del’influsso di ioni Ca®" all’interno del corpo cellulare di
questi ultimi. Gli ioni Ca”" attivano la NOS neuronale, aumentando la sintesi di NO, che a sua
volta induce, attraverso un meccanismo ancora sconosciuto, 1’attivazione dei neuroni
ossitocinergici che proiettano al midollo spinale e alle aree extraipotalamiche coinvolte nella
risposta erettile (Argiolas e Melis, 1995, 2004, 2005, 2013). Un meccanismo analogo pud
spiegare anche l’effetto stimolatorio di altri trasmettitori che inducono erezione peniena
stimolando nel nucleo paraventricolare i neuroni ossitocinergici responsabili della risposta
erettile (dopamina, acido glutamico ed altri) (Argiolas e Melis, 1995, 2004, 2005, 2013)
(Figura 3).

PVN Aree

extraipotalamiche

Dopamina
Ossitocina

Ac. Glutammico

Peptidi derivanti del VGF|
Peptidi analoghi Denls
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Bloteantider ganali ) Ca inibitor della NOS Donatori di NO sy

Di tipo N

Figura 3. Rappresentazione schematica dei neuroni ossitocinergici del nucleo paraventricolare dell’ipotalamo.
Questi neuroni quando attivati dalla dopamina, aminoacidi eccitatori e dalla stessa ossitocina stimolano
I’attivazione della NOs neuronale con conseguente aumento dell’NO. L’NO con un meccanismo ancora
sconosciuto attiva la liberazione di ossitocina nel midollo spinale e nelle aree di proiezione extra-ipotalamiche
stimolando la funzionalita erettile. Tale meccanismo viene invece inibito dal GABA, peptidi oppiodi e
endocannabinoidi.

Come sopra riportato, i neuroni ossitocinergici del nucleo paraventricolare proiettano oltre
che al midollo spinale anche ad aree cerebrali extraipotalamiche tra cui 1’area tegmentale

ventrale, il subicolo ventrale dell’ippocampo, e il nucleo posteromediale dell’amigdala.



Nell’area tegmentale ventrale, in particolare nella porzione caudale ma non in quella ventrale,
I’ossitocina ¢ in grado di stimolare I’erezione peniena in modo dose-dipendente (Melis et al.,
2007). Tale azione sembra essere mediata dai recettori ossitocinergici localizzati nei neuroni
dopaminergici che inviano proiezioni allo shell del nucleo accumbens. Similmente a quanto
avviene nel nucleo paraventricolare, ’influsso di Ca”" nei neuroni dopaminergici dell’area
tegmentale ventrale indotto dall’attivazione dei recettori ossitocinergici sul loro corpo
cellulare porta a un aumento della produzione di NO che in questo caso, a differenza del
nucleo paraventricolare, sembra essere correlato all’attivazione della guanilato ciclasi che
induce un aumento del GMPc, e questo porta a sua volta ad un aumento della liberazione di
dopamina nel nucleo accumbens (Succu et al., 2008).

Dal nucleo accumbens viene attivata una via ancora sconosciuta che porta alla stimolazione di
neuroni dopaminergici localizzati nell’ipotalamo, chiamati neuroni dopaminergici incerto-
ipotalamici (gruppi A13-A14 di Dahlstrom e Fuxe), che a loro volta stimolano i neuroni
ossitocinergici del nucleo paraventricolare che proiettano al midollo spinale e alle altre aree
extraipotalamiche (Melis et al., 2007, 2009a) stimolando la funzione erettile e il

comportamento sessuale.
.. . .. . . 2 8 .
In accordo con questi risultati, la somministrazione di d(CH,), Tyr(Me) -Orn -vasotocina (un

antagonista selettivo dei recettori ossitocinergici) o di S-metil-tio-L-citrullina (un inibitore
della NOS neuronale) nella porzione caudale dell’area tegmentale ventrale abolisce 1’erezione
peniena indotta dall’ossitocina e I’aumento della concentrazione di dopamina nello shell del
nucleo accumbens. A conferma di cio, la somministrazione di aloperidolo (un antagonista
selettivo dei recettori dopaminergici D2) nello shell del nucleo accumbens, inibisce le erezioni
peniene indotte dall’iniezione di ossitocina iniettata nell’area tegmentale ventrale (Melis et al.,
2007).

L’ossitocina, che viene invece liberata nel subicolo ventrale dell’ippocampo, induce un
aumento della trasmissione glutamatergica che probabilmente interviene nella modulazione
dell’attivita dei neuroni dopaminergici dell’area tegmentale ventrale. L’ippocampo, inoltre,
invia proiezioni glutamatergiche anche allo stesso nucleo paraventricolare che possono
attivare 1 neuroni ossitocinergici (tra cui quelli che proiettano all’area tegmentale ventrale)
stimolando quindi I’erezione (Melis et al., 2007, 2009b). Studi di microdialisi intracerebrale
hanno mostrato infatti che 1’iniezione di ossitocina nel subicolo ventrale dell’ippocampo

induce un aumento delle erezioni peniene e della concentrazione extracellulare di NO e acido
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Figura 4. Rappresentazione schematica dell’ipotetico circuito neurale che tramite il coinvolgimento
dell’ossitocina regola il comportamento sessuale e 1’erezione peniena. I neuroni ossitocinergici che originano nel
nucleo paraventricolare se stimolati dalla dopamina o dall’acido glutamico facilitano 1’erezione peniena e il
comportamento sessuale attraverso 1’attivazione dei neuroni ossitocinergici che proiettano al midollo spinale. La
dopamina e 1’acido glutamico nel nucleo paraventricolare attivano anche neuroni ossitocinergici che proiettano
all’area tegmentale ventrale, il che attiva il sistema mesolimbico, stimolano la liberazione di dopamina nel
nucleo accumbens. Dal nucleo accumbens viene attivata una via ancora sconosciuta che induce un aumento
dell’attivita nei neuroni dopaminergici incerto-ipotalamici che originano dai gruppi A13-14 di Dahlstrom e Fuxe
che a loro volta attivano i neuroni ossitocinergici presenti nell’ipotalamo, compresi quello che proiettano al
midollo spinale stimolando cosi 1’erezione. Questo circuito pud essere attivato anche dalla stimolazione del
subicolo ventrale e dell’amigdala da parte delle terminazioni ossitocinergiche provenienti dal nucleo
paraventricolare attraverso I’attivazione diretta o indiretta dell’area tegmentale ventrale da parte dell’acido
glutamico portando anche in questo caso alla modulazione del comportamento sessuale e erezione peniena. In
generale, questo circuito puo essere attivato da stimoli sessuali e feromoni (che attivano il rilascio di dopamina e
acido glutamico non solo nel nucleo paraventricolare ma anche nell’area preottica mediale, quindi pud avere una
rilevanza nei processi fisiologici di regolazione della funzione erettile e del comportamento sessuale (Melis e
Argiolas, 2011).

glutamico non solo nello stesso subicolo ventrale, ma anche nell’area tegmentale ventrale
(Melis et al., 2010), e tale aumento ¢ correlato a un aumento della concentrazione di

dopamina nello shell del nucleo accumbens (Melis et al., 2007). Anche in questo caso le

2

risposte prodotte dall’iniezione di ossitocina vengono antagonizzate dalla d(CH,),Tyr(Me) -
8

Orn -vasotocina e dalla S-metil-tio-L-citrullina iniettate nel subicolo ventrale dell’ippocampo

prima dell’ossitocina. Inoltre, a conferma di quest’ipotesi, 1’iniezione di NMDA all’interno

del subicolo ventrale induce un aumento dell’erezioni peniene (Melis et al., 2010).



In conclusione, I’attivazione della via dopaminergica mesolimbica puod essere o diretta
mediante D’attivazione dei recettori ossitocinergici localizzati sui neuroni dopaminergici
nell’area tegmentale ventrale, o indiretta attraverso le proiezioni glutamatergiche
dall’ippocampo alle diverse aree cerebrali (principalmente area tegmentale ventrale e nucleo
paraventricolare). Questo circuito quindi svolge un ruolo essenziale non solo nella fase
consumatoria ma anche nella motivazione sessuale ¢ nei meccanismi di rinforzo (Melis ¢

Argiolas 2011) (Figura 4).

1.3 L’ossitocina

L’ossitocina ¢ un ormone peptidico costituito da 9 amminoacidi (Cysi-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys6-

Pro-Leu-Gly-NH?2) che presenta un ponte disolfuro tra la cisteina 1 e 6 e si differenzia dal suo
omologo, la vasopressina (ormone antidiuretico), per soli 2 amminoacidi in posizione 3 e 8
(Figura 6). I geni che codificano per 1’ossitocina e la vasopressina sono considerati geni
ancestrali, infatti si sono ben conservati durante 1’evoluzione e sono stati trovati in diverse
specie animali, dagli invertebrati ai mammiferi (Caldwell e Young, 2006; Donaldson e

Young, 2008; Grinevich et al, 2016; Calcagnoli et al, 2014).
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Figura 5. Formula di struttura dell’ossitocina

L’ossitocina venne scoperta nel 1906 da Sir Henry Dale, il quale osservo che estratti ottenuti
dall’ipofisi posteriore umana inducevano la contrazione dell’utero in una gatta gravida.
Cinquant’anni dopo questa scoperta, I’ossitocina venne per la prima volta isolata, sequenziata
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e sintetizzata da Vincent du Vigneaud (du Vigneaud et al.,1953, 1954), a cui fu dato il premio
Nobel 2 anni dopo.

Sintetizzata maggiormente nei corpi cellulari dei neuroni magno cellulari e parvocellulari dei
nuclei sopraottici e paraventricolari dell’ipotalamo, 1’ossitocina viene trasportata nell’ipofisi
posteriore da cui viene poi liberata nel circolo sanguigno per svolgere le sue funzioni
ormonali periferiche. Inoltre, numerosi studi mostrano la presenza di neuroni ossitocinergici
anche in alcune aree che circondano il nucleo paraventricolare, quali la regione
periventricolare dell’ipotalamo, 1’area preottica mediale, il nucleo del letto della stria
terminale (BNST) e il nucleo subcommissurale laterale (Jirikowski et al., 1988; Mercier et al.,
1987; Argiolas e Gessa, 1991). Nelle regioni extraipotalamiche cerebrali 1’ossitocina ha il
ruolo di neurotrasmettitore/neurormone, infatti si trova localizzata all’interno di vescicole
sinaptiche da cui viene rilasciata tramite un meccanismo Ca”"-dipendente in seguito a stimoli
fisiologici o farmacologici. Studi neuroanatomici e immunocitochimici mostrano che il
nucleo paraventricolare contiene 2 tipologie di neuroni ossitocinergici, i neuroni
magnocellulari che come descritto sopra, proiettano alla neuroipofisi da cui I’ormone viene
poi rilasciato nel circolo sanguigno, e i neuroni parvocellulari che inviano invece proiezioni in
aree extraipotalamiche, come ’area tegmentale ventrale, I’ippocampo, 1’amigdala, il BNST e
il midollo spinale. Inoltre, ¢ nota la presenza di ossitocina anche in diversi tessuti periferici
quali cuore, midollare del surrene, timo, pancreas, adipociti, placenta, ovaio, cellule
interstiziali di Leydig del testicolo, dove esercita un ampio spettro di effetti agendo sia come
ormone che come neurotrasmettitore. Infatti, durante il parto, i livelli di mRNA
dell’ossitocina nell’utero di ratto aumentano enormemente e questo potrebbe essere dovuto ad
un rilascio paracrino di ossitocina (vedi Insel et al, 1997). Sebbene 1’ossitocina prodotta a
livello periferico non attraversi facilmente la barriera ematoencefalica, ad oggi non ¢ ancora
chiaro se I’ossitocina rilasciata a livello centrale e quella rilasciata nel sangue si combinino e
agiscano in maniera sinergica, cosi come non sono ancora state completamente chiarite le vie
attraverso cui l’ossitocina, rilasciata a livello centrale, interviene in specifici aspetti
comportamentali (Grinevich et al., 2016).

