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INDICE DELLE ABBREVIAZIONI

Le abbreviazioni sono in ordine alfabetico.

AVA: Anastomosi artero/venosa

BAT: Tessuto adiposo bruno

DMH: Ipotalamo dorso mediale

EEG: Elettroencefalogramma

FC: Frequenza cardiaca

IML: Colonna intermedio-laterale

LPBel: Nucleo Laterale Parabrachiale Esterno Laterale
NUEEG: Elettroencefalogramma nucale

PAM: Pressione arteriosa media

POA: Area preottica ipotalamica

PTE: Potenza totale dell'elettroencefalogramma
RVMM: Midollo rostro-ventro mediale

RVLM: Midollo rostro-ventro laterale

SNA: Sistema Nervoso Autonomo

SNC: Sistema Nervoso Centrale

SNS:sistema Nervoso Simpatico

SWA: Slow Wave Activity (attivitd ad onde lente)
Ta: Temperatura ambientale

TB: Tasso metabolico

Tc: Temperatura corporea

Thy: Temperatura ipotalamica
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1.1 IPOTERMIA E APPLICAZIONI CLINICHE

L'induzione di uno stato ipometabolico € oggi mottgportante in campo
medico per ridurre i danni indotti da ischemia esgla tissutale, soprattutto nel
trattamento dell'infarto del miocardio e dell'icticerebrale. Comunemente, si
produce uno stato ipometabolico tramite I'induzidin@no stato di ipotermia, che
e in grado di ridurre le richieste metaboliche walii; per questo la tendenza ad
utilizzare l'ipotermia nella pratica clinica e iaraento.

L’interesse per [lipotermia in medicina non € rdeen(le prime
osservazioni risalgono agli anni '30, con alcune@afoti risalenti agli egizi, greci
e romani) e negli ultimi anni si é assistito adauimento delle prove a supporto
del ruolo neuroprotettivo dell’ipotermia nei pazienon lesioni neurologiche.
Studi su animali, hanno permesso di individuareurdladei meccanismi che
sarebbero alla base degli effetti protettivi dpthiermia nei confronti dei danni
provocati dall’ischemia; alcuni di questi meccanistonserverebbero la loro
azione anche durante la fase di riperfusione (grelel circolo e della
perfusione), fino ad alcuni giorni dopo il dannanpmario. Gli effetti positivi
indotti dall'ipotermia comprendono: riduzione deltecrosi cellulare a favore
dell’apoptosi (morte programmata), riduzione degflietti negativi del calcio
intracellulare, riduzione del rilascio di neurotrettitori eccitatori (glutammato),
riduzione dell'inflammazione ischemica indotta, uzibne della produzione di
radicali liberi, riduzione della permeabilita vakre e della barriera emato-
encefalica e quindi della formazione di edema, zioloe del metabolismo, del
consumo di ossigeno cerebrale e del glucosio (MiNe1992).

La possibilita di indurre ipotermia dipende da alctattori fisici che
regolano il flusso di calore dallorganismo all’amfte: il rapporto
superficie/volume, la quantita di pelo e grasso @megono da isolanti e |l
gradiente di temperatura tra il corpo e I'ambiente.
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L'ipotermia é stata classificata in vari modi:

. lieve, temperatura compresatrai 36 e 33 °C

. moderata, temperatura compresatrai 32 e 28 °C
. severa, temperatura compresatrai 28 e 18 °C

. profonda, temperatura compresatrai 18 e 5 °C

. ultra-profonda, temperatura inferiore dei 5 °C

E’ interessante notare che alcuni mammiferi sonayiado di entrare
spontaneamente in un profondo stato ipotermico,ecparn esempio l'ibernazione,
in cui il metabolismo basale, il consumo di oss@enla frequenza cardiaca si
riducono; la piena attivita dell'animale viene isginata all’'uscita da questo stato
ipotermico, senza che si verifichi alcun dannoidarfusione o altri effetti nocivi.
| meccanismi molecolari e biochimici alla base aefiduzione dell'attivita
metabolica che innesca l'ibernazione rimangonorangarte sconosciuti (Lee,
2008).

1.1.1 INDUZIONE DELL'IPOTERMIA

L'ipotermia va distinta inaccidentale (spontanea, non controllata) ed
indotta (controllata, terapeutica), ottenuta con il rafffachento artificiale ed
usata per prevenire o attenuare varie forme didaenrologico.

Oggi l'ipotermia viene indotta primariamente tragnitaffreddamento
attivo del paziente e puo pero portare a consepuamini indotti dall’attivita
compensatoria che il sistema nervoso simpatico emettatto per tentare di
mantenere la temperatura corporea costante. Paastare il raffreddamento, il
sistema nervoso simpatico provvede inizialmenteénddrre una vasocostrizione
del distretto vascolare cutaneo. Questa risposiderpiu difficoltosi i tentativi di
indurre l'ipotermia terapeutica attraverso il ratfdamento esterno, in quanto il
flusso di calore fra ambiente e corpo si riduceltte il sistema nervoso simpatico
aumentata la produzione di calore tramite I'indoeiali brivido e I'attivazione del

tessuto adiposo bruno, che porta ad un incremegitondtabolismo lipidico, dei
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carboidrati e delle proteine. Il brivido pud comiaoe un aumento del consumo di
Oz dal 40% fino al 100%, un effetto poco desiderabdprattutto in pazienti con
danno neurologico o post-anossico. Queste rispos$sono essere contrastate
dalla somministrazione di sedativi, anestetici, iap@i e/o miorilassanti. La
sedazione e 'anestesia inoltre aumentano il fleseatico verso la periferia (per
diminuzione delle resistenze periferiche) aumerdapdrcio il trasferimento di
calore dal centro verso la periferia. La perditaalore € inoltre favorita dalla cute
umida o bagnata e dall'utilizzo di soluzioni a baselcool. Da notare come la
capacita e l'efficacia dei meccanismi di controtlella temperatura corporea
diminuiscano con l'eta.

L’induzione dell’ipotermia causa un gran numero cimbiamenti
fisiologici coinvolgendo praticamente tutti gli appti ed i sistemi
dellorganismo. Purtroppo, l'uso dell'ipotermia rilta per ridurre i danni
ischemici ed ipossici richiede che venga anchetatdul rischio che deriva dalla
risposta compensatoria dell’organismo.

Per questo motivo, molta attenzione € oggi risaradlo studio di modalita
di induzione di ipotermia che non comportino reazioompensatorie da parte

dell’organismo.

1.2 IBERNAZIONE, TORPORE ED ESTIVAZIONE

1.2.1 IPOTEMIA SPONTANEA

In natura esistono animali in grado di andare itr@oa forme spontanee di
ipotermia ed ipometabolismo. In questi animali sserva una riduzione anche
drastica della temperatura corporea (che puo scerith® a 1°C nello scoiattolo
di terra artico,Spermophilus parryji senza che nessuna risposta compensatoria
venga messa in atto dall’organismo. Sono molti mméferi endotermi nei quali
si e evoluto un meccanismo fisiologico che, in o&p ai cambiamenti

dell'ambiente stagionali sfavorevoli, permette dntr&e in uno stato
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ipotermico/ipometabolico, aumentando di consegudazproprie possibilita di
sopravvivenza.

Esistono tre principali stati di ipotermia spont@neell’animale:
I'ibernazione, il torpore e l'estivazione. Queste tondizioni sono accumunate
dalla stessa base fisiologica: come riporta il Pidé&ldmaier “Le proprieta
fisiologiche del torpore, ibernazione e estivazioseno simili tra loro. La
classificazione di ibernazione, torpore ed estwagi € rappresentata
semplicemente da differenze di tempo, durata e€adgtiezza dell'inibizione
fisiologica (Heidelmaier et al., 2004).

In breve, questi sono comportamenti ipometabolitizaati dagli animali

per risparmiare energia (Lee CC, 2008).

1.2.2 IBERNAZIONE

L'ibernazione negli endodermi € un’efficace stratgmpr sopravvivere alla
scarsita di risorse tipica della stagione invernglernazione € un processo che
si estende per la durata di alcuni mesi, ma chreréalta il risultato della somma
di singoli episodi di ipotermia della durata dicairdue settimane, intervallati da
brevi periodi di normotermia (figura 1), comuneneidentificati come “risvegli”
(Wilz and Heldmaier, 2000).

Le caratteristiche fisiologiche dell'ibernazionegana marcata riduzione
del tasso metabolico (TB) e la riduzione della terafpura corporearl€) vicino
alla temperatura ambiental&a). Il ghiro, per esempio, € conosciuto come ul ver
ibernante, in autunno entra nella sua tana (I'i@eoio) e vi rimane fino a
primavera. Durante questo periodo il ghiro sopreevgrazie alle riserve del
grasso corporeo accumulate nella stagione estiviiz (8vd Heldmaier, 2000).
Anche la marmotta & un ibernante stagionale, lal®raazione puo iniziare verso
la fine di Settembre o i primi di Ottobre e duréire alla fine di Marzo o agli
inizi di Aprile. Anche per la marmotta l'intera gtene di letargo e costituita da
duverse fasi ibernati. Queste fasi sono caratt&ezda quattro diversi stati, per

una durata di circa 8-10 giorni: i) entrata in iezione; ii) mantenimento della
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profonda ibernazione per diversi giorni; iii) righ®; iv) periodo di eutermia o
normotermia della durata di 1-2 giorni. L'interagibne di ibernazione dura circa
6-7 mesi (per una media di 193 giorni) questi ns&BiI0 caratterizzati da una
sequenza di 15 - 20 fasi ibernanti. L'entrata @rnlazione € caratterizzata da una
riduzione del tasso metabolico, fino ad un minim@dd014 miQ g* h™), che &
solo una frazione (1/25) della spesa metabolicta dake di eutermia a riposo
(0.34 mIQ g* h™Y) La riduzione dell'attivita metabolica & accompagnda un
rapido decremento della temperatura, che continliaterno della fase di
profonda ibernazione decrescendo esponenzialmeéatdemperatura corporea
della marmotta rimane sempre 1.5-3 °C al di soprguella ambientale. La
profonda ibernazione viene terminata dal risvegliarante il quale le marmotte
alzano la loro temperatura fino a raggiungere lanmbermia nel giro di circa 3
ore grazie ad un’elevata produzione di caloreerthppo necessario per il risveglio
dall'ibernazione, la durata del periodo eutermicd'emtrata in ibernazione
mostrano solo piccole variazioni, mentre la durdédle fasi ibernanti dipende
dalla durata del periodo di profonda ibernazioregtéPn simili sono stati osservati
anche in altri ibernanti, come per esempio i maeymei mammiferi euteri e nei
monotremi. | ripetuti risvegli e i periodi di eutela sono brevi, ma
energeticamente molto costosi.

Nella marmotta il 72 % di tutta I'energia accumalgier il periodo
ibernante, viene spesa nei risvegli per il 17 %eeilp57 % nei periodi eutermici.
Stime simili sono state ottenute per altri ibernabe ragioni fisiologiche di
qgueste spese energetiche per il risveglio sonoransoconosciute. Tuttavia e
chiaro che piu l'ibernazione e estesa e profonidegmergia verra spesa durante i

periodi di risveglio (Heldmaier et al., 2004).

1.2.3 TORPORE

Tutti gli animali hanno bisogno di energia per saoste le attivita
fisiologiche e i comportamenti abitudinali. La qtitn e qualita del cibo puo

variare di giorno in giorno o di stagione in staggp per questo la selezione
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naturale ha favorito animali che meglio si adattan@uesti cambiamenti. I
torpore & una strategia che molti animali usandfgrefronte a periodi di scarsita
di cibo (Melvin and Andrews, 2009).

I mammiferi, in quanto omeotermi, cercano di maatena temperatura
corporea approssimativamente intorno ai 35-38°Cpostante le continue
variazioni di temperatura ambientale. La capacitamdntenere la temperatura
corporea costante ha contribuito al successo evolutei mammiferi,
permettendo ad essi di invadere tutte gli habitdit distribuirsi in tutto il mondo.
Alcuni mammiferi sono in grado di abbassare la peofemperatura corporea per
contrastare la mancanza di cibo in determinatiogeriper poi ritornare alla
normotermia in periodi favorevoli. La possibilith eéhtrare in torpore e quindi
influenzata dalla disponibilita di cibo; per esemgi ben noto come il topo, un
endoterma facoltativo, riesca ad entrare in torgomr@nte il digiuno propugnato.

Il torpore, € caratterizzato da una durata inferiatle 24 ore, dalla
riduzione del tasso metabolico (TM) e della tempugeacorporea che puo essere
compresa trai 10 °C e i 25 °C; queste strategie ssate per esempio dai criceti
russi Phodopus sungoriis(Wilz and Heldmair, 2000). Il torpore segue fassa
successione di eventi che avvengono nell'ibernazioentrata in torpore,
mantenimento del profondo torpore, risveglio e rnto ad uno stato di
normotermia (eutermia). A 13 °C di temperatura ooep, il criceto (30,8 g di
peso) mostra un tasso metabolico durante I'atthétéurna di 2.63 ml ©g~* h™)(
tasso metabolico minimo a riposo di 2.1 my ' h™). Durante il periodo di
riposo diurno il criceto entra nello stato di torp@bbassando il tasso metabolico
a 0.5 ml Q g*h™* entro 40 minuti (tasso metabolico medio dell'iatdurata del
torpore & di 0.709 ml Oy h™% valore minimo: 0.391 ml ©g* h™%; in sintesi, il
tasso metabolico viene ridotto a circa 1/4 del malmisurato durante il periodo

eutermico.

La temperatura corporea decresce da 34,2 a 17,8f6bVa fine del
periodo di torpore. Il torpore profondo viene mami® per circa 9 ore, termina
con il risveglio, ed entro 30 minuti il criceto dpa la propria temperatura alla
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normotermia. Durante il torpore, lipometabolismolipotermia sono meno

pronunciati rispetto all'ipometabolismo osservattiibernazione.

1.2.4 ESTIVAZIONE

Comportamenti simili, con prolungate fasi di dornza, possono essere osservati
anche a temperature piu elevate e vengono idattiftwl termine estivazione
(Wilz and Heldmaier, 2000).

L'estivazione € uno stato di torpore meglio dediribme la strategia per
sopravvivere a condizioni aride spesso associterancanza di disponibilita di
cibo/acqua ed alte temperature.

L'estivazione € uno stato associato sia a verietiat invertebrati. Tra i
vertebrati sono inclusi pesci, anfibi (rane, rosgalamandre), rettili (lucertole,
coccodrilli, tartarughe), cosi come piccoli mammjferecentemente € stato
dimostrato che anche un primate tropicale pud enirauno stato ipometabolico
(Dausmann et al.,2004).

L'estivazione puo essere a breve o a lungo termeth& spesso impiegata
per consentire all'organismo di sopravvivere allmghe stagioni secche e
incompatibili con l'attivita vitale. L'animale va estivazione per circa 9-10 mesi
all'anno, ma esistono esemplari la cui estivazidme per piu di 2 anni. | rospi
(Scaphiopus couchii) del sud-ovest americano sono buon esempio di
estivazione annuale. Possono essere attivi sufper meno di 20 notti I'anno. I
primo passo verso le tane del sottosuolo € datle gaime piogge torrenziali
estive. Gli adulti diventano voraci mangiatori peostituire le riserve necessarie
alla sopravvivenza nei lunghi giorni di estivazioAelattamenti degli animali alla
vita in ambienti stressanti tipicamente includorambiamenti a piu livelli,
comportamentali, fisiologici e biochimici, e anamal'estivazione avviene questo.
Gli elementi critici durante I'estivazione sono:ckapacita di accumulo di risorse

idriche e di una riserva di cibo sufficiente pettdula durata del periodo di
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dormienza. A livello comportamentale le specie apccluoghi riparati in cui
possano assicurarsi la conservazione dell'acquaorgb, minimizzare la loro
esposizione ad agenti atmosferici e nascondergirddatori.

La difesa dalla perdita di acqua durate la dormae@zimportante; essa
viene persa durante la respirazione e attraversaparficie corporea, per questo
I'animale entra in estivazione con un'elevata gtéadt acqua che viene utilizzata
per mantenere i tessuti idratati. Gli anuri, penegio, hanno un‘enorme riserva di
acqua nella vescica che viene utilizzata per sigitacqua persa dai tessuti con
I'evaporazione.

Il metabolismo energetico degli animali che vanneestivazione si basa
principalmente sull'ossidazione aerobica dei lipidieme al catabolismo proteico
ed un piccolo contributo dei carboidrati. La cownsgrone delle riserve
energetiche per la sopravvivenza durante il pergicdtormienza é fondamentale e
il tasso metabolico durante questo periodo si a#dsl 10-30 % rispetto al tasso
metabolico dell'animale nel periodo di riposo. Miagg € la riduzione del tasso
metabolico, maggiore e il tempo in cui la riserveergetica pud sostenere il
metabolismo basale dell'animale nella fase di denza.

In conclusione possiamo dire che non vi sono difiee qualitative tra i
vari stati di dormienza, ma solo quantitative. Qoiesiggerisce che ibernazione,
torpore ed estivazione siano basate sugli stesstanesmi fisiologici per regolare
il metabolismo basale e la temperatura internadifferenze osservate riguardano
sostanzialmente la durata delle fasi di ipometaimals piu lunghe per quanto
riguarda l'ibernazione e I'estivazione rispetttogbore.

1.3 CICLO SONNO-VEGLIA

Il sonno fa parte del ciclo ultradiano sonno-vegdliaomponenti principali
di questo ciclo sono la veglia, che puo esserantisin veglia attiva e veglia
quieta, ed il sonno, che si puo classificare in tpiedistinti: sonno REM (dove
REM é I'acronimo dell'ingleseapid eye movemene sonno NREM (non-REM,

Parmeggiani, 2005).
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Il sonno & uno stato comportamentale caratterizzigtoreversibilita,
isolamento percettivo, ridotta risposta agli stinesiterni e dall’assunzione di una
postura che e specie specifica; in particolar@iin® NREM é caratterizzato da
ipotonia muscolare, accompagnata da una riduziagentetabolismo che si
evidenzia anche dalla riduzione della frequenzaliaea e della temperatura
corporea centrale concomitante con un aumento deffgperatura cutanea. Il
sonno REM é invece caratterizzato un’atonia musedaltuariamente interrotta
da contrazioni involontarie (mioclonie) e da movirti@culari rapidi.

Dal punto di vista autonomico nel sonno NREM e ttarzzato da una
prevalenza di attivita parasimpatiche, mentre nehnse REM si osserva
un’elevata variabilita nei livelli di attivita singtica, insieme a fasiche attivazioni
dell'attivita di scarica tonica del parasimpatiPaimeggiani, 2005).