Inizialmente 1’ossitocina era conosciuta soprattutto per il suo ruolo ormonale, a livello
periferico, nella contrazione della muscolatura liscia uterina durante il parto e delle cellule
mioepiteliali durante 1’allattamento, ma la presenza delle proiezioni ossitocinergiche nelle
diverse aree cerebrali ha portato gli studiosi a indagare il ruolo dell’ossitocina nel sistema
nervoso centrale nelle suddette aree (Argiolas e Gessa, 1991; Insel e Shapiro, 1992; Love,

2014), dove risulta essere coinvolta nella regolazione di diverse funzioni legate (i) alla sfera
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sociale quali i legami di coppia, il comportamento materno, ansia, aggressivita e il
comportamento sessuale (Argiolas e Melis, 2004, 2005, 2013; Pedersen et al., 1992, 1997;
Insel et al., 1997; Giovenardi et al., 1998), (ii) alla sfera cognitiva, quali memoria e
apprendimento, e (iii) alla sfera non sociale, quali la assunzione di cibo, la respirazione, la
digestione, 1’attivita cardiaca, il bilancio energetico, la termoregolazione, la natriuresi, la
regolazione endocrina ed immunitaria e la percezione del dolore (Argiolas e Gessa, 1991;
Petersson, 2002; Yang et al., 2013), sia nel ratto che nell’'uomo. Inoltre, vista I’esistenza di
una interazione tra sistema ossitocinergico e sistema dopaminergico, non ¢ da escludere un
coinvolgimento dell’ossitocina anche in diversi disturbi psichiatrici come autismo,
depressione maggiore, dipendenza da sostanze d’abuso e anoressia/bulimia (Parker et al.,
2017; Guastella and Hickie, 2016; Lien et al., 2017; Monteleone et al., 2015; Baskerville e
Douglas, 2010).

1.4 I recettori ossitocinergici

Sia a livello centrale che a livello periferico, I’ossitocina svolge la sua azione attraverso il
legame con 1 recettori ossitocinergici (OXTR) di tipo uterino, che sono costituiti da una catena
polipeptidica di 388 amminoacidi nel ratto e 389 amminoacidi nell’'uomo e appartengono alla
super-famiglia dei recettori accoppiati a proteina G (GPCR) con 7 domini transmembrana, 3
intracellulari e 3 extracellulari (vedi Caldwell et al., 2008). Tale recettore pud essere
accoppiato a diverse forme della proteina G che attivano diverse vie intracellulari
probabilmente dipendenti dalla differente espressione, centrale o periferica, del recettore. A
livello centrale, il legame dell’ossitocina con il suo recettore, porta all’attivazione della
fosfolipasi C che scinde il fostatidilinositolo 4,5-bisfosfato in inositolo 1,4,5-fosfato e
diacilglicerolo, due secondi messaggeri che regolano il rilascio di Ca’” dal reticolo
endoplasmatico (Caldwell et al., 2008).

La distribuzione e la regolazione dei recettori ossitocinergici nel cervello ¢ stata ampiamente
studiata nel ratto tramite ['utilizzo dell’autoradiografia, inizialmente utilizzando
[*H]ossitocina e successivamente ’antagonista selettivo iodinato, la (d(CH,)s-[Tyr(Me)?, Tyr-
NH29]0rn®*VT). Tramite questi studi & stata descritta la presenza dei recettori ossitocinergici
in diverse aree cerebrali, quali il nucleo olfattorio, 1’amigdala, il nucleo ventromediale
dell’ipotalamo, il subicolo e il BNST (Figura 6). L’espressione di tali recettori varia da specie
a specie e pud essere regolata da diversi fattori, tra cui gli ormoni steroidei (estrogeno,

progesterone e testosterone), ma anche da citochine pro-infiammatorie quali 1’interleuchina-6
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e I’interleuchina-1 (Insel et al., 1997; Kimura et al., 2003). Infatti nelle regioni ricche di
recettori ossitocinergici ¢ stata riscontrata un elevata concentrazione di recettori per gli

estrogeni (Pfaff e Keiner, 1973).
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Figura 6. Distribuzione dei recettori e delle fibre ossitocinergiche nell’encefalo di ratto

Abbreviazioni: AH= ipotalamo anteriore; AON= nucleo olfattivo anteriore; bIMAY= amigdala basolaterale;
BNST= nucleo del letto della stria terminale; HIP= ippocampo; LS= setto laterale; NAcc= nucleus accumbens;
meAMY= amigdala mediale; PAG= grigio periacqueduttale; Str= striato; VTA= area tegmentale ventrale
(adattata da Grinevich et al., 2016).

1.5 Nucleo del letto della stria terminale (BNST)

I1 BNST, dall’inglese bed nucleus of the stria terminalis, € una struttura limbica complessa ed
eterogenea, che gioca un ruolo importante nella risposta autonomica, neuroendocrina e
comportamentale (Forray e Gysling, 2004; Crestani et al., 2013; Lebow e Chen, 2016; Kash et
al, 2015). Venne descritto inizialmente nel 1923 da Johnston come una struttura di materia
grigia che circonda la stria terminale da cui si estende rostralmente e caudalmente. La regione
caudale descritta da Johnston ¢ ora descritta come parte dell’amigdala, mentre la regione
rostrale ¢ definita ora nucleo del letto della stria terminale.

Questa struttura si trova in posizione ventrale rispetto al setto laterale e dorsale rispetto
all’area preottica dell’ipotalamo circondando la commessura anteriore. Il fatto che il BNST
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formi un continuum con 1’amigdala ha portato Heimer e colleghi a considerare tale struttura
come parte della cosi detta “amigdala estesa”, un insieme di regioni spesso riportate come una
singola entita, basata sul fatto che ontogenesi, citoarchitettura, chemorecettori e connessioni
strutturali sono simili (Alheid e Heimer, 1988; Heimer e Alheid, 1991). Nei roditori il BNST
¢ costituito da 18 subregioni, ma viene primariamente suddiviso nella divisione anteriore e in
quella posteriore (Bota et al., 2012; Ju e Swansons, 1989).

Questo lavoro di tesi si ¢ focalizzato sulla divisione anteriore del BNST che viene
ulteriormente suddivisa in area anterodorsale, anterolaterale e anteroventrale (Ju e Swansons,
1989). La porzione anteriore del BNST ¢ ampiamente e reciprocamente connessa con altre
strutture limbiche (per esempio i nuclei centrali e mediali del’amigdala, I’area preottica
mediale e ventromediale dell’ipotalamo) mentre la porzione anterolaterale e mediale sono
connesse con il nucleo centrale dell’amigdala, il nucleo del tratto solitario, la sostanza grigia
periacqueduttale, 1’area tegmentale ventrale, la zona periventricolare dell’ipotalamo e i suoi
nuclei (per esempio, nuclei paraventricolare, dorsolaterale e dorsomediale) (Cullinan et al.,
1993, Dong et al., 2001, 2006a,b,c). I BNST riceve inoltre proiezioni dalla corteccia
prefrontale mediale (principalmente quella infralimbica) (Jalabert et al., 2009). Queste
connessioni hanno portato a considerare il BNST come la chiave che collega le strutture
limbiche mesencefaliche con I’ipotalamo e le regioni del tronco dell’encefalo coinvolte nelle
funzioni autonome e neuroendocrine cosi come nelle diverse risposte comportamentali, dal
comportamento ingestivo al comportamento sociale e sessuale, nei processi di ricompensa
fino alle risposte adattative allo stress, paura, risposta agli stimoli nocivi e abuso di sostanze
negli animali da laboratorio (Carboni et al., 2000; Dong e Swanson, 2003, 2004, 2006a,b,c;
Radley e Sawchenko, 2011; Petrulis, 2013, Crestani et al., 2013, Stamatakis et al., 2014;
Maejima et al., 2015) e persino nei disturbi psichiatrici nell’'uomo (Lebow e Chen, 2016). 11
controllo delle attivita fisiologiche e comportamentali esercitato dal BNST ¢ mediato
dall’azione locale di numerosi neurotrasmettitori e neuropeptidi presenti in tale nucleo. Tra
questi sono inclusi GABA, acido glutamico, noradrenalina, dopamina, serotonina, NO,
corticotropin-releasing factor (CRF) e ossitocina (Crestani et al., 2013, Forray e Gysling,
2004, Hott et al., 2017, Daniel e Rainnie, 2016).

E’ stata infatti rilevata la presenza di terminazioni glutamatergiche all’interno del BNST
provenienti soprattutto dal subicolo ventrale dell’ippocampo e dalla regione infralimbica della
corteccia prefrontale mediale (mPFC) (Walaas et al., 1979; Cullinan et al., 1993). Inoltre,
numerosi studi neuroanatomici mostrano come la maggior componente neuronale del BNST

sia di tipo GABAergico (90%) (Sun et al., 1993), mostrando la presenza sia di proiezioni
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afferenti provenienti soprattutto dalla amigdala centrale e mediale, sia di proiezioni efferenti
di ritorno dirette all’area tegmentale ventrale, al subiolo ventrale e all’amigdala e infine di
interneuroni GABAergici intrinseci al BNST (Dong et al., 2001). La componente maggiore
delle afferenze al BNST invece ¢ di tipo noradrenergico (Phelix et al., 1992), infatti il BNST
risulta essere uno dei target con maggior innervazione noradrenergica. Studi di
elettrofisiologia mostrano che tali afferenze esercitano un ruolo inibitorio sull’attivita dei
neuroni del BNST. Infatti, ¢ stato dimostrato che i neuroni noradrenergici localizzati nel locus
coeruleus e nel tronco encefalico presentano un’attivita spontanea, suggerendo che
probabilmente esiste un rilascio tonico di noradrenalina all’interno del BNST che regolerebbe
I’output neuronale del BNST stesso (Forray e Gysling e referenze ivi incluse).

La noradrenalina rilasciata nel BNST, proveniente soprattutto dal nucleo del tratto solitario e
dal gruppo cellulare Al localizzato nel tronco encefalico, facilita la risposta allo stress
attraverso una “up-regulation” dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene (Park et al., 2015; Forray e
Gysling, 2004). Inoltre ¢ stato osservato che sono presenti terminazioni noradrenergiche che
fanno sinapsi con i dendriti di neuroni contenenti CRF e una parte di tali neuroni invia
proiezione al nucleo paraventricolare (Phelix et al., 1994). E stata infatti riportata la presenza
di fibre CRFergiche e di recettori del titpo CRF-1 e CRF-2 all’interno del BNST, coinvolte
probabilmente nelle risposte comportamentali agli stimoli avversi e allo stress. Infatti, il
BNST esercita un ruolo fondamentale nella regolazione dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene
durante la risposta allo stress (Walker et al., 2009; Cadeddu et al., 2014).

Tra le catecolamine svolge un importante funzione anche una componente dopaminergica
presente nel BNST, che risulta essere implicata nella regolazione di diverse funzioni. Per
esempio, ¢ stato riportato che il nucleo ovale del BNST ¢ densamente innervato da fibre
dopaminergiche che provengono dall’area tegmentale ventrale, e tali innervazioni sono
implicate nel controllo del comportamento di auto-somministrazione di sostanze d’abuso
come la cocaina, ma anche nell’assunzione di etanolo nei ratti dipendenti da questa sostanza
(Phelix et al., 1992; Scibilia et al., 1992; Freedman ¢ Cassell, 1994; Hasue ¢ Shammah-
Lagnado, 2002; Meloni et al., 2006; Krawczyk et al.,2011). Infatti, ¢ stato dimostrato che
microiniezioni di SCH-23390, un antagonista dei recettori dopaminergici D1, riduce
I’assunzione di etanolo e cocaina in ratti dipendenti, a dispetto del fatto che in alcuni studi sia
stata riscontrata una scarsa presenza di recettori dopaminergici D1 nel BNST (Krawczyk et
al.,2013).

Inoltre, il fatto che il BNST faccia parte del sistema limbico e sia coinvolto nella regolazione

delle emozioni e dei comportamenti motivati, e che la dopamina sia coinvolta nella
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motivazione e nell’anedonia, potrebbero far supporre che il BNST possa essere coinvolto
anche in patologie psichiatriche come la depressione (Alheid et al. 1998). Come mostrato di
recente (Cadeddu et al., 2014), la somministrazione in acuto per via sistemica di farmaci
antidepressivi, induce un aumento della concentrazione extracellulare di noradrenalina e
dopamina nel dializzato del BNST.

Per quanto riguarda i neuropeptidi, ’ossitocina e 1 suoi recettori risultano ampiamente
distribuiti all’interno del BNST, e la loro presenza sembra essere coinvolta nella regolazione
di diverse risposte comportamentali soprattutto relative ai legami sociali e alla cura della prole
(Insel, 1992). Infatti, uno studio sulle arvicole di prateria ha rilevato un aumento
dell’espressione dei recettori ossitocinergici negli animali che intraprendevano legami
monogami rispetto a quelli poligami (Insel e Shapiro, 1992). Inoltre, durante la cura della
prole ¢ stato verificato un aumento del rilascio di ossitocina all’interno del BNST, il che
conferma quindi il ruolo fondamentale di questo neuropeptide nei legami sociali e nel
comportamento materno. E interessante notare come il rilascio di ossitocina nel BNST sia
anche coinvolto in comportamenti anti-sociali come ’aggressivita. Nello studio condotto da
Calcagnoli e colleghi (2014) ¢ stato infatti dimostrato come nei ratti maschi eccessivamente
aggressivi vi ¢ un aumento dell’espressione dei recettori ossitocinergici. Questi studi
dimostrano quindi che 1’ossitocina all’interno del BNST funziona come neuromodulatore
nell’attivazione delle diverse popolazioni neuronali all’interno del BNST, paretecipando in
diverse risposte comportamentali.