Dal punto di vista termoregolatorio, questi duetissmno nettamente
distinti: durante il sonno NREM si osserva una dinzione dell'attivita
metabolica e una diminuzione della temperaturarakntcorrelata ad un lieve
aumento della temperatura cutanea. Durante il ®OREM invece si verifica
perdita del controllo omeostatico della temperatunaa serie di processi che
durante le fasi di veglia e di sonno NREM sonovatiebbene con livelli di soglia
e di risposta differenti, consentendo di contrellata dispersione di calore
corporeo (piloerezione, polipnea e brivido, vedi pitdo “risposte
termoregolatorie evocate dall’esposizione ad antbfeeddi”), durante il sonno
REM scompaiono (Parmeggiani, 2003); inoltre durdmassaggio da una fase di
sonno NREM ad una di sonno REM si assiste ad urmonieno di
termoregolazione paradossa per cui, per esempassgrva una vasocostrizione
cutanea in animali esposti ad ambienti caldi.

Questa mancanza di risposta termoregolatoria tRihirsonno REM é
attribuibile ad una ridotta capacita integrativa deuroni dell’area preottica
dell'ipotalamo durante questa fase del sonno; ss@i@ studi condotti sul gatto
hanno dimostrato come il riscaldamento e il raffieedento dell’area preottica nel

gatto durante la fase REM, non produca nessunastisptermoregolatoria
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(Parmeggiani and Franzini, 1971, Glotzbach anddfell976), al contrario di
guanto avviene durante la veglia e durante il SOMR&M.

Questa diminuita capacita integrativa dei neurgatalamici durante il
sonno REM non dipende pero da un generalizzatocbloella regolazione dei
processi omeostatici in questa fase: esperimentiatti per saggiare la reattivita
dei neuroni ipotalamici a stress di tipo osmotitzo régolazione dell’osmolarita
dei fluidi corporei nei mammiferi & controllato &dllo ipotalamico) durante il

sonno REM ne hanno provato il perdurare della fumadita (Luppi, 2010).

Dal punto di vista elettroencefalografico, sonnoBEWR sonno REM e
veglia possono essere facilmente distinti in ba#ie &equenze che i
caratterizzano. Il ritmo elettroencefalografico dehno NREM e caratterizzato da
tre tipi di oscillazioni:

a) Onde sigma (7-14 Hz): dette anche fusi, sonossatpenza di onde
caratterizzate da un’ampiezza prima crescente poredcente, raggruppate in
sequenze di 1-2 sec; ricorrono periodicamente oartmo lento di 0,1-0,3 Hz.

b) Onde Delta (1-4 Hz): sono le caratteristichdedfgsi piu profonde del
sonno e sono caratterizzate da due componenti:cangonente € corticale e
caratterizzata dalla presenza dei complessi-Kirdatomponente é talamica,
stereotipata, ritmica, risulta dall'interazione seguente ad iperpolarizzazione, tra
due correnti intrinseche di neuroni di relais tatacorticali (Massimini et al.,
2003).

c) Onde lente (0,5-1 Hz): sono un fenomeno cordicakuroni corticali
mostrano un'oscillazione spontanea, consistenteprolungate componenti
depolarizzanti e iperpolarizzanti. Tutte le maggadassi cellulari della corteccia
cerebrale presentano l'oscillazione lenta; nellloontel'EEG, I'onda verso l'alto
coincide con una iperpolarizzazione dei neuronticali, il picco verso il basso
con una depolarizzazione (a meno che non si thatina sinapsi superficiale).

Il ritmo elettroencefalografico del sonno REM ampafortemente
desincronizzato ed é caratterizzato in massima piita presenza di onde Theta:
sono onde riconoscibili per un ritmo molto regoleo& una frequenza di 4-8 Hz.
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1.3.1 OMEOSTASI DEL SONNO

by

Il sonno €& un’attivita di vitale importanza, in qi@ la sua assenza
comporta spossatezza, sonnolenza, alterazione faeltdta cognitive (Alhola,
2007) e del metabolismo (Tahe2Q)04); il protrarsi di una deprivazione di sonno
per periodi di tempo sufficientemente lunghi palia morte (Rechtschaffen and
Bergmann, 2005).

La quantita di tempo spesa nello stato di sonne dinamiche del suo
recupero in seguito a deprivazione sono quindi sttggd una regolazione di tipo
omeostatico; secondo il modello attuale, la projpemsal sonno (od alla veglia)
dovuta all'interazione di due componenti (o proceBgura 2): il processo C
(circadiano) ed il processo S (omeostatico).

Il processo C descrive come, a seconda della spewia la propensione a
dormire durante i periodi di luce o di buio (Borpé&nd Achermann, 2005) e
deriva dall'attivita del nucleo suprachiasmatico.

Il processo S (omeostatico), descrive come la preipee al sonno
aumenta in maniera proporzionale allaccumularstednpo passato in veglia e
diminuisce invece in seguito a periodi di sonno BEWVR; in questo modo un
episodio di riduzione o deprivazione di sonno dblsee seguire un recupero di
sonno, in durata od intensita, alla prima occasaigponibile.

Un parametro utilizzato come indicatore dell'intédslel sonno NREM, e
quindi utilizzato per descriverne il processo onaso sottostante, € costituito
dall'attivita elettroencefalografia ad onde len®WA, I'acronimo inglese per
slow wave activity una componente a bassa frequenza della banda. el
SWA é particolarmente intensa all'inizio di unadadi sonno e si € osservato
come periodi di deprivazione presentino intensaitttDelta durante i periodi di
NREM immediatamente successivi (Borbély and Achemma005, figura 3).

La SWA non e quindi solo un epifenomeno del somma, ne riflette
importanti meccanismi di regolazione, il cui sigrato e tuttora motivo di
discussione; ad oggi la teoria piu accreditataspagare I'omeostasi del Delta nel

sonno NREM é quella dellomeostasi sinaptica (Torard Cirelli, 2003, figura
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5); questa teoria correla il potenziamento sinapticrante la veglia con la SWA
durante il sonno.

Nello specifico, le diverse attivita svolte durarite veglia (come ad
esempio: reazioni a stimoli sensoriali, attivita toree, associazioni mentali,
pensieri, acquisizione di nuove esperienze) porshon aumento del numero e
della forza delle connessioni sinaptiche tra i nau(potenziamento sinaptico);
guesto fenomeno e direttamente correlato con Bimento della SWA durante la
fase di sonno successiva, la cui funzione sarebblagdi una rimodulazione dei
pesi sinaptici al fine di ottimizzarne la funziomal Da questo punto di vista il
progressivo declino dellattivita SWA durante il poiso rifletterebbe la
corrispondente rimodulazione delle connessioniggiohe.

La funzione dell'attivita ad onde lente durantessinno NREM secondo
questa teoria € quindi di evitare sovraccarichicdnnessioni sinaptiche sulle
cellule nervose, sfoltendo la densita delle corinessed al contempo
migliorandone l'efficienza.

Questa ipotesi fatica a spiegare le osservaziti@ $a animali riemersi da
periodi di ipotermia (vedi capitolo “sonno e torpdr in cui si osserva un
incremento della banda Delta del’lEEG durante ihrsm NREM, nonostante
'animale sia reduce da un periodo -caratterizzata dcarsa attivita
elettroencefalografica.

Altri sistemi possono essere coinvolti nell'incrertee del Delta post-
torpore: il ritorno alla normotermia richiede irtfatn grosso sforzo a carico del
SNS, che deve stimolare una intensa attivazioria tiglnogenesi.

Possiamo tracciare una correlazione tra questaaaine del SNS,
necessaria per il ritorno alla termoneutralita, ileduccessivo incremento della
SWA nel NREM: alcuni studi dimostrano come l'intéitazione della SWA nel
sonno NREM possa avvenire in seguito a stimolazibriipo stressorio (Meerlo
et al., 2001).

In particolare esiste nel ratto un modello di srgzarticolarmente
interessante, denominatedtial defeat] questo modello prevede l'utilizzo di uno
stimolo negativo di tipo ambientale (la sconfitta gharte di un maschio
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dominante), in grado di indurre nellanimale un téorstress di tipo
sociale/emotivo. L'utilizzo di questo modello hadanziato come in seguito alla
sconfitta si produca un forte spostamento dell’#ogpud autonomico verso una
predominanza simpatica (caratterizzata da unagpense tachicardia blandamente
contrastata a livello vagale, Sgoifo et al., 19985 soprattutto ha evidenziato
come nelle successive fasi di sonno si verifichaumento dell’intensita del Delta
nel NREM (Meerlo et al., 2001).

A differenza del sonno NREM, il sonno REM non pregaedinamiche di
recupero basate sull'intensita, quanto piuttostia slurata del fenomeno (Cerri et
al., 2005). Una procedura che ha permesso uno ostagprofondito delle
dinamiche del recupero del sonno REM, consiste’esplbsizione a basse
temperature ambientali; la quantita perduta puéressfluenzata sia dalla durata
dell’'esposizione che dallimpegno termoregolatoceusato (ad una Ta minore
corrisponde un maggior sforzo termoregolatorio)rnieata I'esposizione alle
basse temperature, nel ratto il processo di recupet sonno REM appare
dipendere soltanto dalla quantitd di sonno REM gaterante la precedente
deprivazione, seguendo una dinamica che appargeindentemente dalla
temperatura di esposizione (Amici et al. 2008). €peieprocedure hanno
consentito di dimostrare che il sonno REM perdutwadte una giornata di
esposizione a bassa temperatura ambientale vienple@amente recuperato nei
quattro giorni successivi attraverso un procesgodcga che nel giro di 24 ore
porta I'animale che abbia perso il 100% del son®MRdurante la giornata di
esposizione a colmare I'80% del debito contratistribuendo il recupero del
restante 20% nei tre giorni successivi (Amici et 2008)

Da un’analisi compartiva della modalita con cuisdnno REM viene
recuperato nel ratto (Cerri et al., 2005), nelgé@armeggiani et al. 1980) e nella
specie umana (Endo et al., 19983¥tata formulata un’ipotesi secondo la quale la
dinamica del processo di deprivazione e recuperosdano REM sarebbe
determinata dalla massa corporea dell’animale.’&thale di taglia minore (e

quindi con un rapporto superficie volume sfavorevelun maggior metabolismo
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basale per grammo di tessuto), il bisogno di rearpeil sonno REM perso si
presenta infatti con maggiore forza ma allaument@lla taglia dell’animale e
necessario contrarre un debito di sonno REM magger innescare il processo
di recupero (Amici, et al. 2008).

Indipendente da quale che sia il significato funale del sonno REM, il
fatto che la regolazione della sua comparsa siegaib alla taglia dell'animale,
che filogeneticamente esso sia comparso di parsgpan la comparsa
dell’omotermia nei mammiferi e negli uccelli (Si¢@e05) e che la sua comparsa
implichi una sospensione della termoregolazionertapanevitabilmente a
ipotizzare una stretta relazione tra il sonno REMpmcessi fisiologici legati alla

regolazione del metabolismo corporeo (Amici et2008).

1.4 SONNO E TORPORE

Il fatto che ibernazione e torpore, similmenteairso NREM, siano degli
stati caratterizzati da una riduzione della temjpesacorporea, da ridotta attivita
motoria e da ridotto metabolismo, ha portato inspés a sostenere I'ipotesi che
questi stati ipotermico-ipometabolici fossero uneadi sonno molto profondo o
una sorta di prosecuzione del sonno.

In realta I'analisi elettroencefalografica di questati e dei periodi di
emersione da torpore e ibernazione hanno smeniiéstg ipotesi. Innanzitutto
durante I'entrata in torpore si osserva una pravasriduzione dell’attivita
elettroencefalografica e uno spostamento versedime lenta dello spettro di
tutte le frequenze dellEEG, anche in consegueneba ddiminuzione della
temperatura corporea. Durante il sonno invece, ssisee ad un’attivita
elettroencefalografica varia ed intensa, carattate da un susseguirsi ciclico di
fasi di sonno NREM, REM e brevi periodi di veglia.

Inoltre & stato osservato come animali emersi d#@dgiedi torpore od
ibernazione (rispettivamente il criceto russo sdoiattolo di terraSphermophilus
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lateralis) passino molto tempo dormendo di un sonno le @ratteristiche
elettroencefalografiche sono le stesse osservatgeonao successivo a periodi di
deprivazione (di sonno; Deboer and Tobler, 1994).

Gli animali deprivati di sonno, appena ne hanngdasibilita iniziano a
dormire: in questi momenti il sonno e principalmeerdi tipo NREM ed e
caratterizzato da un’intensa attivita Delta, cheaguito diminuisce gradualmente
fino a livelli normali.

Anche gli animali in grado di andare in ibernazioderante i mesi
invernali, durante i bervi periodi di risveglio erdorno alla normotermia passano
il 60% del loro tempo dormendo; questo non saretdmessario se I'ibernazione
fosse assimilabile ad una specie di sonno profomdentre sembrerebbe che
durante questi periodi ipotermico-ipometabolicéi@ un accumulo di necessita di

dormire.

1.5 SIMULARE L’'IBERNAZIONE

Sviluppare una procedura che possa permettere agche non ibernante
di entrare in ipotermia, senza linstaurarsi die#ff autonomici compensatori
avversi, potrebbe creare in ambito medico molttagoi.

L'ibernazione & un fenomeno evolutivamente congervahe é stato
descritto in molti ordini di mammiferi (figura Suindi diffusa in piu classi e non
in un'unica specie.

La possibile spiegazione di questa distribuziomeogenea e che si tratti
di un carattere ancestrale, e che quindi il corgeluetico adatto per sopravvivere
in uno stato di ipometabolismo sia conservate iasqtutti i mammiferi, ma che
solo una parte di questi abbia sviluppato la capagdi sospendere le attivita
metaboliche e di sopravvivere in ipotermia ed@itermia.

L'ampia distribuzione degli ibernanti nella filogen potrebbe far
presupporre che sia possibile indurre quindi uatbspotermico/ipometabolico in

tutti i mammiferi.
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La possibilita di indurre farmacologicamente unatetdi pseudo-torpore
in pazienti con arresto cardiaco, trapiantati dlog in pazienti operati a livello
cerebrale e cardiaco, o in pazienti in terapianisitea (IUC), potrebbe fornire un
prezioso strumento per limitare i danni ischemgsutali comunemente osservati

in queste condizioni patologiche (Lee, 2008).

1.5.1 STATO DELL'ARTE

Al momento i meccanismi che sono alla base delfifd@one sono
sconosciuti. Una combinazione tra fattori ambienfel diminuzione di luce
durante il giorno, abbassamento della temperatmtaieatale, cambiamenti nella
dieta) e fattori endogeni (aumento di alcuni ormentambiamento di utilizzo
della fonte energetica, da glucosio a lipidi) éastsuggerita esserne un possibile
meccanismo (Carey et al., 2003).

Diversi composti farmacologici sono stati studiai proposti come
induttori di stati ipometabolici. In particolareetrimportanti condotti nel topo studi

hanno avuto successo nell'indurre uno stato digséorpore.

1.5.2 ACIDO SOLFIDRICO (H,S)

L'acido solfidrico € una molecola endogena, pramttquantita basse, che
funziona come molecola segnale per il sistema sereoil sistema vascolare. E’
inoltre un potente inibitore reversibile del congde IV (citocromo-c ossidasi)
della fosforilazione ossidativa nel mitocondrio.HLS compete con I'©nel
legame con la citocromo-c ossidasi, producendobbassamento del consumo di
ossigeno cellulare e un'inibizione reversibile mhettabolismo cellulare. E’ inoltre
stato trovato implicato nell'attivazione di sisteamti-apoptotici e in meccanismi
anti-ossidanti. (Calvert et al. 2010). Recenti dagnno dimostrato che |l

trattamento con 6 aumenta l'espressione di HSP90, HSP70 e memtii an
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apoptotici e pro-apoptotici della famiglia di Bcl-Roltre e stato dimostrato che
I'H,S aumenta i meccanismi antiossidanti tramite ilofat nucleare (erytroid-
derived 2)-like 2 (Nrf2), che fa aumentare I'espi@se di geni che codificano per
diverse proteine antiossidanti. La combinazione l&racapacita di ridurre il
metabolismo cellulare inibendo la cotocromo-c oaside le proprieta anti-
apoptotiche e pro-apoptotiche, rende,BHin promettente composto per indurre il
torpore.

Nel 2005 Blackstone et al. (Blackstone et al.,208B)ostrarono che
I'esposizione nel topo ad ,8 gassoso produceva un abbassamento del
metabolismo cellulare e della temperatura corpgceacentrazione da 20 a 80
ppm) nel topo. Dopo I'esposizione il metabolismiaea del 90% e la temperatura
corporea arrivava a circa 2 °C sopra quella amaientcon una temperatura
corporea minima di 15 °C. Sei ore dopo I'esposiialtiH,S, il topo lentamente
si riscaldava e il metabolismo cellulare e la terapga corporea ritornavano a
valori normali. Somministrazione di.B in altri tipi di animali, piu grandi, ha
riportato risultati inconsistenti. Nel suino la smmistrazione di HS induce, dopo
8 ore, un lieve ma significativo, abbassamentoad&tquenza cardiaca e della
temperatura corporea. Inoltre il consumo dieda produzione di C{decrescono
significativamente, indicando una riduzione del stasmetabolico. Altri
esperimenti condotti in ratti, suini e pecore, noanno pero confermato la
capacita dell’HS di indurre uno stato di pseudo-torpore.

Potrebbe essere possibile che in animali di masgieEa maggiore come
le pecore, la differente regolazione del metabadisim funzione della taglia
maggiore, eviti una riduzione del tasso metabdlicpo somministrazione diJ8
(Bouma et al., 2011).

E’ inoltre possibile ipotizzare che l'uso di un netld sperimentale come
il topo possa non essere stata la scelta ottinealeyesto approccio sperimentale.
Come esposto prima, il topo € un endoterma facadtaed e quindi in grado,
nelle adeguate condizioni, di entrare in torporgdssibile che il topo, in risposta
al blocco sistemico del citocromo-c ossidasi, albd®ecato di difendersi dalla

subentrante ipossia cellulare, entrando in torpore.
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1.5.3 5'-ADENOSINA MONOFOSFATO

La 5'-adenosina monofosfato (5-AMP) e un metaholdell'idrolisi
dellATP ed e stato proposto come possibile indteeah uno stato di pseudo-
torpore nel topo da laboratorio. In condizioni dgidno e di buio costante, la
somministrazione di 5-AMP ha indotto nel topo wtato di pseudo-torpore, con
un’importante e subitanea bradicardia. Gli effettirdiaci del 5’-AMP appaiono
profondamente diversi da quelli osservati duraht®rpore naturale, per cui é
improbabile che il 5'-AMP sia coinvolto nella gendsll'induzione del torpore in
natura.

Ci sono due ipotesi che possono spiegano gli eféethacologici di
5'-AMP:

i) 5-AMP e defosforilato ad adenosina, che attiva ecettori
dell'adenosina e porta ad una riduzione del renalioneardiaco, e di conseguenza
ad una riduzione di temperatura.

i) L'assorbimento di 5-AMP porta all'attivazione |dNP proteina
chinasi (AMPK), un enzima chiave coinvolto nellga&azione del metabolismo.

La somministrazione di adenosina, ADP o ATP puduirel una risposta
ipotermica nel topo, che e coerente con la prin@es. La seconda ipotesi
descrive il ruolo di AMPK-intracellulare, un enzim&he incrementa
I'assorbimento del glucosio, l'ossidazione degidiagrassi e inibisce la sintesi
proteica, glucidica e degli acidi grassi, nell'iadune di uno stato di pseudo-
torpore. In accordo con la seconda ipotesi, il BIFAé capace di indurre una
risposta ipotermica anche in topo ecto-5'-nuclda$iienti e in topi deficienti di
un sottoinsieme di recettori per l'adenosina (ARAAA2B, o A3). Anche se
questo suggerisce un importante ruolo di AMPK imellizione di una risposta
ipotermica, non e possibile escludere un ruoloipecettori dell'adenosina. La
sensibilita di AMPK al rapporto [AMP]:[ATP] lo rerdun sensore per lo stato
energetico cellulare. 1l 5-AMP, grazie al suo moldi regolazione del
metabolismo e di attivazione di diversi meccanidihprotezione, potrebbe essere

un promettente bersaglio nella medicina dei trapida somministrazione di 5’-
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AMP induce uno stato di risparmio energetico, endta l'accumulo di lattato,
attivando diversi pathways di protezione con counsate produzione di fattori
protettivi, come per esempio eNOS e NO ed evitagdimdi i rischi ipossici
durante lischemia. Tuttavia, l'attivazione di AMPKramite infusione
intracerebroventricolare di AICAR (specifico attivee di AMPK) nella marmotta
ibernate, incrementa I'assunzione di cibo e impedientrata in torpore. Anche se
e difficile discriminare gli effetti diretti indatida 5'-AMP e indiretti attraverso i
suoi effetti ipotermici, la capacita di 5-AMP ditimare AMPK e pathways di
segnalazione del ciclo cellulare, fanno di quest@tiimo composto da utilizzare
in campo medico. Tuttavia i dati riguardanti i mawismi molecolari alla base di
5'-AMP sono ancora scarsi e il potenziale utilizdimico ha ancora bisogno di
accertamenti (Bouma et al., 2011).

Il tentativo di usare il 5’-AMP in animali non ib&anti non ha funzionato
completamente. La somministrazione di 5’AMP nela&ia infatti indotto solo un
modesto stato di ipotermia ed ha prodotto molti bfgmi metabolici e
cardiovascolari. Anche in questo caso e possildle & topo, un endoterma
facoltativo, abbia cercato di difendersi dalla samstrazione di 5’AMP entrando

in torpore, cosa non possibile in animali non ila@tn

1.5.4 ORMONE TIROIDEO

La 3-lodiotiroammina (T1AM) € una recente scopeHBauna sostanza
derivata dall'ormone tiroideo ed & un potente agjardel recettore della proteina
G e dellammina-associata al recettore TAARL. b suolo fisiologico non é
ancora ben chiaro, ma la sua iniezione nel toppdntato ad una riduzione dose-
dipendente della temperatura corporea e della émzpi cardiaca, inoltre la sua
iniezione nel topo e nei criceti rus$?hodopus sungorud)a ridotto il tasso
metabolico. Tuttavia esistono alcune importantifedénze tra gli effetti
metabolici e termici indotti da T1AM e il torporaturale, che sollevano questioni
importanti sul ruolo potenziale di questo composéti'indurre pseudo-torpore.

Rispetto al torpore naturale, in questo trattamésimacologico la riduzione del
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metabolismo avviene piu velocemente e il riscaldameichiede piu tempo dopo
il trattamento con T1AM. Inoltre la somministrazeordi T1AM induce una
depressione metabolica che € accompagnata da yida ranibizione della
glicolisi che nel torpore spontaneo € meno ritaxgapronunciata; inoltre il grado
di ipotemia € meno pronunciato in seguito al tragato con T1AM rispetto al
naturale torpore, con la temperatura corporea clatesta a 33°C e 30°C nei
criceti e topi rispettivamente. La maggior partgldeffetti di TLAM sono opposti
agli effetti di altri ormoni tiroidei come T4 e Tguesto suggerisce che gli ormone
tiroidei e i loro ammini derivati possono giocaren uuolo importante
nell'impedire 10ingresso in torpore. Recentemedteet al. hanno mostrato che la
somministrazione di T1AM puo indurre piu giornitdrpore nel topo, seguendo
un protocollo sperimentale che prevede la sommazgine di dieta grassa per
quattro settimane prima dell'esperimento, e rigetatezioni intraperitoneali di
T1AM; i pochi animali usati e le particolarita delrotocollo sperimentale
sollevano dubbi sull'usabilita della procedura. Rpresto ulteriori dati sono
necessari per valutare il potenziale ruolo di T1AMne induttore terapeutico di

pseudo-torpore nei non ibernanti (Bouma et al. 1201

1.5.5 ALTRI COMPOSTI DI POTENZIALE INTERESSE
NELL'INDURRE IL TORPORE

Diversi composti che influenzano la disponibilitd, rilevamento, la
produzione o l'uso di energia sono stati segnadati ridurre la temperatura
corporea e indurre uno stato simile al torporelulth@no: i) 2-deossi-D-glucosio
(2DG) che agisce bloccando la glicolisi; i) meglmoxirate (MP); iii)
mercaptoacetato (MA), che limitano I'utilizzaziodegli acidi grassi. Iniezioni
intracerebroventricolari del neuropeptide Y (NPYhdicono una risposta
ipotermica che é simile alla risposta che si hatiando 2-DG e che conduce ad
una lieve diminuzione della temperatura corporeacidta 1-2 °C. Iniezioni

intracerebroventricolari di NPY nonché uno speoifiagonista del recettore
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del’NPY Y1 nei criceti russi porta una pronuncigtatermia che dura diverse ore
e che potrebbe essere prevenuta con uno speciftaganista del recettore NPY
Y1. Tuttavia, non € ancora chiaro se effettivamepiesta molecola possa indurre

il torpore anche in specie non ibernanti (Boumal ¢22011).

1.5.6 INTERPRETAZIONE E IPOTESI ALTERNATIVE

Tutti gli studi presentati sopra seguono un appeocomune: tentano cioe
di indurre uno stato di pseudo-torpore medianteinimnzione sistemica del
metabolismo cellulare. Il principale problema chmeege dagli studi sopra
descritti € che sono stati effettuati con succesdo nel topo, che e un endotermo
facoltativo e che quindi & in grado, nelle giustendizioni, di entrare
spontaneamente in uno stato di torpore; € quindtolesupporre che i vari
trattamenti usati in questi studi possano aver §ieemente provocato, in maniera
piu 0o meno diretta, lattivazione di una via giaturalmente esistente
nell'animale. In alternativa lo stato di torporesessato pud essere una forma di
difesa dallo stato di ipossia cellulare sistemidotto dai composti utilizzati.

L’approccio che noi proponiamo in questo studiaweido: anziché agire
inibendo il metabolismo, esploreremo la possibittée I'inibizione selettiva di
uno dei punti chiave della via centrale deputata antrollo della
termoregolazione possa essere sufficiente ad ieduno stato di profonda
ipotermia, attraverso un blocco della termogenesi @ntemporaneo aumento
della dispersione termica. L'utilizzo di questo eqeio ci permetterebbe inoltre
di evitare gli effetti dannosi di una risposta cangatoria al freddo.

Per concludere, al fine di evitare le possibili @hicazioni sperimentali
legate all’endotermia facoltativa del topo, condoro lo studio nel ratto, una
specie che non e in grado, in nessuna circostadzagntrare in torpore

spontaneamente.
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1.6 TERMOREGOLAZIONE

Si intende per termoregolazione la capacita di erere la temperatura
nell'intorno di un valore predeterminato per mezioeffettori che agiscono
attuando delle correzioni in senso opposto a quadta deriva dal valore di
temperatura di riferimento. Questo tipo di regadaz puo essere attuato per
mezzo di un classico sistema di controllo a feeklbagegativo, nel quale un
integratore controlla il valore di temperatura igresso, lo confronta con un
valore di riferimento e lo corregge per mezzo €@tdri termici per mantenerlo il
piu vicino al valore di riferimento. Fino ad oggue&sto classico sistema di
controllo é stato adottato anche per spiegaredalagione della temperatura in
fisiologia (Boulant, 2006) ma la complessita dimeccanismo fisiologico come
la regolazione della temperatura che dipende daasivattori fisiologici (risorse
energetiche disponibili, risorse idriche ecc. ) nmmo essere spiegata da un
modello cosi semplificato (Romanovsky, 2007).

Per comprendere quali siano i fattori che entrangioco in un organismo
complesso per regolare la temperatura, bisognaizaaed i diversi tipi di
termoregolazione che si sono evoluti nel corsdetapo.

Tra gli animali si possono distinguere due sottapgr: animali
poichilotermi e animali omeotermi. | primi adattate loro temperatura alle
condizioni ambientali e il loro corpo, che e getmente piu freddo (35°C), e
maggiormente soggetto ad oscillazioni termiche tmvalle variazioni di
temperatura ambientale. A questo gruppo appartengesci, anfibi e rettili. Il
secondo gruppo, a cui appartengono mammiferi ellyaeén grado di regolare in
maniera attiva e mantenere la temperatura del jorogorpo costante
indipendentemente dalle variazioni ambientali. loaol temperatura corporea
oscilla intono a 37°C.

Per consentire il mantenimento di una temperatostaote € necessario
essere in grado sia di produrre e/o conservargecaloe disperderlo. Per poter

attuare questi processi di generazione, mantenanentlispersione del calore
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bisogna disporre di particolari organi effettorecsiano in grado di attuare queste
risposte.

| processi fisici che descrivo il flusso di caldra un corpo e I'ambiente
sono:

« [lirraggiamento: trasmissione di calore a mezzo di radiazioni
elettromagnetiche;

« la conduzione il calore dato dall’energia cinetica delle paatie di un
materiale si trasferisce per contatto con un neleenpiu freddo con un
energia cinetica delle particelle minore;

+ la convezione termicail calore di un corpo si trasferisce ad un ligquizt
ad un gas i quali scaldandosi diminuiscono la ldemsita e tendono a
creare moti convettivi. Questo genere di moto cnea corrente di aria o
liquido caldo ascendente ed un corrente di ariaiguido freddo
discendente che determina il raffreddamento dgdccor

+ Il'evaporazione il cambiamento di stato da liquido a gas che ewsi

qguando un liquido entra in contatto con un corddaa

Sulla base di questi processi di scambio termicsosio evolute diverse
modalita termoregolatorie che nei mammiferi hanootgbuito alla formazione
di organi e strategie specializzate a questo scbpauest’ottica, si possono
distinguere due principali forme di termoregolazgpn

* termoregolazione comportamentale: quando e coiavolattivita
volontaria dell'animale
* non comportamentale quando non dipende da un’aziolentaria ma

bensi viene gestita dal sistema nervoso autonomo.

1.6.1 TEROREGOLAZIONE COMPORTAMENTALE

La prima modalita di termoregolazione e detta congmoentale (pesci,
anfibi, rettili, mammiferi e uccelli). Questa moialtermoregolatoria, considerata

anche la piu ancestrale, e presente in tutte $sicdamimali. Si attua come gia detto
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per mezzo di azioni volontarie dell'animale e poimeo diverse strategie in
funzione della classe animale e del grado evolutiegli stessi. Gli animali che
sfruttano questo tipo di termoregolazione scelgoméunzione delle condizioni

termiche ambientali il posto migliore dove potermegere la propria temperatura
corporea il piu possibile vicino al valore ottimger la conduzione della loro
attivita fisiologica.

Questi spostamenti possono essere fatti all'intedtnaina ristretta area
come per esempio i rettili che cambiano continuaménloro posizione durante
I'arco della giornata passando da zone soleggiatsa d’ombra oppure possono
richiedere spostamenti molto piu ampi di migliaiactlilometri come nel caso
degli uccelli migratori che nei periodi invernalirsuovono verso zone temperate.
Un’altra strategia di termoregolazione comportamlent € data dagli
aggiustamenti posturali che contribuiscono rispattiente, aumentando o
diminuendo la superfice corporea esposta all'aréh,disperdere o conservare la
temperatura corporea. Inoltre alcuni mammiferi, rglea esposti ad alte
temperature, cospargono il loro corpo di salivaysemtendo quindi la dispersione
di calore per evaporazione. Questo comportamergoevidefinito, nell’ambito

scientifico, con il nome di salivaspreading.

1.6.2 TERMOREGOLAZIONE NON COMPORTAENTALE

La termoregolazione comportamentale (mammiferi @lli¢ si basa sulla
regolazione della temperatura corporea per mezaistimi autonomici che non
prevedono un’azione di tipo volontario. Anche seergi studi hanno mostrato in
alcuni rettili e pesci la possibilita di una terragolazione autonomica, questi
restano tuttavia principalmente dipendenti da ueanoéregolazione di tipo
comportamentale (Bicego et al., 2007). Si puo quaftermare che le uniche
classi animali che posseggono una termoregolazian®nomica sono i
mammiferi e gli uccelli. Questi animali omeoterwiire a possedere la capacita di
controllare e regolare la propria temperatura c&@®@ maniera autonoma, hanno

anche, rispetto alle altre classi animali, una terajura corporea piu elevata. Le
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risposte termoregolatorie autonomiche messe in ddt@uesti animali possono
essere divise in due categorie: risposte termoadgod evocate da esposizione ad
ambienti freddi e risposte termoregolatorie evoadeesposizione ad ambienti

caldi.

1.7 RISPOSTE TERMOREGOLATORIE EVOCATE
DALL'ESPOSIZIONE AD AMBIENTI FREDDI

Coinvolgono quegli effettori termoregolatori che spmedono la
caratteristica di conservare e/o produrre calome. queste condizioni, la
temperatura corporea viene quindi conservata pazonei un aumento della
produzione di calore (termogenesi), che pud vedargresenza di brivido
(termogenesi da brivido) o no (termogenesi senkadb), e per mezzo di una
riduzione della dispersione termica nell’ambientg6lazione del flusso ematico

cutaneo, piloerezione).

1.7.1 TERMOGENESI DA BRIVIDO (SHIVERING)

Questa risposta termoregolatoria € garantita daitaduzione di calore
ottenuta per mezzo della contrazione isometricategduto muscolare garantita
dalla trasmissione nervosa diretta al muscolo. @uBgo di contrazione della
muscolatura scheletrica non finalizzata al moviragbduce un tremito definito
brivido, che compare quando la temperatura corpteade alla diminuzione.
Questo processo € importante anche nella fasealdoriermico che si verifica

durante gli stati febbrili.
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1.7.2 TERMOGENESI NON DIPENDENTE DA BRIVIDO
(NOT-SHIVERING)

La termogenesi chimica e compresa tra le termayemms dipendente da
brivido, prevede la produzione di calore per mexzoreazioni biochimiche
esotermiche le quali avvengono in organi che, derdievoluzione, hanno
acquisito capacita termoregolatorie. | principafiani coinvolti in questi processi

termoregolatori sono il tessuto adiposo brunaegito e il muscolo.

1) Il tessuto adiposo bruno (BAT) e un organo adilaifa produzione di
calore mediante una peculiare reazione chimicaprhenossa da una proteina
presente nei suoi mitocondri. Questo tessuto svotgeuolo molto importante
nella produzione di calore negli animali ibernadiin altri mammiferi adattati a
vivere in climi freddi (Cannon 2004), mentre nelifuo € presente in quantita
molto ridotte.

i) Il fegatoviene attualmente considerato un altro organo texgadatorio
in grado di aumentare la sua attivita metabolica conseguente produzione di

calore in seguito a basse temperature ambientali.

iii) Il muscolo come gia detto sopra, € in grado di produrre calore
attraverso il brivido ma recentemente sono stateate isoforme della proteina
UCP1 allinterno delle sue cellule che lasciano pgupe un suo ruolo
termogenetico di origine metabolica. Inoltre, nelustolo degli uccelli
I'espressione di un’isoforma della proteina UCPRWWCP sembrerebbe essere

direttamente correlata con 'abbassamento dellpé¢eatura (Collin et al., 2003).

iv) Il cuore, lattivita cardiaca & soggetta ad un dodronotropismo
positivo durante I'esposizione a basse temperatomeientali. Questo da un lato
sostiene le richieste metaboliche dei tessutiiattivqueste circostanze, ma € di

per sé in grado di produrre una quantita non tradde di calore.
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La regolazione del flusso ematico cutaneo € un tifocontrollo
dell’equilibrio termico non dipendente da brividbcalore prodotto dagli organi
termogenetici, ma anche quello derivante dai ndrnpabcessi biochimici,
richiede un sistema di trasporto efficiente chgaeantisca la diffusione in tutto il
corpo ma che allo stesso tempo ne assicuri la ocammene o I'eventuale
dispersione. Questo ruolo viene svolto dal sisteardiovascolare. A tal fine, la
branca del sistema nervoso autonomo deputataeatteotegolazione si € dovuta
integrare con la componente autonomica, piu antleputata alla regolazione
della funzione cardiovascolare. In quest’ottica ne circostanze adeguate, le
esigenze termoregolatorie possono prendere il go@néo su quelle circolatorie,
trasferendosi cosi il controllo di alcune componéet sistema cardiovascolare ai
centri deputati al controllo della temperatura coea.

| centri termoregolatori possono agire a due livelll sistema cardio
circolatorio: modificando la frequenza cardiaca edificando il lume capillare.
L’aumento della frequenza cardiaca a la dupliceziiume di garantire la
perfusione degli organi termogenetici (BAT) assicutone un maggior apporto di
ossigeno durante periodi di intensa attivita edtiaali aumentare il trasporto di
calore, che questi organi producono, in tutti tréisi anatomici. Le variazioni del
lume capillare invece garantiscono un aumento (likgazione) o una
diminuzione (vasocostrizione) del flusso ematicotanao periferico che
rispettivamente permettono una maggiore dispersianeuna maggiore
conservazione del calore corporeo. L'esposizioneaatbienti freddi causera
quindi  vasocostrizione a livello cutaneo per cowaer calore e
contemporaneamente un aumento della frequenzaacardion conseguente

aumento del trasporto di calore proveniente dagkoi termogenetici.