La presenza dell’ossitocina e dei recettori ossitocinergici nel BNST (Sawchensko et al., 1984,
Wilson et al., 2005, Calcagnoli et al., 2014; Dumais et al., 2016) e il fatto che i neuroni
ossitocinergici nel cervello originano dal nucleo paraventricolare dell’ipotalamo e regioni
periventricolari circostanti (Sawchensko e Swanson, 1983) assieme al ruolo ben conosciuto
dell’ossitocina sull’erezione peniena e comportamento sessuale (vedi Argiolas e Melis, 2004,
2005, 2013; Gil et al., 2011, 2013), suggeriscono un probabile coinvolgimento dell’ossitocina
paraventricolare nel BNST negli effetti sessuali che si verificano in seguito a stimolazione o
lesione del BNST. A tale riguardo; uno studio eseguito mediante 1’utilizzo di Fluoro-gold (un
tracciante neuronale retrogrado) ha mostrato che sono presenti delle vie di proiezione
dall’area preottica mediale al BNST dove vi ¢ anche un aumento dell’espressione del c-fos
(marcatore di attivitd neuronale) durante il comportamento sessuale nel ratto, avvalorando
I’ipotesi che il BNST sia coinvolto nella regolazione del comportamento sessuale (Majeima et
al., 2015; Coolen et al., 1996, 1998). Inoltre, un altro studio ha mostrato che la stimolazione

elettrica del BNST induce erezione peniena sia nei ratti non anestetizzati che nei ratti
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anestetizzati, anche se in misura minore (Iwasaki et al., 2010), mentre lesioni chimiche
citotossiche o con radiofrequenze sono in grado di indurre una marcata riduzione nelle
erezioni senza contatto, che si possono osservare nei ratti maschi esposti a una femmina
recettiva ma inaccessibile (Liu et al., 1997a,b). Tuttavia, le lesioni sopra descritte hanno un
effetto minore sulle erezioni riflesse (indotte dalla stimolazione locale del pene) e in alcuni

aspetti del comportamento copulatorio (Valcourt e Sachs, 1979; Liu et al., 1997a,b).

1.6 Microdialisi intracerebrale

Fino agli anni 60-70 gli studi di neurochimica potevano essere effettuati esclusivamente su
tessuti post-mortem, ma con I’avvento della microdialisi € ora possibile il campionamento in
vivo dei diversi neurotrasmettitori cerebrali e dei loro metaboliti in animali svegli e liberi di
muoversi (freely moving). Questa procedura sperimentale ¢ risultata essere di fondamentale
importanza nel campo delle Neuroscienze. Infatti, questa metodica permette di studiare, tra gli
altri, le variazioni dell’attivita di un dato neurotrasmettitore in condizioni fisiologiche e
farmacologiche, per esempio durante il verificarsi di uno specifico comportamento, o in
seguito alla somministrazione di un farmaco sia per via sistemica, ma anche direttamente
nell’area di interesse, verificandone sia gli effetti locali che comportamentali.

La microdialisi si realizza attraverso 1’utilizzo di fibre da microdialisi (probes), costituite da
una membrana semipermeabile caratterizzata da un cut-off specifico, che permette il
passaggio di molecole di piccole dimensioni (come i1 neurotrasmettitori) secondo gradiente di
concentrazione, quindi dallo spazio extracellulare all’interno della membrana che viene
costantemente perfusa con un liquido cerebrospinale artificiale (tipicamente una soluzione
Ringer) per mezzo di una pompa a un flusso costante (Figura 7).

Tramite questa tecnica ¢ possibile raccogliere campioni di dializzato ad intervalli di tempo
regolari, per periodi anche molto lunghi o relativamente brevi e quindi mettere in relazione le
concentrazioni extracellulari delle sostanze oggetto di studio (per esempio neurotrasmettitori)
con particolari variabili sperimentali, sia di tipo farmacologico che comportamentale (Di

Chiara et al., 1996).
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Figura 7. Rappresentazione schematica di una fibra da dialisi a U.
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2. SCOPO DELLA RICERCA

Alla luce delle evidenze sopra descritte, in questo lavoro di tesi ho studiato il ruolo
dell’ossitocina iniettata nel BNST allo scopo di verificare il coinvolgimento di tale nucleo nel
complesso circuito che controlla la funzione erettile e il comportamento sessuale e,
eventualemente, dello sbadiglio. A tal fine sono state effettuate quindi delle manipolazioni
farmacologiche mediante I’utilizzo diretto di ossitocina da sola o in combinazione con
antagonisti dei principali sistemi neurotrasmettitoriali presenti in quest’area (vedi sopra) allo
scopo di studiarne I’interazione con I’ossitocina nella regolazione della funzione erettile e
dello sbadiglio. Successivamente, ad ulteriore conferma dei risultati comportamentali ottenuti
dagli studi con le microiniezioni, sono stati effettuati ulteriori studi comportamentali
abbinando a questi la tecnica della microdialisi/microiniezione nella stessa area per
determinare se gli effetti dell’ossitocina sull’erezione peniena e sullo sbadiglio fossero
correlati a modificazioni nelle concentrazioni di acido glutamico e di ioni NO;" (un indicatore
della produzione di NO nei liquidi biologici privi di sangue) nel BNST. I risultati ottenuti
suggeriscono che l’ossitocina iniettata nel BNST induce erezione peniena e sbadiglio

attivando in particolare la trasmissione glutamatergica.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Animali

Per tutti gli esperimenti sono stati utilizzati ratti maschi Sprague Dawley (250-300g) (Envigo,
S.Pietro Natisone, Italia). Gli animali sono stati stabulati in gabbie da 4 animali ciascuna in
condizioni di temperatura (24°C) e umidita (60%) controllata, ciclo luce/buio dalle 08:00 alle
20:00 e con acqua e cibo ad libitum. Prima dell’inizio degli esperimenti i ratti sono stati
manipolati per circa una settimana. Gli esperimenti sono stati eseguiti tra le 10:00 e le 14:00 e
in accordo con le linee guida delle Direttive della Comunita Europea del 22 settembre 2010
(2010/63/EU) e con la Legislazione Italiana (D.L. 4 Marzo 2014, n. 26), e approvati dal

Comitato Etico per la Sperimentazione animale dell’Universita di Cagliari.

3.2 Farmaci e peptidi

Ossitocina, argg-vasopressina, aloperidolo, SCH-23390 (R(+)-7-Cloro-8-idrossi-3-metil-1-
fenil-2,3,4,5-tetraidro-1H-3-benzazepina hydrochloride), SMTC (S-metil-L-tio-citrullina
acetato), faclofen, bicucullina methochloride, CP 376395 hydrochloride [N-(1-etilpropil)-3,6-
dimetil-2-(2,4,6-trimetilfenossi)-4-piridinamina hydrochloride], e astressina 2B (Ac-Asp-Leu-
Ser-Phe-His-a-metil-Leu-Leu-Arg-Lys-Nle-Ile-Glu-Ile-Glu-Lys-GIn-Glu-Lys-Glu-Lys-Gln-

GlIn-Ala-cyclo(Glu-Asn-Asn-eLys)-Leu-Leu-Leu-Asp-o-metil-Leu-Ile-NH») sale trifluoro-
acetato sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich (S. Louis, MO, USA); (+)-MK-801
[(5R,10S)-(+)-5-metil-10,11-diidro-5H-dibenzo-[a,d]ciclo-epten-5,10-imina idrogeno
maleato] e 6-ciano-7-nitroquinossalina-2,3-dione sale disodico (CNQX) dalla Research

Biochemicals International (Natick, MA, USA); d(CH2)5Tyr(Me)z-OrnS-Vasotocina dalla

Bachem AG (Bubendorf, CH). Tutti gli altri reagenti sono stati acquistati da fonti

commerciali.
3.3 Microiniezioni

Al fine di eseguire le microiniezioni nel BNST ¢ stata impiantata unilateralmente una cannula
guida (22 gauge) (PlasticOne, Roanoke, VA, USA) nel cranio del ratto (coordinate:
antero/posteriorita: da 0.0 mm a -0.4 mm, lateralita: 1.4 mm dal bregma e ventralita: 2.0 mm

dalla teca cranica) (Paxinos e Watson, 2004) utilizzando la chirurgia stereotassica (Stoelting
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Co., Wood Dale, IL, USA) sotto anestesia con isoflurano (1.5-2%) (Vetfluarane (100mg/g),
Virbac). Al termine dell’operazione gli animali sono stati trattati con un antibiotico (Baytril
(25 mg/ml), Bayer) e un antiinflammatorio (Orudis fiale, 2mg/ml, Sanofi Aventis) per via
sottocutanea al fine di limitare il rischio di infezioni e infiammazioni post-operatorie.
Successivamente alla chirurgia ai ratti sono stati dati 5 giorni di recupero. Per effettuare le
microiniezioni ¢ stata utilizzata una cannula da microiniezione (28 gauge) che fuoriusciva per
6 mm dall’estremita interna della cannula guida, e collegata con un tubicino in polietilene a
una siringa Hamilton da 10 pL. La siringa ¢ stata a sua volta collegata a una pompa da
microinfusione CMA/100 (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) che consente la
somministrazione delle sostanze (peptidi e/o farmaci) secondo parametri precedentemente
impostati dall’operatore (in questo caso: un flusso di 0.2 pl/min e sostanze disciolte in un
volume di 0.3 — 0.5 pl). L’ossitocina e gli antagonisti d(CH,)sTyr(Me)*-Orn®-vasotocina,
SCH-23390, SMTC, (+)-MK-801, CNQX, bicucullina, faclofen, CP 376395 e astressina 2B
sono stati discolti e diluiti in soluzione salina mentre 1’aloperidolo ¢ stato disciolto utilizzando
acido acetico e diluito in acqua bidistillata e successivamente portato a un pH di 4.5-5.0
utilizzando NaOH 1 M.

I1 giorno dell’esperimento i ratti sono stati posizionati singolarmente in gabbie di Plexiglas (
45 x 30 x 30 cm) 30 minuti prima dell’inizio del test (fase di adattamento). Durante gli
esperimenti effettuati per determinare la curva dose/risposta dell’ossitocina, ai ratti ¢ stata
somministrata nel BNST o [’ossitocina alle diverse concentrazioni o il veicolo (soluzione
salina) tramite la cannula da microiniezione. Quando invece sono stati effettuati gli
esperimenti con gli antagonisti (d(CHz)sTyr(Me)z-Orng-Vasotocina, I’S-metil-tio-L-citrullina,
I’aloperidolo, I’'SCH-23390, 1’(+)-MK-801), questi sono stati iniettati nel BNST 15-20 minuti
prima della somministrazione dell’ossitocina. E stata utilizzata la stessa procedura anche per
I’NMDA. La cannula ¢ stata rimossa dal sito di iniezione dopo 30 secondi dall’avvenuta
iniezione per consentire una diffusione ottimale del farmaco. Dopo il trattamento con
ossitocina 0 NMDA 1 ratti sono stati osservati per 60 minuti e sono stati registrati gli episodi
di erezione peniena e sbadiglio. L’erezione, solitamente accompagnata da grooming genitale e
flessione delle anche, ¢ stata registrata ogni volta che il pene emergeva dalla guaina peniena.
Gli sbadigli sono stati registrati (con o senza stretching) quando i ratti mantenevano la bocca

aperta per almeno 1-2 secondi.
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3.4 Microiniezioni e microdialisi

Per eseguire sia le microiniezioni che la microdialisi nello stesso ratto, sono state utilizzate
delle cannule da dialisi verticali a forma di U realizzate in laboratorio e costituite sia da una
porzione dializzante che da una porzione che permette la microiniezione delle sostanze. Per la
realizzazione di queste cannule, due tubicini in silica capillare fusa sono stati inseriti in una
membrana dializzante semipermeabile in copolimero di acrilonitrile - sodio metallil sulfonato
(AN69 HF, con valore di cut-off in vivo compreso tra 35 e 40 kDa; Hospal, Bologna, Italia)
della lunghezza di circa 4 mm e con finestra di dialisi attiva di circa 2 mm di lunghezza,
precedentemente chiusa ad un’estremita con colla epossidica resistente all’acqua. L’estremita
libera di ciascuno dei due tubicini in silica capillare fusa ¢ stata quindi inserita all’interno di
due supporti tubolari in metallo ottenuti a partire da un ago da iniezione in acciaio
inossidabile del diametro di 22 G. I tubicini in silica capillare fusa sono stati quindi incollati
al supporto in metallo con la colla epossidica. La sonda da microdialisi ¢ stata poi incollata,
con la medesima colla epossidica, ad una cannula da microiniezione realizzata con un
tubicino in silica capillare fusa la cui estremita inferiore terminava strettamente adiacente alla
membrana da dialisi, I mm sopra il livello del margine inferiore della finestra da dialisi.
L’intera struttura ¢ stata infine stabilizzata con dell’acciaio liquido (Melis et al., 1996, 1998).