La piloerezione, (sollevamento dei peli) negli aalincoperti da pelliccia,
un altro tipo di termogenesi non dipendente daidiwived € ottenuta grazie alla
contrazione dei muscoli erettori del pelo contrdoei alla conservazione del
calore corporeo attraverso la formazione di un iogsdi aria, tra la cute calda e

'ambiente freddo, che funziona da isolante termico
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1.8 RISPOSTE TERMOREGOLATORIE EVOCATE
DALL'ESPOSIZIONE AD AMBIENTI CALDI

Le risposte termoregolatorie evocate dall’esposeiad ambienti caldi si
attuano per mezzo di effettori che facilitano Ispdirsione di calore, la cui
attivazione si associa ad un’inibizione dell’atiividegli organi termogenici. Fra
questi il piu importante e rappresentato dalla legjone del flusso ematico
cutaneo, ma questo puo essere supportato da sestersssori, quali la polipnea e

la sudorazione.

1.8.1 REGOLAZIONE DEL FLUSSO EMATICO CUTANEO

L’aumento del flusso capillare cutaneo ai distrp#riferici del corpo e la
sospensione dei processi metabolici termogenairiribuiscono alla dispersione
ed alla riduzione della produzione di calore. Inespe circostanze anche la
frequenza cardiaca diminuisce in risposta ad umarairichiesta di ossigeno da

parte degli organi termogenetici.

1.8.2 SUDORAZIONE

La sudorazione e un processo che permette la téspeydione sfruttando
'evaporazione dei liquidi. L'organo interessato imuesta funzione
termoregolatoria e la ghiandola sudoripara. Qugbiandole sono localizzate su
tutta la superficie corporea nelluomo con unardiszione maggiore a livello

delle mani e dei piedi.

1.8.3 POLIPNEA

La polipnea € un aumento non patologico della feega degli atti

respiratori che si verifica normalmente durante wsforzo fisico quando in
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seguito alllaumento dei processi metabolici &€ gsta una maggiore quantita di
ossigeno. Questo tipo di controllo termoregolatagigpresente solo in alcuni
mammiferi ed &€ accentuato e intenso in quelli cbe garticolari caratteristiche
anatomiche hanno particolare difficolta a termolagoin ambienti caldi (Es. cani

con il muso corto).

1.9 CONTROLLO DELLA TERMOREGOLAZIONE

1.9.1 TERMOGENESI

Il tessuto adiposo bruno (BATghiamato in passato ghiandola ibernate
poiché descritta per la prima volta in animali fBerti, € un tessuto adiposo
reticolare che si differenzia dal tessuto adiposmdo per la sua caratteristica
pigmentazione bruna (visibile ad occhio nudo) dd#a carotenoidi presenti a
livello mitocondriale. La sua principale funzioneliégenerare calore, per questo
motivo la sua localizzazione anatomica appare esskategica nell’assolvere
questo compito, poiché esso e sempre localizzappassimita di vasi sanguigni,
a cui cede calore affinché venga trasportato cofiuiso ematico alle zone
periferiche del corpo.

| maggiori depositi di BAT sono a livello intersadare, periaortico e
perirenale. Questo tessuto & presente in quasii totammiferi (specialmente
roditori) compreso 'uomo (Saito et al., 2009), la@cse in quantita maggiore in
eta neonatale e in animali con un elevato rappsuferficie volume. L’attivita
termogenetica (produzione di calore) che esso swlgarantita dalla presenza di
una particolare proteina mitocondriale: UCP1.

Questa proteina localizzata a livello della memararitocondriale ha la
caratteristica di disaccoppiare la fosforilaziongsidativa favorendo quindi la
produzione di calore a discapito della formazionendlecole di ATP (Cannon
and Nedergaard, 2004).
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1.9.2 VASODILATAZIONE

Come mostrato sopra gli animali omeotermi hanndugpato diverse
strategie termoregolatorie, che includono la spee@zione funzionale di alcuni
organi ma anche il controllo di sistemi ed apparhé normalmente assolvono ad
altre funzioni. Tra gli apparati coinvolti nella rieoregolazione quello
cardiocircolatorio € molto interessante dal punteista funzionale e sperimentale
in quanto € l'unico che puo assolvere sia le fumziermo dispersive che termo
conservative. La principale caratteristica termolafria di questo apparato e
quella di poter ridurre (vasocostrizione) o aumentgasodilatazione) il flusso
ematico cutaneo, conducendo rispettivamente allmsewazione o alla
dispersione del calore da esso trasportato.

Tutta la superficie cutanea del corpo & coinvo#tharregolazione termica
data dalla vasomozione, tuttavia si possono denaitlcuni distretti anatomici
che possiedono spiccate caratteristiche termoregmaQuesti distretti anatomici
prendono il nome di scambiatori di calore. Ne soimoesempio, la coda e le
zampe nel ratto e I'orecchio nel coniglio e neltgata caratteristica di questi
organi scambiatori € quella di possedere al tentpsss un elevato rapporto
superficie volume, un esteso letto vascolare aapiled una superficie glabra. Il
letto capillare presente in questi distretti € ttarezato dall'avere numerose
anastomosi artero/venose (AVA), cioé vasi che metton comunicazione, a
livello precapillare, le arteriole con le venulea parete delle AVA é costituita da
tessuto muscolare liscio che come per gli sfindeii capillari € sotto il diretto
controllo del sistema nervoso simpatico. Il loronkivaria tra i 10 e 50m ed
hanno la capacita di obliterarsi, sotto il contvadimpatico, ostruendo quindi il
passaggio del sangue. Il ruolo che gli AVA hannllaneasomozione cutanea non
e ancora ben definito, tuttavia si ritiene che negjani termoregolatori al fine di
disperdere calore si abbia una riduzione del tonsawmlare di questi vasi con un
conseguente maggiore afflusso di sangue a queBsicapito del letto capillare,
invece la riduzione della dispersione termica @siltato di una chiusura del

flusso ematico nelle AVA. (Gordon, 1990). La vasainae cutanea, che come
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abbiamo detto rappresenta un potentissimo mezzootegolatorio in quanto
assolve la duplice funzione termodispersiva e tecorservativa, inoltre essendo
sotto il diretto controllo del sistema nervoso calet (SNC) assolve il compito
termoregolatorio in maniera fine e soprattutto dapiLa principale afferenza
nervosa proveniente dal SNC che prende contattdl gstema vasomotorio € il

sistema nervoso autonomo simpatico.

1.10SISTEMA NERVOSO AUTONOMO (SNA)

I SNA é suddiviso dal punto di vista anatomicouaZionale in sistema
nervoso simpatico e parasimpatico. Dal punto dtavisinzionale, questi due
sistemi prendono contatto con diversi organi nefpcoe contribuiscono
bilanciandosi autonomamente al mantenimento de#i@stasi dell’'organismo
cosi come e stata in passato definito da Cannotorberegolazioni sugli organi
bersaglio avvengono grazie al rilascio di neurotettitori che si legano a
recettori specifici posti sugli stessi organi. inpipali neurotrasmettitori rilasciati
sono la noradrenalina per il SNA simpatico e l'am#ina per il SNA
parasimpatico che si legano rispettivamente aitt@tedrenergici e colinergici.
Dal punto di vista anatomico il SNA si differenggancipalmente per la posizione
dei suoi gangli nervosi. Gli assoni dei motoneurenineuroni pregangliari
(colinergici) del sistema parasimpatico originara chidollo spinale a livello
cervicale e sacrale e prendono contatto all'intestedb gangli nervosi, che sono
posti direttamente nell’organo bersaglio, con imeupost gangliari colinergici
mentre gli assoni dei motoneuroni 0 neuroni preti@angimpatici (colinergici)
emergono dal midollo spinale toracolombare a lovellelle corna laterali e
prendono contatto nei gangli, posti distanti daggani bersaglio, con i neuroni
postgangliari adrenergici. Tutti gli organi sonoénvati sia dal sistema simpatico
sia dal parasimpatico, i quali contribuiscono #ik@zione o all’inibizione delle

attivita che loro compiono, ad eccezione delle e sudoripare, della
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muscolatura liscia dei vasi ematici e del tessulipaso bruno che invece sono

innervati soltanto dal SNA simpatico.

1.10.1 AFFERENZE  AUTONOMICHE SIMPATICHE
DIRETTE AL BAT

L’attivazione di tutti i depositi di tessuto adigodruno posizionati
nell'organismo e garantita da una diretta connesstoa le sue cellule e una serie
di neuroni pregangliari simpatici posizionati aivaelli del midollo spinale: da li
il rilascio di noradrenalina ed il legame di questdivello dei recettorif3
determina un’attivazione di meccanismi a secondasamggero che in ultima
analisi innescano sia la produzione di calore ehsiritesi di proteine UCP1 ed
allo stesso tempo determinano il trofismo per qudsksuto. L'attivazione e
altresi garantita da meccanismi endocrini comiascio di T3 e T4 dalla tiroide.

1.10.2 AFFERENZE  AUTONOMICHE = SIMPATICHE
DIRETTE Al VASI

La muscolatura liscia a livello degli sfinteri pagallari e delle arteriole
riceve afferenze dai neuroni adrenergici postganglQuesti attraverso il rilascio
di noradrenalina, la quale si lega ai recettorieadrgici presenti sulle cellule
muscolari dei vasi, determinano la contrazione mlase e quindi la riduzione del
flusso ematico, al contrario la riduzione del wiasdi noradrenalina determina
invece 'apertura dei vasi e quindi 'aumento dak$o ematico. Quindi si evince
che la vasocostrizione € un processo attivo mdatvasodilatazione &€ sempre un
processo passivo che dipende solo dalla sospendédifedtivita vasocostrittoria e
non da un’attivita nervosa inibitoria sulla mustota del vaso. Casi particolari
sono rappresentati dalla dilatazione locale diralclistretti vascolari in seguito
alla liberazione di monossido d’azoto (NO), o dacsfiche fibre vasodilatatorie,

identificate per alcuni particolari distretti, contee cute del palmo della mano
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nell'uomo. Il soma dei neuroni postgangliari e dexall'interno dei gangli della
catena simpatica paravertebrale e riceve afferetaie neuroni pregangliari
colinergici. Il neurosoma di questi ultimi, detec®ndo la nhomenclatura attuale
motoneuroni autonomici simpatici, € invece posiatona livello della colonna

intermedio laterale (IML) della sostanza grigia aetlollo spinale.

1.10.3 PREMOTONEURONI SIMPATICI

| neuroni che sinaptano direttamente con i neunmoitori Simpatici
localizzati nelllIML, sono detti premotoneuroni. Laincipale caratteristica di
questi neuroni e quella di essere il punto di cgliwodi tutte le informazioni
inibitorie ed eccitatorie che provengono da divenstlei cerebrali o da recettori
periferici e che quindi si traducono in un’attivaizé od inibizione dei processi
che questi neuroni controllano (es. termogenesasmmozione). Questi neuroni
possono essere di tipo inibitorio 0 eccitatoriofunzione del neurotrasmettitore
che viene prodotto e rilasciato dalle sue sinafgudi anatomici condotti
mediante l'utilizzo di marcatori virali retrogradpseudo-rabis virds hanno
portato all’identificazione di nuclei ed aree nesgdn cui sono accolti aggregati
di premotoneuroni che assolvono la medesima fueziQuesta tecnica consiste
nell'iniettare in tessuto o in un’area nervosa ins/ retrogrado, cioé in grado di
risalire gli assoni e trasferirsi transinapticaneeda un neurone all’altro, e poi
determinare il percorso che esso ha compiuto rnidald’'SNC e permettendo
infine la visualizzazione delle aree nervose cditevoel controllo delle aree poste
sotto esame. Questo approccio sperimentale ha psoma localizzazione di
diverse aree cerebrali contenenti premotoneuraniotii nella termoregolazione
e nella vasomozione cutanea, principalmente laratiéz a livello del tronco
encefalico: nel bulbo nel ponte e nelle aree ipotathe.

Per quanto concerne il controllo del sistema cardiolatorio e di
conseguenza della vasomozione cutanea sono statkzrate nel ratto cinque
specifiche aree contenenti premotoneuroni: il bullwstro-ventro mediale
(RVMM), il bulbo rostro-ventro laterale (RVLM, figa 6), i neuroni A5
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noradrenergici del ponte, il nuclei paraventricelgrotalamico (PVN) e i neuroni
orexinergici dell'ipotalamo laterale (LH). La maggiparte degli studi condotti
sul sistema termogenetico si sono focalizzati suwblar regolatorio svolto
dal’lRVMM e dal’'RVLM (Bamshad 1999, Cano 2003).

1.10.4 RVMM

Diverse evidenze sperimentali hanno fatto del’lRVMM nodo di
afferenza di tutti i segnali termoregolatori cehtrim particolare, studi anatomici
condotti mediante l'iniezione di pseudorabies viinsorgani specificatamente
termoregolatori come: BAT (Cano et al., 2003), vasiatici degli scambiatori
termici (Blessing and Nalivaiko, 2001, Toth et &006), cuore (Standish et al.,
1995, Ter Horst et al., 1996) e muscolo (Kermaal.e2006) sono tutti risultati in
una marcatura a livello del’lRVMM. Si intende peYM un’area cerebrale sita
sopra il tratto piramidale che comprenderaphe obscurusil raphe magnoil
raphe pallidused il nucleo olivare inferiore. In questa area squmdi contenuti i
premotoneuroni autonomici simpatici diretti ai rmur pregangliari, che
controllano diversi effettori termoregolatori. Leinzipali funzioni svolte da
questi neuroni sono: il controllo dell’attivazioml BAT, della vasomozione
cutanea, della termogenesi da brivido attraverstivazione delle fibore motorie
alfa dirette ai muscoli e nel controllo della freqza cardiaca. Questi neuroni
sono ricchi di recettori per il glutammato, il GABAla serotonina. Tuttavia sono
presenti numerosi altri recettori tra i quali récgtper I'orexina, per l'istamina e
per 'aMSH. Inoltre si é riscontrata la presenza di receEP3 localizzati sulle
cellule serotoninergiche. Questi ultimi sono patacmente abbondanti nella
regione preottica ipotalamica e legano in maniepecitica il mediatore
inflammatorio prostaglandina E2 (PGEZ2). Il legameuksto mediatore a livello
ipotalamico determina il rialzo termico nella rispo di tipo febbrile come
evidenziato da incrementi di temperatura in segadoiniezioni di PGE2 nella
regione preottica (Stitt, 1973, Williams et al.,7¥9. Ad oggi non si conosce |l

significato funzionale dei recettori EP3 a livetlel RVMM. L’iniezione di PGE2
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in questo sito non ha determinato nessuna variazamprezzabile delle varabili
fisiologiche misurate: pressione arteriosa, fregaercardiaca, temperatura
corporea e vasomozione cutanea (Tanaka and McA2@@5). Si ipotizza che
questi recettori svolgano funzioni legate alla sgimne dolorifica durante gli stati
febbrili ed inflammatori. Svariati studi anatomiaolti alla caratterizzazione dei
neuroni del RVMM hanno riscontrato la presenzadsi eélel marcatore specifico
dei neuroni glutammatergici: VGLUT3. La presenzagdesto marcatore indica
che questi neuroni sono di tipo glutammatergiconedire lasciano supporre che
le risposte termoregolatorie da essi mediate ettdirallIML siano di tipo
eccitatorio (McAllen et al., 1982, McAllen, 1986,dkison, 1999, Nakamura et
al., 2005). Tuttavia studi effettuati da Stornef&tornetta et al., 2005) hanno
mostrato una maggiore complessita anatomica int'ques. Infatti, e stato
dimostrato che i premotoneuroni del RVMM diretti'lML co-esprimono
glutammato, GABA e serotonina. Questo studio ieglprer la prima volta mostra
un’afferenza dal RVMM all'IML di tipo inibitorio.

1.11IATTUALE MODELLO DI CONTROLLO DELLA
TERMOREGOLAZIONE

Al fine di mantenere la temperatura costante cledladra valori di 37 e
37,5°C, in seguito a modificazioni sia ambientdle disiologiche (aumento della
temperatura corporea causata per esempio da egdisizo), I'organismo deve
essere in grado di misurare sia le modificazionntehe ambientali che quelle
interne all’organismo per poi attuare risposte tmegolatorie mirate, al fine di
ristabilire la giusta temperatura corporea. Il nilmdattuale di controllo della
temperatura € riassunto nella figura 6. Si puod@irg il circuito termoregolatorio
in due componenti principali:

1. via termocettrice:

. somatosensoriale

. termoregolatoria
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2. via termoeffettrice

La via termocettrice ha il compito di raccoglieeeihformazioni inerenti la
temperatura corporea e quindi inviare tali informagzai centri termoregolatori
superiori somatosensoriali o termoregolatori autoico (area preottica
ipotalamica (POA). Tutte le informazioni termichengono raccolte dai recettori
termici i quali sono in grado di percepire la temgpera per mezzo di proteine
canale appartenenti alla famiglia delle transieneptor potential (TRP).

La localizzazione dei recettori termici € ubiqu#artuttavia si possono
distinguere tre principali aree anatomiche maggent®a implicate nella raccolta
delle informazioni termiche e sono: la cute, leceis ed il cervello. La
termocezione a livello cutaneo € molto importantguanto e la prima superficie
in grado di comunicare le informazioni termiche vmoienti dallambiente
circostante ed e quindi in grado di dare iniziowh serie di compensazioni
termiche anticipatorie sia per gli stimoli caldiectper quelli freddi. Questo
comportamento é stato messo in evidenza da stiediuedti nel ratto (Lomax et
al., 1964) nel quale un’esposizione a basse termyergroduceva una rapida
diminuzione della temperatura della cute non segdé& una diminuzione della
temperatura rettale, anzi si assisteva ad un leggenento di quest’ultima.

Anche per quanto concerne I'esposizione al caldeasuna risposta di
tipo anticipatoria guidata dalle afferenze cutafidgkamura and Morrison, 2010).
Le informazioni termiche ricevute dai termocettoutanei vengono convogliate
attraverso fibre somatosensoriali nelle corna diospanali ai neuroni della lamina
| e da qui questi raggiungono, attraverso il trasfmno-talamo-corticale, la
corteccia primaria somatosensoriale determinandodgua sensazione termica
(Craig, 2002).

Le stesse informazioni termiche percepite a livadltaneo vengono,
contemporaneamente trasmesse attraverso una uiamghatergica al nucleo
laterale parabrachiale mesencefalico (LPBel) ewssti alla POA, considerato il
piu alto centro integratore termoregolatorio, a®rao una proiezione

glutammatergica diretta in particolare all’area raad della preottica (MnPO).

46



Questa rappresenta un centro di regolazione diiasgarfunzioni
omeostatiche, che includono la spesa energetiGggsmblarita e il tono
cardiovascolare cosi come il controllo della terapera corporea (Morrison et al.,
2008). Molti recettori termici per il caldo e perfieddo sono presenti anche nei
visceri e le loro fibre afferenti corrono all'intey del nervo vago e splancnico.
Attualmente poco si conosce riguardo a come queftanazioni raggiungano la
POA. Tuttavia alcuni studi hanno mostrato che mstimoli provenienti dai
visceri come temperatura, sazieta, tensione gastsete, gusto, e pressione
arteriosa vengono trasferiti al LPB nella sua regidorsale e caudale attraverso il
NTS (Saper, 2002). E possibile quindi ipotizzaree gh LPB sia il sito di
integrazione degli stimoli termici somatici condeariate informazioni viscerali
che infine afferiscono nella POA (Morrison and Nakaa, 2010). Per quanto
concerne la sensibilita termica nell’encefalo, setati descritti molte popolazioni
neuronali in grado di generare potenziali d’aziongsposta a stimoli termici. Tra
queste popolazioni, la piu studiata e localizzaféarPOA a livello ipotalamico.

Studi elettrofisiologici per primi condotti da Nakana (Nakayama et al.,
1963), hanno mostrato I'esistenza di neuroni instjaeea che risultavano essere
attivi durante l'esposizione dellanimale in un deriie termoneutrale e che
aumentavano la loro scarica in risposta ad unldaoc@ento locale. Questi neuroni
vengono chiamati neuroni sensibili al caldo (WSN3omo localizzati nell’area
prottica mediale (MPO). Essi sono in grado di inkeg tutte le informazioni
termiche provenienti dalla periferia con quellec@te in loco e quindi generare
di conseguenza delle risposte termoregolatorieqigrende origine quella che
puo essere definita la via termoeffettrice. | W3®¢vono per mezzo della MnPO
due principali afferenze dalla cute un’eccitatatiiee proviene dalle vie attivate da
stimoli caldi che quindi contribuisce all’'attivanie di questi neuroni e l'altra
inibitoria che invece proviene dalle vie attivate stimoli freddi (Nakamura and
Morrison, 2010). A sua volta la funzione del MPQ@uella di inibire le regioni
caudali del cervello, come I'ipotalamo dorso mesli@MH) e il RVMM incluso
il nucleo del Raphe Pallidus, responsabili delNaitione delle risposte
termogenetiche. Tutte le risposte termoregolatodgenderanno quindi
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dall'attivita svolte dai neuroni WSN o del DMH guiemotoneuroni a livello delle
RVMM. Questi infine hanno proiezioni eccitatoriel sieuroni pregangliari della
IML i quali, attraverso l'attivazione dei neuronbgigangliari determinano in
ultima analisi I'attivazione degli effettori termjaleterminando I'attivazione o la
sospensione delle attivita termogenetiche o terapaasive (figura 6).

Numerosi studi suggeriscono con che i neuroni siitip@regangliari
localizzati nell'lML, che sono deputati all’attivemne delle fibre autonomiche
dirette alla muscolatura liscia dei vasi cutangins sotto I'influenza eccitatoria
glutammatergica di premotoneuroni simpatici locdizx nel RVMM. Lo
dimostra, come precedentemente descritto, la aseh marcatori per |l
glutammato VGLU3 espresso nei premotoneuroni deMRNMcome anche molti
dati sperimentali condotti per mezzo di stimolaziefettriche o chimiche dei
premotoneuroni stessi.

I RVMM é un’area fondamentale nel controllo dei opessi
termoregolatori. L'inibizione del RVMM nel rattdokro di muoversi e mantenuto
a temperatura ambiente, ha provocato una lieveeriped dovuta all'incremento
della dissipazione del calore cutaneo e da unaiode del calore prodotto dal
BAT (Cerri et al., 2010). Inoltre, essendo la ridune della temperatura corporea
la diretta conseguenza dell'inibizione del RVMMulisinte in una sospensione
delle attivita termoregolatorie a carico degli origaermoeffettori, si puo
affermare ancora una volta, per quanto concerrmedegsi termoregolatori, che

guest’area invii proiezioni eccitatorie all'lML.
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2. SCOPO
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Gli scopi di questa tesi sono:

1. Verificare la possibilita di indurre uno stato resibile di pseudo-torpore
in un animale che non entra spontaneamente in gbatermico-
ipometabolici, mediante una manipolazione del docuesponsabile del

controllo della termoregolazione.

2. Analizzare la dinamica di recupero dallo pseudg«og, sia riguardo agli
effetti vegetativi che si osservano durante ilrntmalla normotermia, sia

riguardo gli effetti sull'omeostasi ipnica.

In particolare il punto 1 e di particolare imporzamell’ottica di possibili
sviluppi medico-terapeutici di un metodo di indumodi uno stato ipotermico-
ipometabolico. Tutti gli studi effettuati finora soncentrano su animali in grado
di entrare spontaneamente in uno stato di torpoodiye suddetti studi utilizzano
farmaci che vanno ad interferire con il metabolismellulare per indurre
modificazioni a livello sistemico. In questa téaplproccio e I'opposto: si tenta di
interferire a livello sistemico sulla temperatuaporea per indurre una riduzione
del metabolismo.

L’interesse sul punto due e invece piu mirato estjoni di tipo ipnico: la
validazione di un modello di pseudo-torpore netorabnsentirebbe di disporre di
uno strumento del tutto nuovo per lo studio delleanhiche legate allomeostasi
del sonno, ed in particolare del significato biatmgdel fenomeno del recupero
del Delta; I'attuale modello dellomeostasi sinaptiutilizzato per spiegarle é
ancora lacunoso per quanto riguarda taluni aspettin spiega il comportamento

ipnico degli animali emersi da stadi ipometabolici.
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3. MATERIALI E
METODI
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Sono stati utilizzati complessivamente 21 rattiiralbadulti maschi
appartenenti al ceppo Sprague-Dawley (Charles Ridepeso compreso tra i
250g e i 300g al momento dell’acquisto.

Al loro arrivo gli animali sono stati stabulati @oppia in apposite gabbie
in plexiglas (Techniplast) contenenti lettiere degpoate ed hanno trascorso una
settimana di adattamento alle normali condizioniatdoratorio: libero accesso a
cibo e acqua, temperatura ambiente termoneutra®d @ + 0,5°C con un ciclo
luce-buio di 12 h:12 h (accensione luce 9:00 ditimat 100 lux di intensita
luminosa a livello della gabbia). Tutte le mattia¥accensione della luce un
operatore ha provveduto al cambio delle lettiereakdfornimento di acqua e
cibo.

Gli esperimenti sono stati eseguiti in accordo lkeobDirettiva dell’Unione
Europea (86/609/EEC) e sotto la supervisione delife Veterinario Centrale
dell'Universita di Bologna e del National Health tAarity.

3.1 INTERVENTO CHIRURGICO

3.1.1 PREPARAZIONE ELETTRODI

Prima di ogni sessione chirurgica sono stati castgli elettrodi e i
trasduttori che venivano impiantati per la registrae
dell’elettroencefalogramma (EEG), dell’elettromiagrma nucale (nuECG) e
della temperatura ipotalamica (Thy).

Per la registrazione del’lEEG sono stati usati @@inettori con quattro
pin. Su due pin del connettore sono stati fisd#tagerso una saldatrice a stagno
due cavi in rame della lunghezza di 2 cm e del diaondi 0.3 mm rivestiti da una
pellicola isolante. L'estremita libera di questivcae stata opportunamente
sverniciata per 1 mm ed inserita all'interno dédea cranica per la registrazione

dellEEG. Al fine di evitare penetrazioni troppo ofwnde che potessero
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danneggiare la dura madre durante la sessionegieay sono stati fatti due nodi
all'estremita dei cavi con funzione di fermo.

Gli elettrodi EMG sono stati costruiti da coppieddivi di acciaio inox,
(mod. AS 632, Cooner Wire Inc., Chatsworth (CA),A)Sivestiti da una guaina
isolante di polietilene, della lunghezza di 15cnEMG) o 8cm (nNUEMG), ai
quali sono stati rimossi 3mm di guaina isolante abtremita, e 2mm di guaina a

meta lunghezza del cavo.

3.1.2 TERMISTORI

Per la misura della temperatura ipotalamica (Thyposstati usati dei
termistori inglobati in goccia di vetro (NTC Thermetrix) del diametro di
0.3mm. | termistori sono stati inseriti nella puniiaun ago 21 G e connesso ad
una spinetta a due pin posta nel collo di connassitell’ago; il tutto e stato
isolato con diversi strati di vernice per elettrodi

Nella giornata precedente I'impianto i termistoramo sottoposti ad un
procedimento di taratura durante il quale venivduteda la costanza delle
caratteristiche fisiche del trasduttore e si prevedalla calibrazione lineare dello
stesso. Per fare questo, il termistore € stato mswné un ampio recipiente
d’acqua (bagnetto termico) portata alla temperatiur39° C, misurata grazie ad
un termometro a mercurio (scala 34° C-42°C), e essa all’'amplificatore in
corrente continua che sarebbe stato usato nelteaje successive per acquisire
'animale.

Per valutare la costanza nel tempo delle carditdres fisiche del
termistore, si e lasciata raffreddare spontaneamanhassa d’acqua che, essendo
di elevato volume, ha permesso un calo lento elaegalella temperatura e,
quindi, l'effettuazione di misure regolari dellerizioni di impedenza che il
termistore subiva alle diverse temperature raggiunPer confrontare |l
funzionamento del termistore a tempi diversi diizgazione, I'impedenza e stata
misurata a tre temperature: 38.5 °C, a 37.5°C&%G.
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3.1.3 CHIRURGIA

Dopo una settimana di adattamento alle condizianiadoratorio gli
animali sono stati sottoposti ad intervento chilmomgin anestesia generale
(preanestetizzati: Diazepam, Valium Roche, 5 mgittgamuscolo anestetizzati
Ketamina-HCI, Parke-Davis, 100 mg/Kg intraperitdegaper I'impianto degli
apparati di registrazione delle variabili fisiologe.

Dopo aver constatato attraverso piccoli stimoloddici a livello degli arti e delle
vibrisse I'avvenuto addormentamento dell’animal@ giroceduto alla tricotomia
del cranio, della zona toracica corrispondenteratgsso xifoideo e della zona
addominale lungo la linea che si forma tra i museoldominali e la zampa
posteriore.

Tutte le aree tricotomizzate sono state disinfettaon Betadine per uso
chirurgico al fine di evitare contaminazioni baittbe durante le operazioni a cute
aperta.

Nella zona addominale, lungo il seno che si forrada parete addominale
e la zampa posteriore e stato praticato un tagloirca 2 cm (figura 7) della cute
e del sottocute per esporre I'arteria femoraledale € stata scollata dal tessuto
connettivo circostante alla vena femorale che cadesa ad essa. Quindi
attraverso delle forbici vascolari &€ stato praticah foro nell’arteria nel quale e
stato inserito il catetere della pressione artari@@A) fino a risalire nell’aorta
addominale. In fine il microtrasmettitore telemetricollegato al catetere é stato
alloggiato e fissato sottocute nella parete addalain

Prima delloperazione di cateterizzazione il catteé stato
opportunamente sterilizzato ponendolo per circaidminuti in una soluzione
sterilizzante (NU-CIDEX NCX010, Johnson & Johnson).

Per I'impianto degli elettrodi per la registraziodel diEMG sono stati
praticati due tagli, uno toracico a livello debpesso xifoideo (figura 7), I'altro a
livello del cranio; il processo xifoideo € statoi fferrato con una pinza e
ripiegato all'insu in modo da esporre il sottostadtaframma: [i mediante un ago

da sutura i fili degli elettrodi sono stati insenel muscolo e fatti scorrere fino a
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portare la parte centrale, priva di guaina, a dtmtdiretto col diaframma. A
guesto punto per mezzo di un passacavi i fili delglitrodi sono stati fatti passare
sottocute a dalla zona toracica fino al cranio,edievdue estremita di ciascuno dei
due fili sono state riunite e collegate ad un cttone femmina a due pin
mediante saldatura a stagno.

Il taglio effettuato a livello del cranio (figurg & stato utilizzato anche per
accedere ai muscoli nucali, attraversi i quali, iaetg un ago da sutura, sono stati
inseriti nel muscolo e fatti scorrere fino a posté parte centrale, priva di guaina,
a contatto diretto col tessuto muscolare.

L’'animale & stato quindi posto su un apparecchévestassico (barrette
ferma muso 3,8mm) e dopo aver rimosso il periosboo stati praticati nel
seguente ordine: quattro fori (diametro 0.5mm) pdédferia del campo operatorio
che sono serviti per l'alloggiamento delle viti @coraggio del castelletto, un
foro (diametro 0.5) adiacente al bregma per limento del termistore
ipotalamico, due fori (diametro 0.3mm) uno sullosontale (-3mm Antero
Posteriore (AP) 2mm Latero Laterale (LL) dal breyme uno sull’osso parietale
(4mm AP, 2mm LL dal bregma) per l'inserimento diedalettrodi volti alla
determinazione dellEEG e un foro sull'osso ocalat per I'impianto di una
cannula guida per microiniezioni nel RVMM. La catma stata posta tra 3.3 mm
AP Omm LL 9.5 DV (fig.8).

Per verificare il corretto posizionamento dellarmaia nel RVMM é stato
effettuato un test intraoperatorio che é consistgti’'osservare le variazioni di
temperatura della coda, mediante termocamera adhrasko, in seguito
all'iniezione di 100 nl di muscimolo 1mM nel RVMMLa prova veniva
considerata positiva quando entro 5 minuti da¥mone si osservava un aumento
della temperatura della coda. In caso di esito thegasi ripeteva il test a
coordinate DV LL differenti. Invece l'animale vemivescluso dal piano
sperimentale nel caso di duplice negativita ddldesoordinate DV LL differenti.
Tutti i connettori sono stati infine fissati sulaoio con una resina acrilica

autopolimerizzante (ResPal a freddo).
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Al termine delle procedure chirurgiche si e prodedalla disinfezione
delle ferite addominali con betadine (Betadine If¥Meda Pharma Milano) per
uso chirurgico, alla somministrazione intramusalali antibiotico ad ampio
spettro (108000 U.l. di Benzilpennicillina; 2.4 ndg Neobicina) per prevenire
eventuali infezioni post operatorie e alla somntra@one sottocutanea di 5ml di
soluzione fisiologica allo scopo di reidratare lfaale. Infine I'animale & stato
tenuto sotto osservazione fino alla comparsa démipsegni di ripresa
dall'anestesia generale e quindi € stato postm retlbulario per una settimana
consentendogli di recuperare dall'intervento clgicw. Un giorno prima della
sessione sperimentale ogni animale e stato podtdoame di registrazione e
connesso ai cavi per la registrazione delle vdridisiologiche al fine di

consentirne I'adattamento alle condizioni speriraknt

3.2 APPARATO DI REGISTRAZIONE

3.2.1 BOX DI REGISTRAZIONE

La gabbia contenente I'animale & posta all'intedicun congelatore a
pozzetto che é stato modificato in modo da poteomgrollare in maniera fine la
temperatura. Questo controllo avviene per mezamdermostato che € connesso
al compressore del congelatore ed a una stufesta jpdi’interno di quest’ultimo.

Quando la temperatura devia da quella settataogaliatore il termostato
attiva il compressore o la stufetta (Vortice Miab$00) per correggere la
variazione di temperatura. Il box € inoltre dotdiaun impianto: di aerazione, di
illuminazione per mezzo di fibre ottiche (100 Ilux liaello della gabbia),
telemetrico per la registrazione della pressiontieriasa dell’animale, video che
permette lo studio comportamentale dell’animalermtgrafico per |l
monitoraggio della temperatura cutanea dell'anineaté cavi di connessione per
la registrazione delle variabili fisiologiche. Liecl presenti all'interno del box di
registrazione sono state tenute spente per tutharéta dell’esperimento.
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3.2.2 POSTAZIONI DI REGISTRAZIONE

La postazione di registrazione consiste in una igalmhbetabolica in
plexiglass che possiede come fondo una rete nuetadlimaglia larga la quale
consente la registrazione delle immagini all'inésso. Tali immagini sono state
registrate per mezzo di una termocamera (FLIR A2@ é stata posta sotto la
gabbia (figura 9) in modo da poter registrare ajeeate la temperatura cutanea
dell'animale ed in particolar modo la temperaturecdda e zampe che sono
considerati organi scambiatori termici. L'uso diegta tecnologia ha permesso
uno studio non invasivo della vasomozione cutabaaabbia possiede inoltre un
braccio oscillante dotato di contatto rotante ahlguwengono collegati i cavi di

registrazione delle variabili fisiologiche connealianimale.

3.2.3 AMPLIFICAZIONE E ACQUISIZIONE DEL SEGNALE

Tutti i segnali bioelettrici registrati dall'anin@lsono stati amplificati
(Grass mod. 7P511L, Astro-Med,West Warwick (RI), A)Se filtrati,
rispettivamente per il filtro passa alto e passasbacon i seguenti valori per
ciascuna variabile: EEG 0.3 Hz / 30 Hz, nuEMG 10/R000 Hz, diEMG 100
Hz / 1000 Hz e Thy 0.5 Hz.

In seguito tutti i segnali hanno subito una conwers analogico-digitale a
12 bit (CED Micro MK 1401 1) per essere immagazinsu un supporto
informatico (PC ASUS) con frequenza di campionameit500Hz per 'EEG, di
1KHz per il nuEMG e di 50 Hz per Thy.

Il segnale elettroencefalografico e stato sottapest un’analisi spettrale
mediante I'algoritmo della trasformata di Fouri€i{T) su finestre mobili (1
secondo) di 4 secondi al fine di ottenere i vatlbidensita di potenza per le bande
Delta (0.75-4 Hz) Theta (5.5-9 Hz) e Sigma (11-14.H
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Il segnale della PA é stato registrato telemetrimaten, amplificato (DSI
Phyiotel PA-C40, DataSciences) ed incorporato digiente su un PC con una

frequenza di acquisizione di 500 Hz.

Le immagini della termocamera sono state acquisiégliante supporto
digitale con una frequenza di lframe/2s. L'analisila temperatura cutanea di
coda e zampe e stata ottenuta mediante il softMaeemaCAM Researcher Pro
(FLIR Systems AB, SE). L'analisi delle temperatsreiferisce al valore piu alto
all'interno di una superficie presa in esame. Rerdlisi delle temperature della
coda é stata scelta la zona mediale di quest’'uliimaeguito a test eseguiti
nellanimale in anestesia.

Lo stato ipnico degli animali € stato valutato vasnhente da un operatore,
con una risoluzione di 4 secondi, basandosi saligstrazioni di EEG, nuEMG e
Thy.