La cannula da dialisi ¢ stata perfusa con soluzione Ringer contenente da 147mM NaCl, 3mM
KCl e 1.2mM CaCl,, pH 6.5, a un flusso costante di 2.5 pL/minuto tramite 1’utilizzo di una
pompa da microinfusione Stoelting 200 (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA). Dopo un
periodo di un ora di perfusione per equilibrare il perfusato con il liquido extracellulare, sono
state raccolte 4 aliquote di 37.5 pL ciascuna ogni 15 minuti mediante 1’utilizzo di tubicini in
polietilene. Dopo la raccolta delle 4 aliquote nelle condizioni basali sono state iniettate
’ossitocina o la salina tramite la cannula da microiniezione nel BNST in un volume di 0.3 uL
in 2 minuti. Negli animali che hanno ricevuto la d(CH,)sTyr(Me)*-Orn®-vasotocina
quest’ultima ¢ stata disciolta in soluzione salina e iniettata in volume di 0.3 pL in 2 minuti 15
minuti prima dell’iniezione dell’ossitocina. I ratti sono stati poi osservati per 60 minuti dopo
il trattamento e sono state raccolte altre 4 aliquote di 37.5 pL ciascuna ogni 15 minuti.

Durante questo periodo sono stati osservati e registrati gli episodi di erezione e gli sbadigli.
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3.5 Determinazione della concentrazione di acido glutamico nel dializzato

del BNST

Per la misurazione della concentrazione di acido glutamico nel BNST, i campioni sono stati
preparati utilizzando 5 pL di dializzato e aggiungendo 5 pL di HCIO4 30 mM dopo
derivatizzazione pre-colonna con ortoftalaldialdeide e 2-mercaptoetanolo, mediante
cromatografia liquida ad alta pressione (HPLC). L’HPLC era equipaggiato con una colonna
Supelco C18 (dimensione delle particelle di 5 pm) di 15 x 0.4 cm accoppiato a un rilevatore
spettrometrico a fluorescenza (lunghezza d'onda di eccitazione: 340 nm; Lunghezza d'onda di
emissione: 450 nm; Spettrofluorimetro SFM 25, Kontron, Milano, Italia), mediante 1’utilizzo
di un iniettore automatico. La fase mobile era costituita da tampone fosfato 0.1 M a pH 6.2
contenente metanolo al 30% v/v a un flusso di 1 mL/minuto. La sensibilita del metodo era di

10 nM.

|r|“|
Lo
|
= o
NO,- + |/ | — |
= :‘}[ =
S0, MH, S0,MH,
Sulfanilamide
N v, Mg s AN
M NH MH

;’J\ r:f;"L“‘- = ,e’*'l\-r’“a
QO — )

gy

-
SO,MH, N
lone diazonio  N-(1-naftiljetilendiammina /T
g
L:}.ENHj

dmax =540mm

Figura 8: Reazione di Griess.
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3.6 Determinazione della concentrazione degli ioni NOz- nel dializzato del

BNST

La produzione di NO da parte della NOS ¢ stata determinata misurando la concentrazione
degli ioni nitrito (NO") nel dializzato del BNST tramite una modificazione della reazione di
Griess (vedi Melis et al, 1996). L'NO ha infatti una breve emivita (1-2 secondi) e reagendo
immediatamente con l'ossigeno presente nei liquidi biologici senza sangue si trasforma in ioni
NO;". In breve, gli ioni NO, presenti nel dializzato sono stati usati per la diazotazione della
sulfanilammide e la successiva reazione di copulazione con I’ N-(1-naftil)-etilen-diammina
(reattivo di Griess) (Figura 8). A 25 pL di dializzato per ogni campione sono stati aggiunti 25
uL di una soluzione tampone al 0.3% di NH4Cl contenente 0.07% di EDTA a pH 8.0-8.5
(Carrier Solution) e 50 pL di una Reagent Solution contenente 0.1% di sulfanilammide,
0.01% di N-(1-naftil)-etilen-diammina e 1% di HCI. I campioni sono stati vortexati per circa
5 secondi ciascuno e messi in incubazione in un bagno termostatato a 60 °C per 30 minuti. La
curva standard di calibrazione ¢ stata preparata utilizzando una soluzione di NaNO, a
concentrazioni note (da 0.1 a 30 uM) per ogni determinazione.

Il colorante azoico formatosi ¢ stato poi analizzato tramite HPLC attraverso I’impiego di un
HPLC Waters 1525 (Binary HPLC Pump) accoppiato ad un detector con lampada a lunghezza
d’onda variabile Waters 2487 (Dual A Absorbance Detector) impostato per registrare
I’assorbanza alla lunghezza d’onda di 546 nm, ed equipaggiato con una colonna
Ultrasphere™ Reverse Phase C18, 15 x 4.6 cm, grandezza delle particelle 5um (Beckman,
Milano, Italia). Il campione ¢ stato eluito isocraticamente a temperatura ambiente con una fase
mobile costituita da una soluzione acquosa contenente acido trifluoroacetico (0.01%) e
acetonitrile (13%), a flusso costante di 1 ml/min. L’analisi quantitativa dei risultati ¢ stata
eseguita attraverso 1’utilizzo del software Breeze (Waters SpA, Milano, Italia). La sensibilita

del saggio ¢ di 0.1 uM e la risposta ¢ lineare per concentrazioni di NO,™ fino a 25 pM.

3.7 Verifiche istologiche

Per identificare il sito di iniezione, alla fine degli esperimenti i ratti sono stati iniettati nel
BNST con il blu di metilene e dopo circa 5 minuti sono stati anestetizzati con idrato di
cloralio e decapitati, il cervello ¢ stato immediatamente rimosso € messo in una soluzione di

paraformaldeide al 4% per circa 12-15 giorni. Sono state poi effettuate delle sezioni coronali
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di 40 um al criostato e posizionate su vetrino. I vetrini sono stati poi colorati con Rosso
Neutro e osservati al microscopio a contrasto di fase per verificare se il sito di iniezione era
corretto. Solo 1 ratti che presentavano la traccia dell’estremita della cannula da microiniezione
(nei ratti con la cannula guida) e sia la traccia della cannula da dialisi e la traccia della cannula
da microiniezione (nei ratti con la cannula da microiniezione/microdialisi) nel BNST sono

stati utilizzati per 1’analisi statistica dei risultati (Figura 9).

. ' Cannula Track

Figura 9: Rappresentazione schematica di una sezione coronale dell’encefalo di ratto che mostra ’estremita
della cannula da microiniezione nel BNST (Paxinos e Watson, 2004). Abbreviazioni: AC = commessura
anteriore; LV = ventricolo laterale.

3.8 Statistica

L’analisi statistica dei risultati ottenuti negli esperimenti nei quali sono state eseguite le
microiniezioni ¢ stata effettuata tramite ’ANOVA ad una via seguita dal test di Bonferroni
per le comparazioni post hoc per gruppi appaiati al fine di rilevare le singole fonti di
significativita. L’analisi statistica dei risultati ottenuti attraverso gli esperimenti di
microdialisi € stata effettuata attraverso ’ANOVA a due vie per verificare le differenze tra i
gruppi sia in funzione del tempo che del trattamento, seguita da confronti multipli con il test

di Bonferroni. Inoltre, in questo caso, sono state anche calcolate per ciascun animale le aree
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sotto la curva (AUC) in funzione del tempo, sia per I’analisi comportamentale che per la
neurochimica. Prima di effettuare le analisi ANOVA sui valori AUC ¢ stata verificata
I’omogeneita dei dati attraverso 1’analisi delle varianze mediante il test di Bartlett. Quando
I’analisi delle varianze mostrava differenze significative tra i vari gruppi ¢ stato utilizzato il
test di Kruskal-Wallis, seguito da comparazioni multiple con test di Dunn, in caso contrario ¢
stata effettuata I’ANOVA a una via seguita dal test di Tukey.

Infine, per permettere la comparazione diretta dei dati ottenuti in questi studi con dati ottenuti
in studi simili ma eseguiti con metodologie diverse, sono state eseguite su tutti gli insiemi di
dati delle analisi statistiche aggiuntive: per quanto riguarda i fattori generali considerati
dall’ANOVA sono stati riportati per ogni fattore e per la loro interazione i valori di 1’
(quantita di varianza spiegata dal fattore o dall’interazione dei fattori). Al fine di facilitare la
lettura questi valori sono stati trasformati in percentuale considerando 100 il totale della
varianza. In aggiunta sono state eseguite su tutti i contrasti post hoc che hanno dato esito
significativo i calcoli per ottenere la d di Cohen utilizzata come stimatore della grandezza
dell’effetto.

In tutti 1 casi, 1 dati sono stati considerati significativi con P < 0.05 (GraphPad, versione 5.00,

San Diego, Ca, USA).
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4. RISULTATI

4.1 Effetto dell'iniezione di ossitocina nel BNST sull’erezione peniena e lo
sbadiglio: curve dose-risposta e confronto con I'arg®-vasopressina.

Poiché non sono state rilevate differenze significative nell’erezione peniena e nello sbadiglio
nelle curve dose-risposta ottenute utilizzando le coordinate di anteroposteriorita comprese tra
0.0 e -0.4 mm dal bregma in seguito a microiniezioni di ossitocina nel BNST (vedi figura 10),
1 dati relativi alle erezioni peniene e allo sbadiglio provenienti dai diversi siti di iniezione sono
stati messi insieme per la rappresentazione grafica e le analisi statistiche delle curve dose-

risposta.

AP=-040

Figura 10. Rappresentazione schematica delle 3 sezioni coronali del cervello di ratto (da bregma 0.0 a bregma -
0.4) che rappresentano la distribuzione dei siti di iniezione nei quali 1’ossitocina ha stimolato erezioni peniene e
sbadigli in questo studio. (Abbreviazioni: BNST = nucleo del letto della stria terminale; LS = setto laterale, AC =
commessura anteriore; LPOA = area preottica laterale).

Come mostrato nella Figura 11, I’ossitocina (5-100 ng), ma non la vasopressina (100 ng),
induce erezione peniena e sbadiglio in modo dose-dipendente quando iniettata unilateralmente
nel BNST in un volume di 0.3 pL. Le risposte comportamentali compaiono usualmente 15
minuti circa dopo il trattamento e sono presenti per circa un ora.

Infatti 1’analisi dei risultati con le ANOVA a una via, ha rilevato differenze significative del
trattamento [F(6,84) = 19.27, P <0.001, R*= 57.9, ¢ F(6,84) = 18.10, P <0.001, R*= 56.3 per
l'erezione peniena e per lo sbadiglio rispettivamente]. I confronti post hoc hanno inoltre
rilevato che la dose efficace piu bassa di ossitocina era quella di 20 ng per I'erezione peniena

(2.50 = 0.37 vs 0.33 £ 0.10 nei ratti trattati con salina, P <0.001, d = 2.57) e di 5 ng per lo

27



sbadiglio (13.64 + 2.76 contro 2.62 £+ 0.46 nei ratti iniettati con salina, P <0.01, d = 1.70),
mentre la dose in grado di indurre la massima risposta comportamentale era di 100 ng per
I’erezione peniena (3.61+0.47 vs 0.33+0.10 nei ratti trattati con salina, P < 0.001) e 20 ng per
lo sbadiglio (24.834+2.89 vs 2.62+0.46 nei ratti trattati con salina, P <0.001, d = 3.69), dopo le

quali alle dosi piu alte ¢ stato osservato un effetto plateau (Figura 11) .

5- Ossitocina VP

Erezioni peniene/ratto

Sbadigli/ratto

0O 5 10 20 50 100 100
ng/ratto

Figura 11. Effetto dell’iniezione di ossitocina nel BNST sull’erezione peniena e sullo sbadiglio: curve dose-

risposta e confronto con Argg-vasopressina (VP). L’ossitocina (5-100 ng) o 1’Arg -vasopressina (100 ng) sono
state disciolte in salina e iniettate nel BNST in un volume di 0.3 pL. I ratti utilizzati come controllo sono stati
iniettati con lo stesso volume di soluzione salina (0). Dopo il trattamento i ratti sono stati osservati per 60 minuti
e sono stati registrati gli episodi di erezione peniena e sbadiglio. I valori riportati sono la media + SEM del
numero di ratti per gruppo riportati in ciascuna colonna nel grafico. *P < 0.01, **P < 0.001 rispetto ai ratti
trattati con soluzione salina (ANOVA a una via seguita dal test post hoc di Dunnett).