3.3 DISEGNO SPERIMENTALE

Gli animali sono stati fatti adattare nel box dyistrazione alle condizioni
sperimentali (Ta 15°+1C, dieta Mucedola D12492: 38idi, ciclo luce buio
0h:24h) per tre giorni.

Gli animali sono stati registrati per 3 giorni, arfire dalle ore 9:00 del
terzo giorno di adattamento (giorno di controllg; B giorno successivo (giorno
di iniezione, 1) alle ore 10:30 e stata inseritarlero cannula per I'iniezione del
farmaco. Dopo 30’ dall'inserimento della micro catmy necessari per far
ritornare I'animale alle condizioni fisiologiche moali, € stata eseguita la prima
iniezione. In totale sono state eseguite 6 inigziahritmo di un iniezione I'ora
per 6 ore consecutive.

Alle ore 17:00, quindi un’ora dopo l'ultima iniezie, la temperatura del
box di registrazione €& stata alzata a 28°C, e d#scicosi per il resto

dell’esperimento.
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Nell’esperimento B questo protocollo e stato leggte modificato: alle
ore 17:00 del giorni | la Ta é stata impostata aC3per 60’ (dalle 17:00 alle
18:00) e successivamente abbassata a 28°C, tenmaecht € stata poi mantenuta
per il resto dell’esperimento.

Il giorno successivo I'animale é stato registrater p terzo ed ultimo
giorno (giorno di recupero, R), a partire dalle &0 fino alle ore 9:00 del

giorno successivo.

3.4 MICROINIEZIONI IN RATTI LIBERI DI MUOVERSI

Le microiniezioni nei ratti liberi di muoversi sostate eseguite mediante
un apparato di iniezione messo a punto nel noatroratorio (figura 9). Un tubo
di teflon della lunghezza di un metro e con un dim costante per tutta la
lunghezza (D.l. 0.2mm, FEP-Tubing 4001005 10X1m rbbetech/se AB)
veniva riempito, mediante una siringa Hamilton, tosostanza da iniettare e con
un colorante idrofobico, in modo che si formassénterfaccia colore-sostanza
che permettesse la visualizzazione del movimenitdiqiedo nel tubo durante le
procedure di iniezione. Per mezzo di connettoerauta stagna si € connesso il
tubo ad un’estremita con una siringa Hamilton da & dall’altra con la cannula
per microiniezioni. La siringa veniva posta su pw@mpa per microiniezioni
(Harvard Apparatus) ed il tubo ad essa collegataivee posizionato su un
centimetro posto sotto un microscopio stereoscodiirante la procedura di
iniezione, un operatore visualizzando, mediantenitroscopio, il movimento
dell'interfaccia colore-sostanza sul centimetrotepa calcolare, conoscendo |l

diametro del tubo, la quantita di sostanza iniattat
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3.5 ISTOLOGIA

Alla fine di ogni sessione sperimentale ogni ananal stato marcato,
mediante liniezione intracerebrale di 50nl di celaste (Fast Green, 2%), per
poter determinare istologicamente il sito delleawni.

Successivamente gli animali sono stati sottopabtamestesia generale e
quindi perfusi per via transcardiaca con 400 mPBS 4% a pH 7.4 e 400 ml di
paraformaldeide 4%. | cervelli sono stati estralll’'animale, postfissatti in
paraformaldeide 4% per cinque giorni e crioprot@itisaccarosio (soluzione
satura) per due giorni. Infine per mezzo di ungtato si € proceduto al taglio di
sezioni coronali del bulbo per rintracciare il sdbiniezione del colorante. Le
sezioni che sono risultate essere marcate, sorte ptste su un vetrino e

fotografate (figura 25).

3.6 PIANO SPERIMENTALE

Il piano sperimentale prevede due protocolli spernitali (A e B) volti a
testare: A) se linibizione prolungata del RVMM pucausare uno stato
assimilabile al torpore; B) se I'attivazione dehpiatico necessaria all’animale per
tornare ad uno stato di normotermia puo influenzardinamiche del recupero

dall'ipotermia.

3.6.1 ESPERIMENTO A

Due diversi gruppi di animali (gruppo A e gruppo 1&7 per ciascun
gruppo) sono stati ripetutamente sottoposti a uigeiniezioni (100nl ciascuna)
di: agonista GABA muscimolo (gruppo A), soluzione salina isotonicaufgpo C,

di controllo).
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3.6.2 ESPERIMENTO B

Un secondo gruppo di animali (gruppo B, n=7) ecstittoposto allo
stesso protocollo sperimentale previsto dall’espento A, ma alle ore 17:00 del
giorno di iniezione la temperatura del box e stdtata a 37°C anziché a 28°C
come precedentemente descritto (vedi cap. Disegmoinsentale). Dopo 60
minuti in seguito al ritorno della Thy a livellisiblogici, la Ta €& stata riportata a
28°C.

3.7 ANALISI STATISTICA

Tutti i risultati sono rappresentati come valoreding calcolato su una
finestra di tempo di 30’, dei valori di tutti glnamali di ciascun gruppo; fanno
eccezione i dati riguardanti il Theta durante hso REM, il cui valore medio e
calcolato su una finestra di 60'.

Tutte i valori sono riportati come media * errot@slard.

L’analisi statistica é stata elaborata usando SP@E’ stata usato un test
ANOVA a due vie per misure ripetute.

| confronti post-hoc sono stati fatti per mezzouth t-test modificato
secondo il medoto “Bonferroni Sequenziale” (Holr@79%). | confronti sono stati

ritenuti positivi per valori di p < 0.05.
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4. RISULTATI
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Un esempio degli effetti di ripetute iniezioni dustimolo nel RVMM di
un singolo animale é riportato in figura 7, che trm$andamento di Thy, PAM,
FC, EEG e spettrogramma dellEEG, durante le pritBeore del giorno di
iniezione di muscimolo.

Si puo osservare come a seguito dell’iniezione dseimolo si verifichi
una vasodilatazione di zampe e coda, una riduzilbi€C e di Thy che portano
'animale, alla fine delle 6 ore di iniezione, atautemperatura superficiale

prossima a quella ambientale.

4.1 ASPETTI  TERMICI DELLA  PROLUNGATA
INIBIZIONE DEL RVMM

4.1.1 TEMPERATURA IPOTALAMICA

ESPERIMENTO A

Fase di induzione dell'ipotermia

A partire dall'inizio del trattamento si osserva galo costante della
temperatura ipotalamica (significativo rispettogiluppo di controllo,P<0,05
11:00-11:30;P<0,01 dalle 11:30 alle 17:00; figura 12). La Thy gk valore
medio di 36,87 + 0,19 °C calcolato un’ora primal'@detio delle iniezioni, arriva
ad un minimo di 22,44 + 0.44 °C. In totale, in Ghrdttamento, si verifica un calo
nella temperatura corporea media di 14,43 °C.

Il gruppo di controllo, in seguito alle iniezioni doluzione salina nel
RVMM, non presenta ipotermia: la Thy infatti nonesde mai al di sotto dei
36°C.
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Fase di riscaldamento

Alle 17:00 del giorno di iniezione (I) gli effettdelle iniezioni di
muscimolo stanno terminando e la Thy é al Nadir,422t0.44 °C). In quel
momento il termostato del box di registrazione giémpostato sulla temperatura
di 28°C. La Ta quindi aumenta passando da 15+128:+4°C nel giro di 45'.

In seguito allincremento della Ta e alla fine dehttamento con
muscimolo, si verifica un’inversione nel’andamemtella Thy negli animali del
gruppo A, che aumenta rapidamente (+4,03°C/h t@B#No a raggiungere una
temperatura prossima ai 36°C in 3h.

Durante le prime fasi del periodo di riscaldamendoThy degli animali
del gruppo A differisce significativamentB<0,01 dalle 17:00 alle 19:30; figura
12) da quella degli animali del gruppo di controllo

In seqguito la Thy rimane entro valori fisiologicemil restante periodo

sperimentale.

Giorno di recupero

Nel giorno di recupero (R), gli animali di entrambgruppi, gruppo A e
gruppo di controllo, sono esposti ad una Ta di 289& Thy media di entrambi i
gruppi si e attestata su livelli fisiologici.

Non si rilevano differenze significative tra le Thyedie (calcolate sulle
12h della fase di riposo e sulle 12h della faseatidei due gruppi. Per contro
animali del gruppo A presentano una Thy media gikera leggermentd’0,05)
piu bassa rispetto a quella registrata il giorno B.

In definitiva al termine del trattamento con musgiongli animali del
gruppo A vedono la loro Thy media abbassarsi um pispetto al primo giorno di

registrazione.
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ESPERIMENTO B

Fase di induzione dell'ipotermia

Ad eccezione di 60 minuti tra le 17:00 e le 18d@0giorno I, in cui la Ta
del box di registrazione viene portata a 37°C dnzia 28°, il protocollo
sperimentale utilizzato nell’esperimento B non siscdsta da quello
dell’esperimento A (figura 12).

Come visto nell’esperimento A, a partire dalla @imiezione si verifica
un calo significativoR<0,05, 11:00-17:00) nella Thy che alla fine detttnamento
raggiunge il Nadir (22.8 *0,8°C). La Thy degli anaili del gruppo B nelle prime
fasi del trattamento (dalle 11:30 alle 14:00) seeimdmaniera significativamente

(P<0,01) piu veloce rispetto quella del gruppo A.

Fase di riscaldamento

In seqguito all’esposizione alla Ta di 37°C, la Téwymenta in modo tale
che gia dopo 30’ non e piu significativameni<@,01) diversa da quella del
gruppo di controllo e in 60’ per ritorna a livefisiologici (36,6 +0,6°C). Gli
animali del gruppo B raggiungono la normotermiangigativamente prima
rispetto a quelli del gruppo A (P<0,01 dalle 17:@e 20:30 e P<0,05 nei

successivi 30).

Giorno di recupero

Nel giorno di recupero (R), anche gli animali delppo B sono esposti ad
una Ta di 28°C e la loro Thy media si &€ oramaistédta su livelli fisiologici.

Nel giorno R 'andamento circadiano della Thy neglimali del gruppo B
sembra essersi attenuato in quanto non si notan@udifferenza significativa tra
la Thy registrata nella fase di riposo e in queltdva; questo probabilmente é
dovuto ad una Thy media durante la fase di ripaspaco piu alta (significativa
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per P<0,01 rispetto il gruppo di controllo). Nel compespero la Thy degli
animali di questo gruppo non mostra differenzeiigative se confrontata con il

rispettivo giorno B o con quella degli animali delippo A.

4.1.2 TEMPERATURA DELLA CODA

Fase di induzione dell'ipotermia

A causa delle temperature relativamente basse JiB°%Tii sono registrati
gli animali, le code risultano vaso costrette pitotil tempo (figura 10).

Nei minuti immediatamente successivi all'inibiziorsel RVMM si
verifica una marcata vasodilatazione della codau(é 10 e 11); questo fenomeno
avviene senza sostanziali differenze sia negli ahidel gruppo A che in quelli
del gruppo B, mentre non si verifica negli animadil gruppo di controllo. A
causa della vasodilatazione, la temperatura meslia doda aumenta da 22,8 +
1,2°Ca29,2+1,3°C nel giro di 30’, per poi thoire progressivamente fino a

18,7 + 0,3 °C alla fine del trattamento.
Fase di riscaldamento

Il flusso d’aria calda necessario per riscaldarbak di registrazione a
28°C (0 a 37°C per gli animali del gruppo B), hatam ad un effetto di

saturazione nelle registrazioni effettuate con éambcamera ad infrarossi,
impedendo di fatto una efficace analisi della terapga cutanea degli animali.

4.1.3 INDICE DI PERDITA DI CALORE

L’indice di perdita di calore (IPC) (figura 11),lcalato secondo questa
formula: (Tcoda — Ta)/ (Thy — Ta) (Romanovsky andttis, 1996), mostra forte

incremento (da 0,38+0.07 a 0,73+0.09) in concoradaron la prima iniezione (e
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quindi I'inizio della vasodilatazione); in seguitonponostante il generale
raffreddamento dell'animale, I'lPC rimarra comunqgper tutta la durata del
trattamento con muscimolo a livelli superiori a kjuprecedenti le iniezioni,

evidenziando il ruolo della coda nell’abbassamelaita temperatura corporea.

4.2 ASPETTI CARDIOVASCOLARI DELLA
PROLUNGATA INIBIZIONE DEL RVMM

4.2.1 PRESSIONE ARTERIOSA MEDIA

ESPERIMENTO A

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il primo giorno di registrazione (B) la ps@ne arteriosa media
(MAP) degli animali di entrambi i gruppi, di conlim e trattato, si attesta sui
seguenti valori: 107,8 +2,7 mmHg e 106,0 +2.3 mnadante la fase di riposo e
108.8 £2.3 mmHg e 106.3 +2.3 mmHg durante la fébeaarispettivamente per i
gruppi controllo e trattato (figura 14).

Nel giorno di iniezione (I) la PAM di entrambi igwpi si mantiene su quei
livelli fino all'inizio del trattamento (salina o uscimolo a seconda dei gruppi). A
partire dalle ore 11:00 e per tutte le sei orendizione con salina, la MAP negli
animali del gruppo di controllo non si discostagdlla registrata nelle stesse ore
del giorno precedente.

Gli animali del gruppo A nelle ultime ore di trattanto mostrano una
tendenza al calo della PAM (Figura 14), che comengan mostra variazioni

significative rispetto a quanto registrato neginaali del gruppo di controllo.
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Fase di riscaldamento

A seguito dell'innalzamento da 15 +1°C a 28 zl1°dladda del box di
registrazione si verifica una diminuzione della PAd@i ratti del gruppo di
controllo, che da un valore medio, registrato aimgadalle 9:00, di 104.6 +0.8
mmHg, diminuisce fino a stabilizzarsi attorno alova di 92.6 £0.9 mmHg.

Gli animali del gruppo A al termine del trattameitanno una PAM di
93.3 £5.2mmHG, ma a seguito del riscaldamento quesistra un incremento
significativo (P<0,01 dalle 17:30 alle 20:00, rigpeal gruppo di controllo) che la
porta ad un picco di 116.1 +2.4mmHg alle ore 19:B0;seguito la PAM
diminuisce fino stabilizzarsi durante il resto dafiotte su un valore medio di 95,7

+0.6mmHg.

Giorno di recupero

La variazione di Ta da 15°C a 28°C comporta peagimali di entrambi i
gruppi una significativa modificazione della PAMI ggorno R rispetto al giorno
B (P<0,01), a causa del progressivo adattamento atfeencondizioni ambientali.

| valori della PAM degli animali del gruppo A retyisti durante le fasi di
riposo ed attiva dei giorni B (rispettivamente 1653 mmHg e 106,3 + 2,3
mmHg) ed R (rispettivamente 92.1 +2.6 mmHg e 92189 +#mmHg), non si
discostano mai significativamente da quelli deginzali del gruppo di controllo;
gli effetti del trattamento con muscimolo non hamoonportato variazioni della
PAM durante il giorno | né tantomeno ne hanno fizato i valori nel giorno

seguente.

ESPERIMENTO B

Fase di induzione dell'ipotermia
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Per tutto il periodo che va dalle ore 9:00 alle0D7del giorno |, i valori di
PAM registrati negli animali del gruppo B non sschstano significativamente da
quelli registrati nel gruppo A o nel gruppo di carib. Nonostante questo, si puo
notare una lieve tendenza alla diminuzione delldPghe alle 17:00 raggiunge
un Nadir di 102,8 £5,3mmHg (Figura 14).

Fase di riscaldamento

Rispetto a quanto visto nel gruppo A, si pud osmencome la PAM
aumenti piu velocemente, differenziandosi fin dhitsuin maniera significativa
dal valori registrati negli animali del gruppo R<0,01 tra le 17:00 e le 18:00 e
tra le 19:30 e le 20:00, P<0,05 tra le 18:00 e8:&Q e tra le 19:00 e le 19:30 per
la PAM) fino a raggiungere un picco 128,8 +4,2 mm&@j dopo l'inizio della
fase di riscaldamento.

Nel periodo immediatamente successivo all'inizid decaldamento i
valori della PAM registrati negli animali del gruppB si discostano
significativamente (P<0,01 dalle 17:00 alle 19:3pez P<0,05 dalle 19:30 alle
20:30) da quelli registrati negli animali del grigpgi controllo; ma una leggera
tendenza all’ipertensione si registra per tuttaresto della notte e in taluni
momenti questo divario diviene significativo sia wenfronti degli animali del
gruppo A (P<0,05 dalle 00:00 alle 04:30 e dalleO07alle 08:30) che degli
animali del gruppo di controllo (P<0,01 negli intaiti tra: 01:30-02:00, 03:00-
03:30, 05:00:05:30 e 07:30-08:30; Figura 14).

Giorno di recupero

A causa dell'adattamento della PAM alla nuova Tan r® corretto
confrontare i valori di questo parametro nel giofRaocon quelli registrati nel
giorno B; comunque nel giorno R i valori della PAd attestano sui 100,6 £2
mmHg durante la fase di riposo e 101,7 +2 mmHg mler#a fase attiva; questi

valori sono significativamente piu alt?€0,01) sia da quelli del gruppo A che da
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quelli del gruppo di controllo; € da notare comeHAM fosse comunque
significativamente®<0,01) piu altra, anche se in misura minore, instpgruppo

rispetto gli altri anche durante il giorno B.

4.2.2 FREQUENZA CARDIACA

ESPERIMENTO A

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il primo giorno di registrazione (B) la&duenza cardiaca media
(FC) degli animali di entrambi i gruppi, di confimk trattato, oscillano seguendo
un normale andamento circadiano (457 +11bpm e 48@bpm durante la fase di
riposo e 480 t5bpm e 482 +8bpm durante la fasgaattispettivamente per i
gruppi controllo e A, figura 13).

Nel giorno di iniezione (l) la FC media di entrannigiruppi si € mantenuta
su quei livelli fino all’inizio delle 6 iniezioniqalina o muscimolo a seconda dei
gruppi). A partire dalle ore 11:00 e per tuttesé ore di iniezione con salina, la
frequenza cardiaca media negli animali del gruppoodtrollo non si discosta da
quella registrata nelle stesse ore del giorno piete.