4.2 Effetto dell'iniezione di ossitocina nel BNST sull’erezione peniena e lo
sbadiglio: antagonismo da d(CHZ)5Tyr(Me)Z-Orng-vasotocina.

2 8
Come mostrato nella Figura 12, la d(CH,),Tyr(Me) -Ormn -vasotocina, un potente antagonista

selettivo dei recettori per [’ossitocina, antagonizza completamente [’effetto indotto

dall’ossitocina sull’erezione peniena e lo sbadiglio, quando iniettata nel BNST alla dose di 1
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ng/0.3 uL 15 minuti prima dell’ossitocina (100 ng/0.3 nL). Le ANOVA a una via [F(3,32) =
20.63, P < 0.001, R?= 65.9, ¢ F(3,32) =21.91, P <0.001, R?>=672 per 1’erezione peniena a

lo sbadiglio rispettivamente] seguite dai confronti post hoc, non hanno rilevato differenze

.. . . . . . . . . 2 8
significative tra i ratti trattati con salina + salina e quelli trattati con d(CH,),Tyr(Me) -Om -

2 8
vasotocina + ossitocina (entrambe P > 0.05) o con d(CH,) Tyr(Me) -Orn -vasotocina + salina

(entrambe P > 0.05), che invece risultano essere statisticamente significativi rispetto ai ratti

trattati con salina + ossitocina (P < 0.001) (ratti trattati con salina + ossitocina contro ratti
) 2 8 . o
trattati con d(CH,),Tyr(Me) -Orn -vasotocina + ossitocina : d = -2.14 ¢ d = -2.33, per

I’erezione peniena e lo sbadiglio rispettivamente) (vedi Figura 12).

Erezioni peniene/ratto

Sbadigli/ratto

Sal Sal OA OA

+ + + +
Sal Oxy Sal Oxy

2 8
Figura 12. Effetto della d(CHz)STyr(Me) -Orn -vasotocina sull’erezione peniena e sullo sbadiglio indotti

2 8
dall’ossitocina. La d(CH2)5Tyr(Me) -Orn -vasotocina (OA, 1 pg) o la salina (Sal, 0.3 pL) sono stati iniettati nel

BNST 15 minuti prima dell’ossitocina (OXY, 100 ng) o della salina (Sal, 0.3 pL). Dopo il trattamento i ratti
sono stati osservati per 60 minuti e sono stati registrati gli episodi di erezione peniena e sbadiglio. I valori
riportati sono la media + SEM del numero di ratti per gruppo riportati in ciascuna colonna nel grafico. *P <
0.001 rispetto ai ratti trattati con soluzione salina; #P < 0.001 rispetto ai ratti trattati con salina + ossitocina
(ANOVA auna via seguita dal test post hoc di Bonferroni).
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4.3 Effetto del (+)-MK-801, CNQX e SMTC iniettati nel BNST sull’erezione
peniena e sullo sbadiglio indotti dall’ossitocina iniettata nel BNST.

Come mostra la Figura 13, 1’(+)-MK-801, un antagonista del recettore degli amino acidi
eccitatori del tipo NMDA (1 pg/0.3 uL), il CNQX, un antagonista del recettore degli amino
acidi eccitatori del tipo AMPA (1 pg/0.3 uL) e P’SMTC, inibitore selettivo della NOS
neuronale (40 pnpg/0.3 puL), aboliscono quasi completamente 1’effetto pro-erettile
dell’ossitocina quando iniettati nel BNST 15 minuti prima dell’ossitocina (100 ng/0.3 uL). L’
ANOVA a una via [F(7,59) = 7.11, P < 0.001, R* = 45.7], seguita da confronti post hoc ha
rilevato differenze significative per I’erezione tra i ratti trattati con (+)-MK-801, CNQX o
SMTC + ossitocina e i ratti trattati con salina + ossitocina (P <0.001,d =-1.38, P <0.05,d =
-1.13 e P <0.01, d = -1.34 per (+)-MK-801, CNQX e SMTC, rispettivamente) ma non sono
state riscontrate differenze significative tra i ratti trattati con (+)-MK-801 + ossitocina, CNQX

+ ossitocina e SMTC + ossitocina (per tutti P > 0.05).

Risultati simili a quelli descritti sopra per I’erezione peniena sono stati ottenuti anche
sull’effetto pro-sbadiglio dell’ossitocina con 1’(+)-MK-801 e ’'SMTC, ma non con il CNQX.
Infatti ’ANOVA a una via [F(7,59) = 13,22, P < 0.001, R2 = 61.0] seguita dai confronti post
hoc ha rilevato differenze significative sullo sbadiglio tra i ratti trattati con (+)-MK-801 o
SMTC + ossitocina e i ratti trattati con salina + ossitocina (P < 0.001, d =-2,14,e P <0.01, d
= -1.52, per (+)-MK-801 e SMTC, rispettivamente), ma non tra i ratti trattati con CNQX +
ossitocina e i ratti trattati con salina + ossitocina (P < 0.001, d = 2.78, quando si confrontano i
ratti trattati con salina + salina e CNQX + ossitocina, ma P > 0.05 quando si confrontano i

ratti trattati con salina + ossitocina e CNQX + ossitocina) (vedi Figura 13).
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Figura 13. Effetto dell’(+)-MK-801, CNQX e SMTC sull’erezione peniena e sullo sbadiglio indotti
dall’ossitocina nel BNST. L’(+)-MK-801 (MK, 1 pg), il CNQX (CN, 1 ug), ’'SMTC (SM, 40 pg) o la salina
(Sal, 0.3 pL) sono stati iniettati nel BNST 15 minuti prima dell’ossitocina (Oxy, 100 ng) o della salina (Sal, 0.3
pL). Dopo il trattamento i ratti sono stati osservati per 60 minuti e sono stati registrati gli episodi di erezione
peniena e sbadiglio. I valori riportati sono la media + SEM del numero di ratti per gruppo riportati in ciascuna
colonna nel grafico. *P < 0.001 rispetto ai ratti trattati con soluzione salina; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001
rispetto ai ratti trattati con salina + ossitocina (ANOV A a una via seguita dal test post hoc di Bonferroni).

4.4 Effetto dell’aloperidolo e dell’ SCH-23390 iniettati nel BNST
sull’erezione peniena e sullo sbadiglio indotti dall’ossitocina iniettata nel
BNST

Come mostrato nella Figura 14, I’'SCH 23390, un antagonista selettivo dei recettori
dopaminergici D1 (1 ug/0.3 puL), ma non I’aloperidolo, un antagonista selettivo dei recettori
dopaminergici D2, abolisce quasi completamente I’erezione peniena e lo sbadiglio indotti
dall’ossitocina (100 ng/0.3 pL) quando iniettato nel BNST 15 minuti prima dell’ossitocina.
L’ANOVA auna via [F(5,41)=20.09, P <0.001, R*=71.0, ¢ F(5,41) = 24.53, P < 0.001, R

= 74.9, per I’erezione peniena e lo sbadiglio rispettivamente] seguita dai test post hoc, rileva
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differenze significative tra i ratti trattati con SCH-23390 + ossitocina e i ratti trattati con
salina + ossitocina (P < 0.001, d = -2.25, e P < 0.05, d = -1.57, per I’erezione peniena ¢ lo
sbadiglio rispettivamente), mentre non sono state riscontrate differenze significative tra i ratti
trattati con aloperidolo + ossitocina e 1 ratti trattati con salina + ossitocina (entrambe P > 0.05)

(Figura 14).
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Figura 14. Effetto dell’SCH-23390 e dell’aloperidolo sull’erezione peniena e sullo sbadiglio indotti
dall’ossitocina nel BNST. L’SCH-23390 (SCH, 1 ug) I’ aloperidolo (Hal, 1 pg) o la salina (Sal, 0.3 puL) sono
stati iniettati nel BNST 15 minuti prima dell’ossitocina (Oxy, 100 ng) o della salina (Sal, 0.3 pL). Dopo il
trattamento 1 ratti sono stati osservati per 60 minuti ¢ sono stati registrati gli episodi di erezione peniena e
sbadiglio. I valori riportati sono la media + SEM del numero di ratti per gruppo riportati in ciascuna colonna nel
grafico. *P < 0.001 rispetto ai ratti trattati con soluzione salina; #P < 0.05, ###P < 0.001 rispetto ai ratti trattati
con salina + ossitocina (ANOVA a una via seguita dal test post hoc di Bonferroni).

4.5 Effetto della bicucullina e del faclofen iniettati nel BNST sull’erezione

peniena e sullo sbadiglio indotti dall’ossitocina iniettata nel BNST

Come mostrato nella Figura 15, la bicucullina, un antagonista selettivo del recettore

GABAergico del tipo GABAA (20 ng/0.3 uL), e il faclofen, un antagonista selettivo del
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recettore GABAergico del tipo GABAg (5 pg/0.3 pL), non hanno avuto nessun effetto
sull’erezione peniena e lo sbadiglio indotti dall’ossitocina (100 ng/0.3 pL) iniettata 15 minuti
prima nel BNST. L’ANOVA a una via [F(5,42) = 9.18, P < 0.001, R> = 52.2, ¢ F(5,42) =
34.84, P < 0.001, R* = 80.5, per I’erezione peniena e lo sbadiglio rispettivamente] seguita dai
confronti post hoc non ha rilevato differenze significative nell’erezione peniena tra i ratti
trattati con faclofen o bicucullina + ossitocina e i ratti trattati con salina + ossitocina (P >
0.05), mentre ¢ stato riscontrato un antagonismo parziale dell’effetto pro-sbadiglio indotto
dall’ossitocina nei ratti trattati con bicucullina + ossitocina (P < 0.001, d =-3.04, quando si
confrontano i ratti trattati con salina + ossitocina contro i ratti trattati con bicucullina +

ossitocina) (vedi Figura 15).
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Figura 15. Effetto della bicucullina e del faclofen sull’erezione peniena e sullo sbadiglio indotti dall’ossitocina
nel BNST. La bicucullina (BIC, 20 ng), il faclofen (PH, 5pg) o la salina (Sal, 0.3 pL) sono stati iniettati nel
BNST 15 minuti prima dell’ossitocina (Oxy, 100 ng) o della salina (Sal, 0.3 uL). Dopo il trattamento i ratti sono
stati osservati per 60 minuti e sono stati registrati gli episodi di erezione peniena e sbadiglio. I valori riportati
sono la media = SEM del numero di ratti per gruppo riportati in ciascuna colonna nel grafico. *P < 0.01, **P <
0.001 rispetto ai ratti trattati con soluzione salina; #P < 0.001 rispetto ai ratti trattati con salina + ossitocina
(ANOVA a una via seguita dal test post hoc di Bonferroni).
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4.6 Effetto del CP-154526 e dell’astressina 2B iniettati nel BNST
sull’erezione peniena e sullo sbadiglio indotti dall’ossitocina iniettata nel

BNST
Come mostrato nella Figura 16, il CP 376395 (5 ng/0.3 uL) e I’astressina-2B (150 ng/0.3 uL),

antagonisti selettivi dei recettori CRF-1 e CRF-2 rispettivamente, non inducono nessuna
riduzione dell’erezione peniena e dello sbadiglio indotti dall’ossitocina quando iniettati nel
BNST 15 minuti prima dell’ossitocina (100 ng/0.3 puL). L’ANOVA a una via [F(5,40) =
10.76, P < 0.001, R* = 57.3, e F(5,40) = 12.33, P < 0.001, R* = 60,6, per |’erezione peniena e
lo sbadiglio, rispettivamente] seguita dai confronti post hoc non ha rilevato differenze
significative nell’erezione peniena e nello sbadiglio tra i ratti trattati con CP 376395 o

astressina-2B + ossitocina e 1 ratti trattati con salina + ossitocina (P > 0.05) (vedi Figura 16).
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Figura 16. Effetto del CP 376395 e dell’astressina 2B sull’erezione peniena e sullo sbadiglio indotti
dall’ossitocina nel BNST. Il CP 376395 (CP, 5 pg), I’astressin-2B (A-2B, 150 ng) o la salina (0.3 pL) sono stati
iniettati nel BNST 15 minuti prima dell’ossitocina (Oxy, 100 ng) o della salina (Sal, 0.3 uL). Dopo il trattamento
i ratti sono stati osservati per 60 minuti e sono stati registrati gli episodi di erezione peniena e sbadiglio. I valori
riportati sono la media + SEM del numero di ratti per gruppo riportati in ciascuna colonna nel grafico. *P <
0.05, **P < 0.01, ***P<0.001 rispetto ai ratti trattati con soluzione salina (ANOVA a una via seguita dal test
post hoc di Bonferroni).
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4.7 Effetto dell'iniezione di NMDA nel BNST sull’erezione peniena e sullo
sbadiglio: confronto con I'ossitocina