Negli animali del gruppo A, a seguito delle in@zi si € registrata invece
una costante diminuzione (P<0,05 dalle 12:00 &0, P<0,01 dalle 12:30 alle
17:00) della frequenza cardiaca media durante fioge di iniezione con
muscimolo che dopo 6 ore raggiunge il Nadir con E@amedia di 194 12 bpm;
nello stesso periodo la FC media degli animaltataton salina era 443 +12bpm
(figura.13).
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Fase di riscaldamento

A seguito dell'innalzamento da 15 +1°C a 28 zl1°dladda del box di
registrazione si verifica una contemporanea dimone della FC dei ratti del
gruppo di controllo, che passa da un valore mesfyistrato a partire dalle 9:00 di
449+1 bpm a 367 =7 bpm alle 19:30; in seguito agpessivo adattamento degli
animali alla nuova Ta la FC media si stabilizzeoh g 394 +3bpm per il resto
della notte. Nel giorno seguente I'adattamento ailava Ta continuera e la FC
media calera a 334 +7bpm durante la fase di ripp¥2 +8bpm durante la
successiva fase attiva.

Alla fine del trattamento con muscimolo, la FC deglimali del gruppo A
e al Nadir (194 +12bpm); durante la fase di risaaldnto la FC mostra un rapido
incremento (P<0,05 dalle 17:00 alle 18:00, rispattgruppo di controllo) fino a
un picco di 431 £8bpm per poi stabilizzarsi duraiteesto della notte su un

valore medio di 403 +2bpm.

Giorno di recupero

Nel giorno R l'adattamento alla nuova Ta continuia &C media cala a
362 £12 bpm durante la fase di riposo e 383 +8 ldpmante la successiva fase
attiva. A causa di questo adattamento della FCTallaon ha senso confrontare la
FC dei giorni B e R.

Il confronto della FC nelle 12h della fase di ripas nelle 12h della fase
attiva degli animali del gruppo A con la FC dei respondenti periodi degli
animali del gruppo di controllo non ha evidenziditierenze significative tra i

gruppi (figura.13).
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ESPERIMENTO B

Fase di induzione dell'ipotermia

Anche negli animali del gruppo B si verifica unenthuzione significativa
( P<0,05 dalle 11:30 alle 12:30 e pkx0,01 dalle 12:30 alle 17:00) della FC
durante le ore di trattamento con muscimolo; pentrco non si osservano

differenze tra I'andamento della FC negli animadl @ruppo A e quelli del

gruppo B.

Fase di riscaldamento

Alla fine del periodo di ipotermia, la FC degli arali del gruppo B
raggiunge un valor medio al nadir di 207 £12bprguifa 13).

In seguito all’esposizione alla Ta di 37°C la FCmamta in modo
significativamente piu veloce rispetto a quantdovisegli animali del gruppo A
(P<0,01 tra le 17:00 e le 19:30) fino a raggiungarepicco di 468 £16bpm 90’
dopo l'inizio della fase di riscaldamento. L’incrento della FC e cosi rapido che
gia nei primi 30’ a 37°C il suo valore medio nord&costa da quello del gruppo
di controllo e solo successivamente lo supera imiena significativa P<0,05
dalle 18:00 alle 20:00 e p&<0,01 dalle 18:30 alle 19:00); dalle 20:00 in poi i
valori medi della FC si abbassano fino ad allineats/elli comparabili con quelli

del gruppo di controllo.

Giorno di recupero

Durante il giorno R, FC si attesta intorno ad utoreamedio di 362 £12
bpm nella fase di riposo e 389 +8 bpm nella fatgaatAnche questi valori non
sono comparabili con quelli registrati nel giorncaBausa dell’adattamento alla
nuova Ta; per contro non risultano significativateediversi da quelli osservati

nel gruppo A e nel gruppo di controllo.
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4.2.3 RAPPORTO TRA FUNZIONE CARDIOVASCOLARE E
THY

Le due strategie di riscaldamento, quello intedst’esperimento B e
quello piut moderato dell’esperimento A si differemo non solo per I'effetto
diretto sulla Thy e quindi sulle diverse dinamicheitorno alla normotermia ma
anche per gli effetti sul comparto cardiovascolare.

La figura 16 mostra la correlazione tra Thy e Hifettuata durante
I'intervallo di tempo che va dall’inizio del risadmento fino al raggiungimento
della normotermia. Nonostante nell’esperimento Bstaldamento intenso porti
ad un raggiungimento della normotermia piu rapigpatto a quanto avviene
nell’esperimento A, il rapporto tra Thy e FC needyruppi si mantiene inalterato.

La figura 16 mostra la correlazione tra Thy e PAdffettuata durante
I'intervallo di tempo che va dall'inizio del risadmento fino al raggiungimento
della normotermia; si nota come non ci sia unaetarione diretta tra i due
parametri: la PAM descrive un picco prima del raggimento della normotermia
e solo successivamente si stabilizza.

Inoltre risulta evidente come la PAM sia fortemenfeuenzata dalla Ta: a
parita di temperatura corporea, gli animali sotgtpad un riscaldamento a 37°
mostrano un incremento nella PAM superiore a quedigli animali riscaldati a
28°C.

4.3 ASPETTI ELETTROENCEFALOGRAFICI DELLA
PROLUNGATA INIBIZIONE DEL RVMM

4.3.1 POTENZA TOTALE DELL'EEG

ESPERIMENTO A

La potenza totale del’EEG (PTE) é data dalla sordelke potenze totale
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dello spettro EEG compreso fra tra 0.3 e 20Hz efaéa rappresentata come
percentuale calcolata sulla media della potenzaletategistrata nelle 24h del

giorno di controllo (figura 15).

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il primo giorno di registrazione (B) la PTnedia del
gruppo di controllo e del gruppo A mostrano un anelato circadiano, oscillando
rispettivamente attorno ai valori di 100.6 +6.3%1i€109.4 +9,8% nella fase di
riposo e di 97.8 £6.5 e di 89.9 £2.5 nella faswattfigura 15).

Nel giorno | la PTE media del gruppo di contradiomantiene su livelli
comparabili a quelli registrati in B (104,7 +5,4%lla fase di riposo, 93.9 +5.4%
nella fase attiva).

Negli animali del gruppo A, a partire dalla prinmeezione si osserva un
calo (significativo peP<0,01 dalle 15:00 alle 16:30 e {de«0,05 dalle 16:30 alle
17:00 rispetto al gruppo di controllo) costantdal®ITE che al arriva Nadir (30,1
+8,6%) alle ore 16:30.

Fase di riscaldamento

Gli animali del gruppo A alla fine delle sei inieai presentano una PTE
estremamente ridotta (30,1+8,6%), ma a seguitoisidldamento questa aumenta
in maniera significativaR<0,01 17:00-17:30 €<0,05 17:30-18:00, rispetto il
gruppo di controllo) e, dopo aver raggiunto un’imgiéa paragonabile a quella del
controllo, continua a salire fino a descrivere uccp del 159,0 +27,9% alle ore
20:00 e si mantiene elevata fino alle 4:00, quadaddtorna a livelli comparabili
con quelli degli animali del gruppo di controllagira 15). Nonostante i livelli
della PTE si mantengano elevati per tutta la pyrade della notte, solo per 30’
tra le 22:00 e le 22:30 la PTE risulta essere saativamente P<0,05) maggiore
negli animali del gruppo A rispetto a quelli delgpo di controllo.

Giorno di recupero
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Nella giornata di recupero la PTE di entrambi upgpi presenta delle
variazioni compatibili con 'andamento circadiamsgcillando attorno ai valori di
94.8 £10.9 e 102.1 £12.9 nella fase di riposo, meentlla fase attiva oscillano
intorno a valori di 79.8 £9.3 e 86.2 +8.0 rispedtnente per i gruppi di controllo
e trattato (figura 15)

ESPERIMENTO B

Fase di induzione dell'ipotermia

Negli animali del gruppo B la PTE mostra calo aagt e significativo
(P<0,05 dalle 12:00 alle 13:0®<0,01 dalle 14:30 alle 17:30) se paragonata a
guanto accade negli animali del gruppo di controllo questa fase non si
riscontrano invece differenze nellandamento delld& tra i due gruppi di animali

trattati con muscimolo.

Fase di riscaldamento

Dal Valore di Nadir (23,73 +4,06%) raggiunto ainténe della fase
di induzione dellipotermia, la PTE degli animaleldgruppo B, in seguito
all'incremento della Ta, aumenta fino a raggiungereicco del 148,08 +14,16%
tra le 19:30 e le 20:00.

Per la maggior parte del tempo non si riscontrafferdnze significative
nell’andamento della PTE tra i gruppi A e B (figdr®): gli animali del gruppo B
vedono la loro PTE aumentare piu velocemente edseguenza raggiungere il
picco in anticipo rispetto quelli del gruppo A<0,05 al raggiungimento del
picco, tra le 19:30 e le 20:00); la PTE dei duepgriusi differenzia in modo
significativo in altre due occasioni durante lataqP<0,05 20:00-02:30 e 04:30-
05:00).
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Confrontando la PTE del gruppo B con quella deitr@sin si nota come
col riscaldamento piu intenso i valori tornino quaemediatamente a livelli
normali (durante la fase di incremento tra gruppe Bruppo di controllo si
notano differenze significative,P<0,01 solo nella prima mezzora di
riscaldamento, tra le 17:00 e le 17:30). In seguvalori di PTE si discosteranno
significativamente<0,05 22:00-22:30) solo in un’occasione.

Giorno di recupero

Nella giornata di recupero la PTE degli animali delippo B presenta
delle variazioni compatibili con il normale andart@erircadiano (figura 15),
oscillando attorno ai valori di 94,0 £6,0 e nebaéd di riposo e di 80.9 £6.8 nella
fase attiva. Non si riscontrano differenze sigaifiee Tra i valori di PTE nel
giorno R e nel giorno B; in ugual modo i valoriRITE nel giorno R degli animali
del gruppo B non si discostano da quelli ossermaiyli altri gruppi (A e

controllo).

4.3.2 MODIFICAZIONI DELLO SPETTRO

Un’analisi piu approfondita della dinamica di mackizione della potenza
spettrale EEG € rappresentata nella figura 17, dowme rappresentato
I'andamento medio normalizzato nel tempo dello tspdEEG compreso fra 0.25
Hz e 20 Hz. Si puo osservare il progressivo radler@nto della banda di potenza
contenuta fra 5 Hz e 7Hz (banda Theta), che tensj@oatarsi progressivamente
verso regioni piu lente dello spettro, fino a vatmente scomparire in
corrispondenza del nadir della Thy (fig 17 A e B)urante la fase di
riscaldamento si osserva una progressiva accebaziella potenza spettrale
EEG ed un potente incremento della banda Thetgrappo A ma non nel gruppo
B, che ritorna alla normalita in corrispondenzariterno alla normotermia. Una
volta raggiunta la normotermia si osserva un ingrag potenziamento spere

nella porzione piu lenta dello spettro EEG (0.5.5 Kiz). Nessuna variazione
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spettrale di rilievo viene osservata nel gruppetiato con salina (fig 17C).

4.3.3 ANALISI SPETTRALE EEG

ESPERIMENTO A

Gli spostamenti dello spettro EEG verso regioni |@ate dello spettro
stesso in conseguenza dell’indotta ipotermia soegrritti nella figura 18. Qui
sono rappresentati gli spettri EEG medi calcolatimomento indicato dalla linea
continua nera all’interno del grafico incorporancailto a destra di ogni spettro. Si
puo osservare come il picco spettrale che si pmsdziintorno ai 6.5 Hz in
condizioni di baseline, si sposti e si indebolipcagressivamente col progredire
dell'ipotermia, per poi spostarsi potenziato versgioni dello spettro piu veloci
col ripristinarsi della normotermia, quando si psgservare anche la comparsa di

un secondo picco posizionato nella regione piteleiedlo spettro.

ESPERIMENTO B

Gli spostamenti dello spettro EEG verso regioni |g@ate dello spettro
stesso in conseguenza dell'indotta ipotermia saggeritti anche in questo caso
dalla figura 18. In particolare la colonna di dasdlescrive le modificazioni dello
spettro EEG relative algi animali dell’esperimeBtoil picco spettrale qui appare
molto meno intenso rispetto a quanto osservatdespkrimento A; inoltre puo
osservare come a parita di tempistiche, il repentiscaldamento porti ad un
picco meno definito. La comparsa del secondo plocalizzato nella regione
lenta dello spettro qui & notevolmente anticip&petto a quanto osservato negli

animali del gruppo A.
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4.4 ASPETTI IPNICI DELLA PROLUNGATA
INIBIZIONE DEL RVMM

4.4.1 SONNO NREM

ESPERIMENTO A

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il giorno B le quantita medie di sonno NMREprodotte dagli
animali del gruppo A e dal gruppo di controllo sonspettivamente 19066
+1029s e 19353 +1416s nella fase di riposo cont&ba +999s e 10950 £1656s
nella fase attiva.

Durante il giorno B gli animali del gruppo A e dgluppo di controllo
esprimono rispettivamente una media (calcolatansufimestra di mezzora) di 794
+43s e 856 £59s nella fase attiva contro 519 +6536e+75s nella fase di riposo.

Come si nota dalla figura 23, in seguito al tragato con muscimolo la
quantita oraria media di tempo passato in stasbdno NREM dagli animali del
gruppo A decresce rapidamente arrivando a zerayineldi due ore. Da quel
momento in poi gli animali permangono in uno stdisimil-veglia, durante il
guale non producono sonno NREM. Questo stato perfam all’inizio della fase
di riscaldamento.

Gli animali del gruppo di controllo non mostraneegto comportamento,
continuando ad alternare momenti di sonno e dii@efjirante tutto il periodo di

trattamento.

Fase di riscaldamento

Contestualmente al ritorno alla normotermia, srifioa un rapido

incremento della quantita oraria media di NREM pttal dagli animali del
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gruppo A, che gia dalle ore 20:00 & comparabile leoguantita oraria media di
sonno NREM prodotta dagli animali del gruppo ditcolio. Nelle ore seguenti
per gli animali di controllo comincia la fase a#tiin cui si assiste comunque ad
un aumento del tempo passato in sonno NREM a cdeifaumento della Ta.
Anche gli animali del gruppo A, in seguito al rivoralla normotermia, riprendono
a dormire e presentano un incremento del tempapags sonno NREM (figura
23).

Giorno di recupero

Nel giorno di recupero, anche a causa della Telgvata rispetto ai giorni
precedenti, si assiste ad un aumento del tempa@oagsssonno NREM sia dagli
animali del gruppo A che da quelli del gruppo dntrollo, che si attestano
rispettivamente sui valori medi orari di 828 £31853 +40s per la fase di riposo

contro 644 +54s e 583 £70s nella fase attiva.
ESPERIMENTO B
Fase di induzione dell'ipotermia

Negli animali del gruppo B, durante la giornatacdntrollo (B), la media
di tempo passato in sonno NREM é di 888,0 +39.%arda la fase di riposo e di
55.88 £20,0s durante la fase attiva. Nel giornarattamento porta ad una rapida
diminuzione del tempo passato in sonno NREM, filla sua totale scomparsa
un’ora dopo I'inizio delle iniezioni di muscimoldigura 23).
Fase di riscaldamento

Due ore dopo l'aumento della Ta, in concomitanaa taggiungimento

della normotermia, gli animali riprendono ad espnien una quantita di sonno

NREM paragonabile a quella osservata nel gruppcodtrollo. Durante il resto
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della giornata la media del tempo passato in séttall dagli animali del gruppo
B é di 940,3 +64.2s.

Giorno di recupero

Nel giorno di recupero, anche a causa della Talevata rispetto ai giorni
precedenti, si assiste ad un aumento del tempatoass sonno NREM dagli
animali del gruppo B che mostrano una media di®%27.8s nella fase di riposo
e di 731,9 +24.4s nella fase attiva.

4.4.2 SONNO REM

ESPERIMENTO A

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante la giornata di controllo (B) la quantitateimpo passata in sonno
REM (espressa come media calcolata su una finest80 minuti £ errore
standard) dagli animali del gruppo A e del gruppeahtrollo in sonno REM e
rispettivamente di 200,8 +28.8s e 154.9 +28.7santdke di riposo e di 84,8
+25,9s e 62.6 +38.5 durante la fase attiva.

Nel giorno I, in seguito al trattamento, gli anliv@el gruppo di controllo
passano 158.2 £37.7s in sonno REM durante la fagpaso. Negli animali del
gruppo A invece, in seguito al trattamento si @assed un rapido calo della
quantita di sonno REM espressa, che nel giro dr&§giunge si azzera.

Fase di riscaldamento
In seguito al ritorno alla normotermia ed alleorigparsa di sonno NREM

gli animali del gruppo A riprendono a esprimerersniREM; la sua comparsa €

facilitata anche dalla Ta piu elevata rispettoiairp B (figura 23).
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Durante la fase attiva del giorno | gli animall deuppo A e del gruppo di
controllo esprimono rispettivamente 180,6 +37.4¢l@.2 +£30.4s di sonno REM.

Giorno di recupero

Durante il giorno R la Ta di 28°C facilita la coarpa di sonno REM in
entrambi gruppi di animali. Il gruppo A esprime 26327.0s di sonno REM nella
fase di riposo e 115.8 +48.9s nella fase attivdaroar238.9 +25.4s e 100.9 +31.6s

del gruppo di controllo.

ESPERIMENTO B

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante la giornata di controllo gli animali delgpo B esprimono 206.4
+13.5s e 68.3 £10.3 rispettivamente nella fasépdiso e nella fase attiva.
Nel giorno | in seguito al trattamento con musdonsi assiste ad una

rapida e pressoché immediata scomparsa del sdekb R

Fase di riscaldamento

In seqguito all'innalzamento della Ta, al raggiungnto della nhormotermia
ed alla ricomparsa del sonno NREM, anche gli anichal gruppo B tornano ad
esprimere sonno REM (figura 23).

Al pari degli animali del gruppo A anche negli maili del gruppo B si
assiste ad un parziale recupero del sonno REM ferdurante la giornata.
Durante quella che dovrebbe essere la fase ativgiarno | gli animali di questo

gruppo esprimono una media di 204.6 +24.5s di sétiakl.
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Giorno di recupero

Durante il giorno R la Ta di 28°C facilita la comnpa di sonno REM
anche negli animali del gruppo B.

Il tempo passato in sonno REM durante questa dar@ali 232.2 +11.5
durante la fase attiva e 75.8 +9.2s durante ladagposo.

4.4.3 ANDAMENTO CUMULATIVO di SONNO NREM E REM

L’'analisi dellandamento cumulativo della quantith sonno NREM
(figura 24) evidenzia durante tutta la fase deditggmia sia gli animali del gruppo
A che quelli del gruppo B non esprimano sonno NREMijfferenza di quelli del
gruppo di controllo che continuano a dormire secoifldnormale andamento
circadiano nonostante il trattamento con soluziealéa. In particolare il sonno
NREM perduto dagli animali dei gruppi A e B duraletdase di ipotermia sembra
essere quasi del tutto recuperato nel corso detftarsla parte del giorno I. Il
tracciato del sonno NREM cumulativo di questi duepgi nel giorno R si torna
ad allinearsi perfettamente a quello degli anirdaligruppo di controllo.