Come mostrato nella Figura 17, P'NMDA (100 ng/0.3 pL), agonista selettivo dei recettori
glutamatergici di tipo NMDA, iniettato unilateralmente nel BNST, induce erezione peniena e
sbadigli nei ratti maschi, che si manifestano 15 minuti dopo il trattamento e continuano per
circa 60 minuti, sebbene con una frequenza minore rispetto a quella riscontrata con
I’ossitocina. Come previsto I’induzione dell’erezione peniena e dello sbadiglio da parte
del’NMDA ¢ abolita dall’ (+)-MK-801 (1ug), che abolisce anche gli effetti comportamentali
indotti dall’ossitocina. Tuttavia, a differenza dell’ossitocina, l'erezione e lo sbadiglio indotti
dal’NMDA non sono stati antagonizzati dalla d(CHz)STyr(Me)z-OrnS-Vasotocina (1pg), che
blocca i recettori ossitocinergici, iniettata nel BNST prima dell’ossitocina. In accordo a cio
I’ANOVA a una via ha rilevato effetti significativi del trattamento [F(6,70) = 13.28, P <
0.001, R*=532¢ F(6,70)=21.02, P <0.001, R’= 64.3, per I’erezione peniena e lo sbadiglio,
rispettivamente]. Inoltre i confronti post hoc hanno rilevato differenze significative tra 1 ratti
trattati con salina + salina e i ratti trattati con salina + NMDA (P < 0.05, d = 1.18, and P <
0.05, d = 1.66, per I’erezione peniena e lo sbadiglio, rispettivamente) mentre non sono state
riscontrate differenze tra i ratti trattati con salina + salina e i ratti trattati con (+)-MK-801 +

NMDA (P > 0.05), che al contrario mostrano differenze significative per 1’erezione peniena

(P <0.05, d =1.58), ma non per lo sbadiglio (P > 0.05) dai ratti trattati con d(CHZ)STyr(Me)Z-

OrnS-Vasotocina + NMDA.
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Figura 17. Effetto dell’iniezione di NMDA nel BNST sull’erezione peniena e sullo sbadiglio indotti
dall’ossitocina. L NMDA (NM, 100 ng) o I’ ossitocina (Oxy, 100 ng) sciolti in salina, o la sola salina (Sal, 0.3
2 8

pL) sono stati iniettati nel BNST. L’(+)-MK-801 (MK, 1 ug)ola d(CHz)STyr(Me) -Orn -vasotocina (OA, 1 pg)
sciolti in salina o la sola salina (0.3 pL) sono stati iniettati nel BNST 15 minuti prima del’NMDA o
dell’ossitocina. Dopo il trattamento i ratti sono stati osservati per 60 minuti e sono stati registrati gli episodi di
erezione peniena e sbadiglio. I valori riportati sono la media + SEM del numero di ratti per gruppo riportati in
ciascuna colonna nel grafico. *P < 0.05, ***P<0.001 rispetto ai ratti trattati con soluzione salina; #P < 0.05,
##P< 0.01, ###P < 0.001 rispetto ai ratti trattati con NMDA o ossitocina; §P < 0.001 tra i ratti trattati con
NMDA e quelli trattati con ossitocina (ANOVA a una via seguita dal test post hoc di Bonferroni).
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4.8 Concentrazioni basali di acido glutamico e di ioni NO:- nel dializzato
ottenuto dal BNST mediante microdialisi intracerebrale

Nelle condizioni sperimentali utilizzate nel mio studio, la quantita di acido glutamico e di
NO; ™ nel dializzato ottenuto dal BNST dei ratti con la punta della cannula da microiniezione e
da microdialisi impiantata correttamente nel BNST (Figura 18) sono circa 0.242 ng di acido
glutamico e 0.315 ng di NO;™ in un volume di dializzato di 5 pl e 25 pl, rispettivamente.
Questo corrisponde ad una concentrazione di 339 nM per ’acido glutamico e di 274 nM per
I’NO;". Questi valori sono stati trovati nel dializzato ottenuto dal BNST dopo un periodo di
perfusione per equilibrare il tampone di perfusione con il liquido extracellulare intracerebrale
di almeno 2 ore. Poiché il recupero reale di acido glutamico e NO;™ passati nella cannula da
microdialisi ¢ intorno al 20%, nel liquido extracellulare del BNST, la concentrazione di

dell’acido glutamico puo essere stimata intorno a 1.69 uM e dei NO, intorno a 1.37 uM.

Probe Track

Figura 18: Rappresentazione schematica di una sezione coronale dell’encefalo di ratto che mostra sia il sito di
microiniezione indicato dalla freccia, che la porzione dializzante della cannula da dialisi nel BNST (Paxinos e
Watson, 2004). Abbreviazioni: AC = commessura anteriore; LV = ventricolo laterale.
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4.9 L’ossitocina iniettata nel BNST induce erezione peniena e sbadiglio e
aumenta la concentrazione di acido glutamico e di ioni NOz- nel dializzato

ottenuto dal BNST: effetto del pre-trattamento con d(CH,) Tyr(Me)*-Orn®-
vasotocina

Come atteso, I’iniezione di ossitocina (100 ng) nel BNST dei ratti con una cannula da
microiniezione abbinata ad una cannula da microdialisi perfusa con la soluzione Ringer come
descritto nei Materiali e Metodi, sottosezione Microdialisi, induce episodi di erezione peniena
e sbadigli. Entrambe le risposte comportamentali si osservano 15 minuti dopo il trattamento e
durano circa 45 minuti. II numero di erezioni e di sbadigli aumenta da valori basali
praticamente uguali a 0 (prima del trattamento) a valori superiori a 3-4 per le erezioni e 40 per
gli sbadigli nei 60 minuti di osservazione. Erezioni e sbadigli si verificano in concomitanza ad
un aumento delle concentrazioni di acido glutamico e di NO; nel dializzato ottenuto dal
BNST rispetto alle concentrazioni basali dei due composti, misurate prima dell’iniezione
dell’ossitocina. L’aumento di acido glutamico e di NO, ¢ gia massimo nei primi 15 minuti
dal trattamento con ossitocina e dura per almeno 30 minuti (Figura 19), con un aumento di
circa 200% per I’acido glutamico e di circa il 77% per il NO;" al di sopra dei valori basali dei
due composti misurati prima della iniezione della ossitocina (Figura 19). Sia I’aumento del

numero di erezioni peniene e di sbadigli che I’aumento della concentrazione di acido
8
glutamico e di NO," sono praticamente aboliti dall’iniezione di d(CH,),Tyr(Me)2-Ormn -

vasotocina nel BNST alla dose di 1 pg 15 minuti prima dell’ossitocina. Infatti, una prima
analisi statistica sui valori AUC dei parametri comportamentali ¢ neurochimici ha rilevato
differenze significative sia negli episodi di erezione peniena e sbadiglio che nelle
concentrazioni di acido glutamico e NO,™ nei ratti trattati con Salina + Ossitocina rispetto ai
ratti trattati con Salina + Salina e Ossitocina antagonista + ossitocina (vedi Tabella 2).

Inoltre, analisi piu approfondite condotte con ’ANOVA a due vie sui valori delle erezioni
peniene e sbadigli e sui valori delle concentrazioni di acido glutamico e NO;" in funzione del
tempo hanno rilevato un effetto significativo per diversi dei parametri considerati (vedi
Tabella 3).

In aggiunta a cio, le analisi post hoc eseguite con la correzione di Bonferroni hanno messo in
evidenza differenze significative negli episodi di erezione peniena sia prima e dopo il
trattamento ma solo nel caso dell’ossitocina (tempo: Sal + Oxy, 30 min: P < 0.001, d = 1.50),
sia tra i gruppi Sal + Oxy e Sal + Sal (trattamento: 30 min: P < 0.001, d = 1.17) che tra i
gruppi Sal + Oxy e Oxy-ant + Oxy (trattamento: 30 min: P <0.001, d = 1.14).
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Tabella 2. Effetto dell’ossitocina sugli episodi di erezione peniena e sbadiglio e sulle

concentrazioni di acido glutamico e NO, misurati con le AUCs calcolate sui dati mostrati

2 8
nella Figura 19: effetto del pretrattamento con d(CH,), Tyr(Me) -Orn -vasotocina.

) AUC AUC AUC AUC
Trattamenti Acido glutamico NOy Erezioni peniene Sbadigli
Sal + Sal (0.3 uL) 2598 +497.7 1912 £226.6 0.0£0.0 375+1.52
Sal + Oxy (100
) 6410 + 1512* 3743 +£403.8* 55.76 £ 7.45%** 577.8+ 35.89*
ng
Oxy-Ant (1 pg) +
2016 +522.0 2863 £ 621.8 7.5 £ 3.45 #it# 2750+ 12.12 #
Oxy (100 ng)

Le analisi statistiche delle AUCs sono state eseguite con ANOVA a una via seguita dal test di Tukey (F(2,46) =
26.15, P< 0.001) per ’erezione peniena, e test di Kruskal-Wallis seguito dal test di Dunn per lo sbadiglio (KW
(2,46 ) = 37.52, P< 0.001); mentre per ’acido glutamico e i NO, sono stati effettuati il test di Kruskal-Wallis
(KW (2, 17) = 9.025, P < 0.05) e il test di Tukey (F(2,20) = 4,875, P<0.05) rispettivamente. I valori sono
espressi come media + SEM.

*P<0.05, ***P < 0.001 rispetto ai ratti trattati con sal + sal, ###P < 0.001 Oxy-ant + Oxy rispetto a Sal + Oxy.

Tabella 3. Valori di F, Eta quadro (n’) e livelli di significativita dei dati mostrati nella Figura
19, ottenuti mediante ANOVA a due vie per misure ripetute, confrontando gli animali trattati

con Sal + Oxy con gli animali trattati con Sal + Sal e con Oxy-ant + Oxy.

Parametri F dl
Trattamento Tempo Trattamento
X
tempo

Erezioni Peniene 29.48%* 5.95%* 4.97** 2,7,14,322
M*=17.1) (m*=11.8) (m*=11.3)

Sbadigli 121.6%* 41.87%* 41.71%* 2,7,14,322
(n*=23.1) (n*=14.2) (n*=28.3)

Acido Glutamico ns 5.7%* 5.58%* 2,7,14,119
(n’=17.0) (n’=13.6)

NO; 5.7* 8.4% 1.98%* 2,7,14,140
(’=5.4) (n’=21.0) (n°=9.8)

*P <0.05; **P <0.01;

Risultati analoghi sono stati ottenuti con lo sbadiglio, infatti, anche in questo caso i confronti
post hoc eseguiti con la correzione di Bonferroni hanno messo in evidenza differenze

significative nella frequenza dello sbadiglio prima e dopo il trattamento nel caso del
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trattamento con ossitocina (tempo: Sal + Oxy, 30 min: P < 0.001, d = 4.13) e differenze
significative tra i gruppi Sal + Oxy e Sal + Sal (trattamento: 30 min: P <0.001, d =3.68) e tra
1 gruppi Sal + Oxy e Oxy-ant + Oxy (trattamento: 30 min: P <0.001, d = 3.13).

Per quanto riguarda la concentrazione di acido glutamico e NO;', le analisi post hoc eseguite
con la correzione di Bonferroni hanno messo in evidenza differenze significative nei valori di
acido glutamico prima e dopo il trattamento con ossitocina (tempo: Sal + Oxy, 15 min: P <
0.001, d = 2.15 e P < 0.001, d = 1.64, per acido glutamico e NO,, rispettivamente) e
differenze significative tra i gruppi Sal + Oxy e Sal + Sal (trattamento: P < 0.05, d =2.04) e
Sal + Oxy e Oxy-ant + Oxy (trattamento: P < 0.05, d = 1.67) per I’acido glutamico, e tra i
gruppi Sal + Oxy e Sal + Sal (trattamento: P <0.001, d = 1.51) e Sal + Oxy e Oxy-ant + Oxy
(trattamento: P <0.05, d = 1.07) per NO; nei primi 15 minuti dopo il trattamento.
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Figura 19. Effetto dell'iniezione di ossitocina
nel BNST sull’erezione peniena e lo
sbadiglio e sulle concentrazioni di acido

glutamico e NO; : antagonismo da parte

della d(CH,) 5Tyr(Me)z-Orng-Vasotocina.

L’ossitocina (Oxy, 100 ng) disciolta in salina
¢ stata iniettata nel BNST in un volume di
0.3 puL.

Quando ¢ stato utilizzato

I’antagonista dei recettori per 1’ossitocina
d(CH2)STyr(Me)2-Orn8-Vasotocina (0OA)
(1pg) questo € stato sciolto in salina e
iniettato nel BNST in un volume di 0.3 pL
15 minuti prima dell’ossitocina. I ratti di
controllo sono stati iniettati con gli stessi
volumi di soluzione salina (Sal+Sal). Dopo il
trattamento 1 ratti sono stati osservati per 60
minuti durante i quali sono stati registrati gli
episodi di erezione peniena e sbadiglio e
sono state raccolte ogni 15 minuti le aliquote
di dializzato per la determinazione della
concentrazione di acido glutamico e NO;
all’interno del BNST. I valori sono espressi
come media = SEM. §P < 0.05, §§P < 0.01,
§§§P < 0.001 rispetto ai valori basali; *P <
0.05, **P < 0.01,***P < 0.001 rispetto ai
ratti trattati con la soluzione salina; #P< 0.05,
##P< 0.01, ###P< 0.001 rispetto ai ratti
trattati con Sal + Oxy; (ANOVA a due vie
seguita dal test di Bonferroni).
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5. DISCUSSIONE

Da quanto risulta da un’analisi della letteratura, questo ¢ il primo lavoro che dimostra che
’ossitocina iniettata unilateralmente nel BNST induce episodi di erezione peniena e sbadiglio
in modo dose-dipendente. Gli effetti dell'ossitocina sono significativi gia alle dosi di 20 ng per
l'erezione e 5 ng (5 picomoli) per lo sbadiglio e raggiungono la risposta massima alla dose di
100 ng per I’erezione e 20 ng per lo sbadiglio. Questi risultati sono simili a quelli osservati
con ’ossitocina iniettata unilateralmente nel nucleo paraventricolare, dove il neuropeptide ¢
in grado di indurre erezione e sbadiglio quando somministrato alla dose di 3 ng e in tale area
l'effetto plateau € raggiunto alla dose di 30 ng (Melis et al, 1986).

L’erezione peniena e lo sbadiglio indotti dall’iniezione di ossitocina nel BNST sono

apparentemente mediati dalla stimolazione dei recettori ossitocinergici. Infatti, entrambe le
. . C . . 2 8 .
risposte  sono abolite dall’iniezione di d(CH,).Tyr(Me) -Orn -vasotocina, un potente

antagonista selettivo del recettore per 1’ossitocina (Bankowski et al., 1980) nel BNST prima

dell’ossitocina. Il recettore della vasopressina sembra non essere coinvolto, infatti I’iniezione

di Argg-vasopressina unilateralmente nel BNST alla dose di 100 ng ¢ completamente
inefficace nell’indurre queste risposte comportamentali. In linea con questa ipotesi: 1) il BNST
riceve fibre ossitocinergiche dal nucleo paraventricolare e dalla regione periventricolare
circostante, da cui provengono tutte le fibre neuronali ossitocinergiche centrali (Swanson e
Sawchenko, 1983; Sofroniew, 1983; Sawchenko e Swanson, 1983); ii) 1 recettori per
I’ossitocina e il mRNA per tali recettori sono stati identificati nel BNST (Wilson et al., 2005;
Consiglio et al., 2005; Dabrowska et al., 2011; Calcagnoli et al., 2014; Dumais et al., 2016), e
iii) Dossitocina iniettata nel BNST induce dei cambiamenti in diverse risposte
comportamentali, che vanno dall’aggressivita e dal comportamento aggressivo materno
(Consiglio et al., 2005; Calcagnoli et al., 2014) all'erezione e lo sbadiglio (questo studio).

Questo lavoro di tesi mostra anche che 1’erezione peniena e lo sbadiglio indotti dall’ossitocina

iniettata nel BNST sono ridotti o aboliti non solo dall’antagonista selettivo del recettore per
2 8
ossitocina d(CH,),Tyr(Me) -Orn -vasotocina, ma anche dal (+)-MK-801, un antagonista

selettivo del recettore glutamatergico di tipo NMDA, dal SCH-23390, antagonista selettivo
del recettore dopaminergico D1 e dal SMTC, inibitore della NO sintetasi neuronale. A
differenza del (+)-MK-801, il CNQX, antagonista selettivo del recettore glutamatergico di
tipo AMPA, abolisce completamente gli episodi di erezione peniena ma non lo sbadiglio.

Poiché questi composti influenzano l'attivita degli aminoacidi eccitatori, dopamina ¢ NO,
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neurotrasmettitori tutti presenti nel BNST (vedi Crestani et al., 2013; Stamakis et al., 2014),
questo suggerisce che 1’ossitocina iniettata nel BNST induce erezione peniena e sbadiglio
attraverso 1’interazione con questi sistemi neurotrasmettitoriali. Al contrario, le risposte
indotte dall’ossitocina sembrano non coinvolgere il neurotrasmettitore GABA o il

neuropeptide CRF, infatti la bicucullina, un potente antagonista dei recettori GABA , il
faclofen, antagonista dei recettori GABA,, il CP-376395 e D’astressina 2B, antagonisti

rispettivamente dei recettori CRF-1 e CRF-2, sono risultati inefficaci sulle risposte indotte
dall’iniezione di ossitocina nel BNST quando iniettati nel BNST prima dell’ossitocina.
Un'interpretazione dei risultati ottenuti che spiega come l'ossitocina iniettata nel BNST induca
l'erezione peniena e lo sbadiglio potrebbe essere la seguente (Figura 20): 1’ossitocina iniettata
nel BNST induce tali risposte comportamentali agendo sui recettori ossitocinergici localizzati
nelle sinapsi di neuroni eccitatori glutamatergici, i cui corpi cellulari sono localizzati
nell'amigdala e/o nel subicolo ventrale dell’ippocampo (de Olmos e Ingram, 1972; Phelix et
al., 1992; Morari et al., 1998; Hasue e Shammah-Lagnado, 2002; Meloni et al., 2006).
L'attivazione dei recettori dell'ossitocina porta a sua volta alla liberazione di acido glutamico,
che agisce sui recettori degli amminoacidi eccitatori localizzati principalmente nei neuroni
glutamatergici che proiettano all'ipotalamo (ipotalamo laterale, area preottica mediale e
nucleo paraventricolare) e/o, tramite proiezioni di ritorno, all’area tegmentale ventrale,
all’amigdala e al subicolo ventrale dell’ippocampo (de Olmos e Ingram, 1972; Phelix et al.,
1992; Morari et al., 1998; Hasue e Shammah-Lagnado, 2002; Meloni et al., 2006).

In linea con quest’ipotesi: i) l’erezione peniena e lo sbadiglio indotti dall’iniezione
dell’ossitocina nel BNST ¢ abolita o ridotta non sono dalla d(CHz)STyr(Me)z-OrnS-Vasotocina
ma anche dal (+)-MK-801 che blocca i1 recettori glutamatergici di tipo NMDA; ii)
I’attivazione dei recettori per gli amminoacidi eccitatori nel BNST da parte del’NMDA
induce sia erezione peniena che sbadigli, che sono aboliti dalla previa iniezione non solo di
d(CHz)sTyr(Me)z-OrnS-Vasotocina, ma anche di (+)-MK-801 nel BNST (Figura 10). In
accordo con questo meccanismo, 1’ossitocina iniettata nel BNST a dosi che inducono erezione
peniena e sbadiglio, induce anche un aumento significativo della concentrazione
extracellulare di acido glutamico nel dializzato ottenuto dal BNST mediante microdialisi
intracerebrale, aumento che ¢ abolito dalla somministrazione di d(CH2)5Tyr(Me)2-Orn8-
vasotocina, che blocca i recettori ossitocinergici, nel BNST prima dell’ossitocina a dosi che
aboliscono anche I’aumento del numero di erezioni peniene e di sbadigli indotti sempre
dall’ossitocina. Questa interpretazione puo anche spiegare il coinvolgimento dell’NO nei
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meccanismi attivati dall'ossitocina a livello BNST nell’induzione dell'erezione peniena e dello
sbadiglio. Infatti entrambe le risposte sono ridotte dalla SMTC, un inibitore selettivo della NO
sintetasi neuronale Ca®’-calmodulina-dipendente, che generalmente si trova localizzata nei
corpi cellulari dei neuroni attivati dagli amminoacidi eccitatori, in questo caso neuroni
glutamatergici che proiettano all'ipotalamo (ipotalamo laterale, area preottica mediale e
nucleo paraventricolare) e/o, tramite proiezioni di ritorno, all’area tegmentale ventrale,
all’amigdala e al subicolo ventrale dell’ippocampo. Quando questi neuroni sono attivati dalla
stimolazione dei recettori per gli amminoacidi eccitatori, aumenta la produzione del NO nel
corpo cellulare di questi neuroni, portando all’attivazione di diverse vie di trasduzione. In
accordo con questa interpretazione, questo studio dimostra anche che 1’ossitocina iniettata nel
BNST a dosi che inducono erezione peniena e sbadiglio fa anche aumentare la concentrazione

extracellulare di ioni NO, nel dializzato ottenuto dal BNST, aumento anche questo abolito
2 8
dalla somministrazione di d(CH,),Tyr(Me) -Om -vasotocina nel BNST prima dell’ossitocina,

al pari dell’aumento dell’acido glutamico (vedi prima) a dosi che aboliscono anche 1’aumento
del numero di erezioni peniene e di sbadigli indotti sempre dall’ossitocina.

Un aumento nel dializzato intracerebrale degli ioni NO;', il principale metabolita dell’NO,
indica un aumento della produzione ex novo di NO che fa seguito alla attivazione della NO
sintetasi (vedi Melis et al., 1996 e bibliografia inclusa) presente nei corpi cellulari dei neuroni
su cui agisce 1’acido glutamico e che mediano la risposta erettile e lo sbadiglio indotti
dall’ossitocina. Quanto alle vie di trasduzione attivate dall’NO che portano all’attivazione di
questi neuroni, la piu conosciuta ¢ sicuramente 1’attivazione della guanilato ciclasi che
converte il GTP in ¢cGMP. In linea con quest’ipotesi ¢ stato riportato che il sistema NO-
guanilato ciclasi ¢ coinvolto nell’induzione dell’erezione peniena e dello sbadiglio da parte
dell’ossitocina nell’area tegmentale ventrale (Succu et al., 2008). Questo non si verifica pero
nel nucleo paraventricolare dell’ipotalamo, dove la guanilato ciclasi invece sembra non essere
coinvolta nell’induzione di tali comportamenti indotti dall’ossitocina. Infatti ¢ stato visto che
I’iniezione nel nucleo paraventricolare di 8Br-cGMP, analogo del cGMP resistente alle
fosfodiesterasi, non ¢ in grado di indurre I’erezione peniena e lo sbadiglio (Melis e Argiolas,
1995a, 1995b), sebbene induca erezione peniena quando iniettato nell’area tegmentale
ventrale (Succu et al., 2008). Anche se sono necessari ulteriori esperimenti per identificare
I’esatto meccanismo di trasduzione attivato dall’aumento di NO all’interno del BNST, la
capacita del SMTC di prevenire 1’erezione peniena e lo sbadiglio indotti dall’ossitocina

quando iniettata in tale area, suggerisce che un meccanismo simile possa contribuire
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all’attivazione di questi neuroni del BNST che proiettano probabilmente al nucleo

paraventricolare, all’area preottica mediale, all’area tegmentale ventrale e al subicolo ventrale

Acido glutammico
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Figura 20. L’ossitocina iniettata nel BNST induce erezione peniena e sbadiglio: ipotetico meccanismo d’azione.
In accordo con questo meccanismo, 1’ossitocina (OXY) iniettata all’interno del BNST attiva la trasmissione
glutamatergica (GLU) attraverso 1’attivazione dei recettori ossitocinergici localizzati nella sinapsi dei neuroni
glutamatergici che originano nel subicolo ventrale/amigdala (Vs/Am). Queste sinapsi impingono nei corpi
cellulari dei neuroni glutamatergici contenenti NO sintetasi (NOs) che inviano proiezioni al nucleo
paraventricolare dell’ipotalamo (PVN, dove sono presenti i neuroni ossitocinergici che proiettano al BNST) e
inviano proiezioni di ritorno al subicolo ventrale/amigdala e all’area tegmentale ventrale (VTA): la stimolazione
di questi neuroni glutamatergici (mediata in parte dall’aumento della produzione del NO) porta all’attivazione di
circuiti neurali presenti non solo in queste aree, ma anche con le aree connesse ad esse [nucleo accumbens (NAs)
e corteccia prefrontale mediale (MPFC)], coinvolte nel controllo dell’erezione peniena e dello sbadiglio (Melis e
Argiolas, 2011). Infatti, il blocco dei recettori glutamatergici di tipo NMDA (da parte del (+)-MK-801) nel
BNST blocca I’erezione peniena e lo sbadiglio indotti dall’ossitocina. Tuttavia, visto che il blocco dei recettori
AMPA (da parte del CNQX) abolisce I’erezione peniena ma non lo sbadiglio indotto dall’ossitocina, ¢ probabile
che una via neurale differente da quella che controlla la risposta erettile sia coinvolta nel controllo di questa
risposta a livello del BNST. Le sinapsi glutamatergiche su cui sono presenti i recettori ossitocinergici sono anche
ricche di recettori dopaminergici (DA) del tipo D1/D2 attivati dalla liberazione di dopamina dai neuroni che
originano nella VTA (Morari et al., 1998). Il blocco dei recettori D1 (da parte del SCH-23390), ma non dei
recettori D2 (da parte dell’aloperidolo), abolisce le risposte indotte dall’ossitocina, suggerendo che i recettori
dopaminergici D1 e D2 esercitano un ruolo opposto nel controllo del rilascio di acido glutamico nel BNST
quindi nei neuroni che provengono dal VS/Am. Infine, ¢ anche possibile che 1’attivazione della trasmissione
glutamatergica da parte dell’ossitocina nel BNST attivi anche una via neurale che raggiunge 1’area preottica
mediale (MPOA), area ben nota per esercitare anche essa un ruolo chiave nel controllo dell’erezione peniena e
del comportamento sessuale (Dominguez et al., 2006).
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dell’ippocampo e amigdala, aree tutte implicate nel controllo della risposta erettile e dello
sbadiglio direttamente o indirettamente attraverso altre aree interconnesse.

Tra queste ultime, le piu conosciute sono il nucleo accumbens e la corteccia prefrontale
mediale, che ricevono rispettivamente le proiezioni dopaminergiche dei sistemi mesolimbico
e mesocorticale i cui corpi cellulari sono localizzati nell’area tegmentale ventrale e sono
coinvolti anche nel controllo di queste risposte comportamentali (erezione peniena e
sbadiglio, ma anche comportamento copulatorio) (vedi Hull et al., 1992; Dominguez et al.,
2004, 2006; Iwasaki et al., 2010; Melis et al., 2010; Succu et al., 2011; Melis e Argiolas,
2011; Sanna et al., 2012a, 2015, 2017; Vigdorchik et al., 2012; Maejima et al., 2015).

Quanto all’abolizione dell’effetto pro-erettile e pro-sbadiglio dell’ossitocina iniettata nel
BNST da parte dell’SCH-23390, antagonista dei recettori dopaminergici D1, ma non da parte
dell’aloperidolo, antagonista dei recettori dopaminergici D2, occorre ricordare che le sinapsi
glutamatergiche dei neuroni che originano nel subiculo ventrale e nell'amigdala e in cui sono
localizzati i recettori ossitocinergici la cui attivazione induce erezione peniena e sbadiglio,
sono ricche di recettori dopaminergici D2, che inibiscono il rilascio di acido glutamico in
analogia con quanto accertato sulla loro azione nel caudato-putamen (Morari et al., 1998).
Infatti il BNST (cosi come lo shell del nucleo accumbens) riceve importanti proiezioni
dopaminergiche dall'area tegmentale ventrale (de Olmos e Ingram, 1972; Phelix et al., 1992;
Hasue e Shammah-Lagnado, 2002; Meloni et al., 2006). Dal momento che I’iniezione di
aloperidolo, antagonista dei recettori dopaminergici D2, nel BNST non previene l'erezione e
lo sbadiglio indotti dall’ossitocina, l'effetto dell'ossitocina non sembra essere influenzato
dall’aumento della liberazione di acido glutamico che si dovrebbe verificare dopo il blocco
dei recettori D2 da parte dell'aloperidolo (anche se esiste una tendenza all’aumento
dell'erezione e sbadiglio indotta dall’ossitocina nei ratti trattati con aloperidolo + ossitocina
rispetto a quelli ratti con salina + ossitocina (vedi Figura 6).

Tuttavia, a differenza dell’aloperidolo, I’'SCH-23390, che blocca i recettori dopaminergici D1,
abolisce l'erezione peniena e lo sbadiglio quando iniettato nel BNST prima dell'ossitocina.
Questi risultati suggeriscono che 1’ossitocina iniettata nel BNST aumenti anche la liberazione
di dopamina, che agendo principalmente sui recettori D1, ma non D2, contribuisca ad
aumentare la liberazione di acido glutamico indotto dall’ossitocina dalle suddette sinapsi
glutamatergiche; acido glutamico che a sua volta attiva i neuroni glutamatergici che dal BNST
proiettano all'ipotalamo (ipotalamo laterale, area preottica mediale e nucleo paraventricolare)
e/o, tramite proiezioni di ritorno, all’area tegmentale ventrale, all’amigdala e al subicolo

ventrale dell’ippocampo. E interessante ricordare che la capacita dell’SCH-23390 e
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I’incapacita dell’aloperidolo di inibire erezione peniena e sbadiglio indotte dall’ossitocina
sono alquanto sorprendenti. Infatti, ¢ ben noto che l'erezione e lo sbadiglio sono indotti da
agonisti della dopamina principalmente del tipo D2 ma non del tipo D1 (Argiolas e Melis,
1995, 1998; Melis e Argiolas, 1995a, 1995b; Sanna et al., 2011, 2012b) (vedi anche Hull et
al., 1992). Cio suggerisce che il blocco dei recettori D1 (ma non D2) nel BNST in qualche
modo interferisce con i meccanismi attivati dall'ossitocina nel BNST per indurre I'erezione
peniena e lo sbadiglio. Se i recettori D1, il cui blocco da parte dell’SCH-23390 elimina le
risposte indotte dall'ossitocina, si trovassero nelle stesse sinapsi glutamatergiche che
presentano anche i recettori D2, cid potrebbe indicare che i recettori DI e D2 nelle
terminazioni nervose glutamatergiche svolgono un ruolo opposto nel controllo della
liberazione dell'acido glutamico, con il recettore D1 aumentandone e il D2 inibendone la
liberazione. In linea con questa possibilita, ¢ stato riportato che I’'SCH-23390 iniettato nel
BNST ¢ in grado di bloccare 1’auto-somministrazione endovenosa di cocaina nei ratti
(Epping-Jordan et al., 1998) e di ridurre 1’assunzione di alcool, mentre I’eticlopride,
antagonista dei recettori D2 ¢ risultato inefficace (Eiler et al., 2003). Anche se in parte
complicata da pareri contrastanti riguardo alla presenza di recettori D1 nel BNST (alcuni
autori riportano la loro presenza e altri la loro assenza, vedi Daniel e Rainnie, 2016), in
accordo con questa interpretazione, esperimenti preliminari, fatti nel laboratorio dove si ¢
svolto questo lavoro di tesi, suggeriscono che I’ossitocina iniettata nel BNST aumenta la
liberazione di dopamina in questo nucleo (Bratzu et al., risultati non pubblicati). Ulteriori
studi sono perd necessari per dimostrare che il blocco dei recettori D1 davvero porti ad una
diminuizione della trasmissione glutamatergica. Infatti, in alternativa alla suddetta ipotesi, 1
recettori dopaminergici D1, il cui blocco da parte del SCH-23390 elimina le risposte
dell'ossitocina, potrebbero essere localizzati in altri neuroni ancora da identificare
(eventualmente anche non glutamatergici), che potrebbero proiettare all'ipotalamo (nucleo
laterale o paraventricolare), all’area preottica mediale, all'area tegmentale ventrale e/o al
subicolo ventrale e amigdala, portando a sua volta all'attivazione delle vie neurali presenti non
solo in queste aree ma anche con le aree connesse ad esse e che mediano la risposta erettile e
lo sbadiglio.

Anche se non ¢ ancora chiaro che ruolo abbia la dopamina nei meccanismi attivati
dall’ossitocina per indurre 1’erezione peniena e lo sbadiglio, i risultati discussi sinora
suggeriscono che I’ossitocina iniettata nel BNST induce queste risposte comportamentali
attivando principalmente la trasmissione glutamatergica. Qualche complicazione a questa

interpretazione viene dall’incapacita del CNQX, antagonista selettivo dei recettori AMPA, di
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abolire lo sbadiglio indotto dall’iniezione di ossitocina nel BNST. La ragione per cui il
CNQX e I’(+)-MK-801 diano queste differenti risposte ¢ sconosciuta. Una spiegazione
potrebbe essere che il blocco selettivo dei recettori AMPA e NMDA nel BNST porti a
cambiamenti differenti dell’attivita dei circuiti neurali che controllano queste due risposte
comportamentali.

Nell’interpretazione sopra riportata, non ¢ stato assegnato nessun ruolo al GABA (uno dei
neurotrasmettitori maggiormente presenti nel BNST) e ai neuroni GABAergici, sia quelli che
originano nell'amigdala e nell'ippocampo e che proiettano al BNST (Dong e Swanson,
2006a,b,c), sia quelli che proiettano dal BNST all’ipotalamo e ai suoi nuclei
(paraventricolare), e all’area tegmentale ventrale (Dong et al., 2001) nella mediazione
dell’erezione peniena e dello sbadiglio indotti dall’iniezione di ossitocina nel BNST. Cio ¢
dovuto all’inefficacia degli antagonisti dei recettori GABAergici nell’influenzare le risposte
comportamentali indotte dall’ossitocina nel BNST. Tuttavia, I’incapacita degli antagonisti
GABAergici di alterare la risposta indotta dall’ossitocina, non esclude un possibile ruolo per
se dei neuroni GABAergici o quelli che proiettano alle aree al di fuori del BNST o quelli che
innervano il BNST. Infatti, il rilascio di acido glutamico indotto dall’attivazione dei recettori
per I’ossitocina nel BNST probabilmente non attiva solo i neuroni glutamatergici ma anche i
neuroni GABAergici che proiettano alle aree coinvolte nell’erezione peniena e nello sbadiglio
interferendo quindi con le risposte indotte dall’ossitocina. Anche se ¢ improbabile che i
neuroni GABAergici che proiettano al nucleo paraventricolare siano attivati dall'ossitocina
iniettata nel BNST per facilitare 1'erezione e lo sbadiglio, poiché gli agonisti GABAergici
iniettati nel nucleo paraventricolare sono noti per ridurre queste risposte indotte
dall’ossitocina (Argiolas e Melis, 2004, 2005; Melis e Argiolas, 2011), questa possibilita non
puo essere esclusa per i neuroni GABAergici che proiettano all’area tegmentale ventrale,
all'ippocampo o all'amigdala. Inoltre, forse piu rilevante per questo lavoro, i neuroni
GABAergici originari dell'amigdala e che innervano il BNST, non solo contengono CRF, ma
sono anche ricchi di mRNA per il recettore per 1’ossitocina (Dabrowska et al., 2011). Cio
aumenta la possibilita che l'ossitocina iniettata nel BNST possa attivare anche sinapsi
contenenti GABA e CFR per rilasciare GABA e CRF, come suggerito sopra per le sinapsi
glutamatergiche. Tuttavia, dato che il blocco dei recettori GABA e CRF nel BNST da parte
degli antagonisti GABA e degli antagonisti CRF, non ¢ in grado di ridurre/abolire le risposte
dell'ossitocina, ¢ probabile che GABA e CREF rilasciati nel BNST siano coinvolti in altre

funzioni in cui si ritiene che 1'ossitocina svolga un ruolo importante (per esempio nell’ansia,
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nello stress, ecc.) (Dabrowska et al., 2013a,b) piuttosto che nell’induzione dell’erezione

peniena e dello sbadiglio.

6. CONCLUSIONI

In conclusione, 1 risultati di questo studio mostrano che I’ossitocina iniettata nel BNST induce
erezione peniena e sbadiglio. Evidenze neuroanatomiche, neurofarmacologiche e
neurochimiche suggeriscono che quest’effetto ¢ mediato dall’attivazione dei recettori per
I’ossitocina localizzati nelle terminazioni sinaptiche glutamatergiche che impingono su
neuroni che proiettano all’ipotalamo e al nucleo paraventricolare, all’area preottica mediale
e/o all’area tegmentale ventrale, al subicolo ventrale dell’ippocampo e all’amigdala. Questi
neuroni sono probabilmente glutamatergici e contengono NO sintetasi neuronale, che
partecipa al meccanismo di attivazione di questi neuroni aumentando la produzione di NO.

Sebbene siano necessari ulteriori esperimenti per verificare questa possibilita, 1 risultati dello
studio dimostrano che il BNST ¢ un'altra area del cervello che partecipa al circuito complesso
che controlla lo sbadiglio e sia la fase consumatoria (erezione peniena e comportamento
sessuale) che la fase anticipatoria del comportamento sessuale (eccitazione sessuale e
motivazione). In linea con questa ipotesi, il BNST ¢ reciprocamente connesso a molte delle
aree che partecipano a questo complesso circuito attraverso la dopamina, 1'acido glutamico e

le vie ossitocinergiche (Melis e Argiolas, 2011).
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