L’andamento cumulativo del sonno REM (figura 24)stn@ come invece
il sonno REM perduto dai due gruppi di animali tait con muscimolo vada
incontro ad un recupero molto limitato nel restbpiodo di registrazione.

45 ASPETTI SPETTRALI DELLA PROLUNGATA
INIBIZIONE DEL RVMM

4.5.1 BANDA DELTA DURANTE IL SONNO NREM

ESPERIMENTO A
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Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il giorno B non si riscontrano signifieai differenze tra
l'intensita del Delta in sonno NREM tra gli animalel gruppo di controllo e
quelli del gruppo A. | valori medi sono di 96.9 %% e 91.8 +2.7%
rispettivamente per il gruppo A e il gruppo di qoiib durante la fase di riposo:
durante la fase attiva i valori sono rispettivareetit96.4 +3.9 e di 105.6 +6.8.

Nel giorno di iniezione si assiste ad un decremeletl’'intensita del Delta
in sonno NREM negli animali del gruppo A, che puabzene precede la
scomparsa.

Fase di riscaldamento

Negli animali del gruppo A le prime fasi di sonn&®EM (figura 19) non
si registrano prima del raggiungimento della noenwoia (ore 19:30, Thy media
34,6 +0,7°C) e sono caratterizzate da un incremsigificativo (P<0,05 dalle
19:30 alle 20:00) della potenza della banda Del&96 +16,3%), rispetto al
gruppo di controllo.

In seguito con lo stabilizzarsi della Thy su livéisiologici e la comparsa
di periodi di sonno NREM piu lunghi I'intensita ¢teelbanda Delta incrementa
ulteriormente (picco a 237,7 £19,9%, P<0,01 dale@ fino alle 23:00), prima
di ritornare a livelli comparabili a quelli del grpo di controllo.

Giorno di recupero

Nel giorno R (figura 19) l'intensita della bandal@ in sonno NREM
degli animali del gruppo A si assesta su valor9dj12 £12.4% nella fase di
rposo e 84.2 +7.5% nella fase attiva, valori nassithili da quelli registrati per
gli animali del grupopo di controllo (87.2 +8.9988.9 9.5 rispettivamente nella

fase di riposo e attiva).
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ESPERIMENTO B

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il giorno B l'intensita della banda Deitasonno NREM degli
animali del gruppo B non si discosta da quantorgase nel gruppo di controllo o
nel gruppo A.

Nel giorno | l'intensita del Delta in sonno NREMla come visto negli
animali del gruppo A, prima della scomparsa delnsotNREM in seguito

all'ipotermia (figura 19).

Fase di riscaldamento

La ricomparsa del sonno NREM si verifica solo calorno alla
normotermia; durante questi episodi la banda Dedlo spettro EEG mostra
un’intensita molto elevata rispetto al gruppo datrollo (P<0,01 dalle 18:30 alle
22:30). L'intensita del Delta, nel giro di 60’ dalficomparsa del sonno NREM,
aumenta fino ad un picco del 196,4 +17,0%, prim@uaiare a livelli normali.

Gli animali del gruppo B si differenziano da quelkl gruppo A fin da
subito: il sonno NREM appare prima, ma durante guéssi l'intensita della
banda Delta rimane significativamente inferiore @& 20:00-20:30, 21:00-
21:30 e 22:30-23; P<0,05 20:30-21:00, 21:30-22:000600-00:30) rispetto a

quanto visto negli animali del gruppo A.
Giorno di recupero

Nel giorno R l'intensita della banda Delta dueiit sonno NREM degli
animali del gruppo B si assesta su livelli (85.45%2 durante la fase di riposo e

83.1 +5.9% durante la successiva fase attiva) coabpacon quelli osservati nel

giorno R nel gruppo a ed in quello di controllo. d& notare come questi livelli
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siano significativamenteP&0.05) inferiori a quelli registrati negli stessiimali

nel giorno B.

4.5.2 BANDA SIGMA DURANTE IL SONNO NREM

ESPERIMENTO A

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il giorno B non si riscontrano significaivdifferenze tra
l'intensita della banda Sigma (figura 20) in sonBEM tra gli animali del
gruppo di controllo e quelli del gruppo A. | valonedi sono di 98.1 £1.3% e 96.0
+0.9% rispettivamente per il gruppo A e il grupgocdntrollo durante la fase di
riposo; durante la successiva fase attiva i vaono rispettivamente di 96.5 £3.9
e di 100.5 £3.4.

Parimenti a quanto visto per la banda Delta, netng di iniezione si
assiste ad un rapido decremento (significativoRse.01 dalle 11:00 alle 11:30)
dell'intensita del Sigma in sonno NREM negli aning®l gruppo A, che precede

ne precede la scomparsa.

Fase di riscaldamento

Quando negli animali del gruppo A ricompaiono hame fasi di sonno
NREM, inizialmente la banda Sigma e significativameemeno intensaP&0.01
dalle 18:00 alle 19:00) rispetto quella degli arintl gruppo di controllo; in
seguito si osserva come questa si riallinei ai wabsservati nel gruppo di

controllo.
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Giorno di recupero

Nel giorno R l'intensita della banda Sigma in so™REM degli animali
del gruppo A si assesta su valori di 88,9 £9.5%arfelke di riposo e 88.5 +7.0%”"
nella fase attiva, valori non dissimili da quedlgrstrati per gli animali del gruppo
di controllo (77.0 £3.4% e 86.6 +4.4% rispettivartreemella fase di riposo e

attiva).

ESPERIMENTO B

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il giorno B lintensita della banda Signfagyra 20) in sonno
NREM degli animali del gruppo B non si discostagd@nto osservato nel gruppo
di controllo o nel gruppo A.

Nel giorno | I'intensita del Sigma in sonno NREMI& significativamente
(P<0.01 dalle 11:30 alle 12:00) similmente a quanistovnegli animali del
gruppo A, prima della scomparsa del sonno NREMegugo all'ipotermia.

Rispetto agli animali del gruppo A, la diminuziothel Sigma negli animali
del gruppo B e significativamente piu velo&(,01 dalle 11:00 alle 12:00).

Fase di riscaldamento

La banda Sigma in sonno NREM quando riappare aegtnali del gruppo
B é significativamente (P<0,05 dalle 18:30 alle0D9:meno intensa rispetto a
quella osservata nello stesso periodo negli anidehlgruppo di controllo.

Rispetto agli animali del gruppo A si osserva cotegante la notte
l'intensita della banda sigma abbia un andamengjgdenente diverso nei due
gruppi di animali al punto da differire in maniesignificativa in alcuni momenti
(P<0,05 : 20:30-21:00, 21:30-22:00, 22:30-23:00, 08)8:30; P<0,01 04:00-
04:30 e 05:30-06:00).
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Giorno di recupero

Nel giorno R lintensita della banda Sigma in NREMgli animali del
gruppo B si assesta su valori di 85,5 +5.1% nelkefdi riposo e 82.7 +4.4%”"
nella fase attiva, valori non diversi da quelliisdgti negli altri due gruppi.

Confrontando pero l'intensita del Sigma nel giokiaon quella nel giorno
B si osserva come vi sia stata una significatiR<0(01l) diminuzione

dell'intensita tra le due giornate.

4.5.3 BANDA THETA IN VEGLIA

ESPERIMENTO A

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il giorno B non si riscontrano significaivdifferenze tra
I'intensita della banda Theta in veglia (figura 23 gli animali del gruppo di
controllo e quelli del gruppo A. | valori medi sodo101.8 +5.3% e 94.0 £2.2%
rispettivamente per il gruppo A e il gruppo di gotib durante la fase di riposo;
durante la successiva fase attiva i valori sonpettsrfamente di 100.6 £0.6 e di
100.0 £0.9.

In seguito al trattamento con muscimolo neglinali del gruppo A si
osserva una significativa P€0,05 dalle 11:30 alle 12:00) diminuzione
dell'intensita della banda Theta in veglia; in segall’aggravarsi dello stato di
ipotermia questa scende al di sotto della sogli®&0% e lo stato dell’animale non

viene piu considerato veglia ma pseudo-torpore.

Fase di riscaldamento

Con l'incremento della Thy si assiste ad una pmsgiva intensificazione

della banda Theta che alle 18:30 supera la sogla56%, pur rimanendo
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significativamente F<0,01 dalle 18:30 alle 19:00) inferiore a quelld gieippo
di controllo. In seguito col progressivo ritorndeahormotermia la banda Theta in
veglia degli animali del gruppo A torna a livelbroparabili con quelli del gruppo

di controllo.

Giorno di recupero

Nel giorno R Tlintensita della banda Theta in vagliegli animali del
gruppo A si assesta su valori di 92.0 £10.1% nfete di riposo e 86.3 £8.6%
nella fase attiva, valori non discordi da queltjistrati per gli animali del gruppo

di controllo (84.4 +5.1 e 83.8 £3.3% rispettivanmeentlla fase di riposo e attiva).

ESPERIMENTO B

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il giorno B lintensita della banda Thefigyra 21) in veglia degli
animali del gruppo B non si discosta da quantorgase nel gruppo di controllo o
nel gruppo A (98.4 £3.6% nella fase di riposo 8.8G:2.3% in quella attiva).

Nel giorno | in seguito al trattamento si verifioa significativo (P<0.05
dalle 11:00 alle 11:30 e P<0,01 dalle 11:30 all®@Rdecremento dell'intensita
della banda Theta in veglia rispetto ai contr@luesto decremento non differisce
in maniera significativa da quello osservato dwgdetstesse ore del giorno | negli
animali del gruppo A.

In seguito alla diminuzione del Theta in vegliadakotto della soglia del
50% si considerano anche gli animali di questo goum uno stato di pseudo-
torpore.
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Fase di riscaldamento

In seguito al riscaldamento degli animali del gro8 con una Ta di 37°C,
si osserva un rapido incremento dell'intensita Oeéta in veglia, che supera la
soglia del 50% di intensita contemporaneamenten80uti prima (alle 18:00) di
guanto accade negli animali del gruppo A. Quanddéta di entrambi i gruppi &
al disopra del 50% (e quindi diventa possibile camagdi) si osserva come
I'intensita della banda Theta nel gruppo B risplti elevata P<0.01 dalle 18:30
alle 19:30).

Rispetto ai controllo I'intensita del Theta risukkssere significativamente
inferiore (P<0,05) alle 18:00 ovvero quando torna a superasotdia del 50%
dell'intensita; successivamente torna velocemeriteelli non dissimili da quelli

degli animali del gruppo di controllo.
Giorno di recupero

Nel giorno R lintensita della banda Theta in vagtegli animali del
gruppo B si assesta su valori di 91.0 £6.4% nelkefdi riposo e 92.9 +4.6%.

Questi valori non differiscono significativamenta duelli riscontrati negli altri

due gruppi.

4.5.4 BANDA THETA DURANTE IL SONNO REM

ESPERIMENTO A

Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il giorno B non si riscontrano significativdifferenze tra
I'intensita della banda Theta in sonno REM (fig@&) tra gli animali del gruppo
di controllo e quelli del gruppo A. | valori medorso di 100.9 +0.7% e 101.0
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+0.8% rispettivamente per il gruppo A e il grupgocdntrollo durante la fase di
riposo; durante la successiva fase attiva i vadomo rispettivamente di 91.6
+1.46% e di 93.9 +2.1&.

Durante il giorno | all'inizio del trattamento comuscimolo segue la

scomparsa del sonno REM negli animali del gruppo A.

Fase di riscaldamento

Quando il sonno REM torna a comparire (ore 201083l animali del
gruppo A la banda Theta in questa fase del sonsigréficativamente (P<0,01
dalle 20:00 alle 20:30 e P<0,05 dalle 20:30 alleO@) piu intensa di quella
riscontrata negli animali del gruppo di controlie particolare a differenza di altre
bande si puo notare come la banda Theta in sonib i parta da una intensita
pil bassa per poi riallinearsi ai controlli (magpassando per un picco), ma al

contrario parte da un picco (135.6 £5.3%) per pmare ad un livello piu basso.

Giorno di recupero

Nel giorno R l'intensita della banda Theta in soieM degli animali del
gruppo A si assesta su valori di 91.4 +10.5% nieltse di riposo e 88.7 +7.0%
nella fase attiva, valori non discordi da queltjistrati per gli animali del gruppo
di controllo (91.4 +10.5 e 88.7 +7.0% rispettivarteemella fase di riposo e
attiva).

Si osserva una significativa diminuzione dell’mtga del Theta in sonno
REM (P<0,01) nel gruppo di controllo nel giorno R rispe#tl giorno B. Questa
variazione si riflette anche nel confronto tra hefa in sonno REM nella fase
attiva del giorno R di animali del gruppo A e catiir questi ultimi mostrano

un’intensita del theta minor®<€0,05).

ESPERIMENTO B
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Fase di induzione dell'ipotermia

Durante il giorno B l'intensita della banda Thdfagura 22) in
sonno REM degli animali del gruppo B non si disaocdd quanto osservato nel
gruppo di controllo o nel gruppo A (101.3 +0.7% ladiase di riposo e 92.9
+1.2% in quella attiva).

Nel giorno I, negli animali del gruppo B, si vecdi la scomparsa del

sonno REM e della relativa banda Theta in seguiiiniaio del trattamento.

Fase di riscaldamento

Quando (alle 19:00) ricompaiono le prime fasi sOREM negli animali
del gruppo B, lintensita della banda Theta nomlistosta mai per intensita da
guanto osservato nel gruppo di controllo. In queltierisce da quanto osservato
nel gruppo A dove lintensita della banda Thetareemgiore P<0,01 tra le 20:00
e le 21:00 €<0,05 tra le 21:00 e le 22:00).

Giorno di recupero
Nel giorno R lintensita della banda Theta in somteM degli animali del
gruppo B si assesta su valori di 93.7 +2.9% nelkefdi riposo e 86.17 £3.4%.

Questi valori non differiscono significativamenta duelli riscontrati negli altri

due gruppi.
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5. DISCUSSIONE
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| dati presentati mostrano come sia possibile irduno stato di pseudo-
torpore reversibile in un animale non ibernante eohmatto, tramite I'inibizione
di una stazione chiave nella rete centrale di otiotdella termogenesi. Questo
risultato appare supportare I'assunzione inizidle suggeriva che linsieme di
geni responsabile della sopravvivenza degli aninfrnanti a tale condizione
potesse essere comune a tutti i mammiferi. In qadre appare opportuno
sottolineare che la dinamica di induzione dellouplgetorpore nel ratto mostra
tratti fenomenologici molto simili a quelli ossetvael torpore naturale: il calo
lineare e progressivo della FC che segue il calla dény, I'assenza di un calo
della PA e lo spostamento dell'attivita EEG vergorégioni piu lente dello
spettro. L'incapacita del ratto di entrare in tagospontaneamente, inoltre,
rafforza il ruolo di questo animale come modello fwe studio di procedure di
induzione di stati ipometabolici.

Dal punto di vista teorico, i dati presentati supaoo l'uso di un
approccio alternativo a quello dell'inibizione deatetabolismo cellulare nel
cercare di simulare il torpore. Infatti, tutti ntativi precedentemente effettuati per
innescare uno stato ipometabolico sono andati incoa numerosi problemi
guando si € tentata la loro applicazione a speaieibernanti. La possibilita di
indurre lo pseudo-torpore tramite una manipolaziesgemamente selettiva di
una ristretta regione del sistema nervoso centigpare estremamente valevole su
diversi piani. Da un lato, amplifica il gia imponta ruolo che 'lRVMM aveva
nella regolazione della temperatura corporea. Ttemimeuroni del’lRVMM sono
infatti controllate funzioni chiave per la termootagione, quali I'attivita del
grasso bruno, la vasomozione cutanea, la frequearzhaca e il brivido. Ma é
possibile suggerire che 'RVMM agisca anche sui aigani con funzione
metabolica, quali la tiroide, il pancreas, il fegata ghiandola surrenale ed il
tessuto adiposo bianco. Sulla base dei dati prasequi, non si possono
esplicitare conclusioni riguardo quest’'ultima aff@zione, ma appare oltremodo
importante notare che non si &€ osservata nessumziome compensatoria
all'induzione dell’ipotermia, suggerendo che, ancngani che sarebbero stati in
grado di svolgere un’azione di compenso alla subsaté ipotermia, non sono
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stati attivati. L'RVMM appare quindi essere la steee comune di uscita delle
fibre nervose deputate all'innervazione degli orgarmogenici, rappresentando
uno snodo critico nella determinazione del’attivisimpatica. Ancor piu
significativa appare I'assenza di effetti sulla PlAnantenimento di una pressione
di perfusione ottimale € infatti critico in condmi di ipometabolismo per
mantenere la perfusione tissutale ed evitare dechiemici. La conservazione
della funzione vascolare appare il risultato debéettivita anatomica che il SNS
assume a livello del bulbo, dove le afferenze ediniermogeniche terminano alla
RVMM, mentre quello vascolari a livello della RVL§Morrison, 2001). Dal
punto di vista funzionale quindi, la prolungatabimione del’lRVMM differisce
chiaramente da altre modalita di inibizione simgatiquali la somministrazione
di B-bloccanti. Questi ultimi infatti agiscono aechkulla porzione del simpatico
destinata al mantenimento della funzione vascatashe non viene modificata
dall'inibizione dellRVMM. Inoltre, l'inibizione dd’'RVMM non si limita a
ridurre il rilascio di nor-adrenalina dai neurorisp-gangliari per disfacilitazione
dei neuroni pre-gangliari, ma, agendo anche swdlaule serotoninergiche del
RVMM, riduce anche il rilascio di serotonina altemno della colonna
intermedio-laterale del midollo spinale. La seratanin questo distretto ha
mostrato avere azioni di potenziamento sull’ativéimpatica (Medden and
Morrison, 2008). La sua riduzione potrebbe avereruwmlio importante nella
simpato-inibizione osservata dopo inibizione delNRW.

Una fase critica dell’esperimento descritto quappresentata dalla fase di
riscaldamento. Abbiamo osservato un’importantesatione simpatica quando si
e cessata la somministrazione farmacologica e pemrnesso all’animale di
riguadagnare la normotermia. L’aumento dell’'atdvéimpatica ha riguardato
anche il distretto vascolare, che non era statovolto nell’effetto simpato-
inibitore innescato dall’inibizione del’lRVMM, e p@bbe per questo costituire un
fattore di rischio nell’applicazione di una procealusimile di induzione di
ipotermia. Tale attivazione & probabilmente dowalta risposta termogenica che
I'animale deve metter in atto per ritornare allamotermia e che & probabilmente

innescata dai neuroni della regione preottica. dadzione di riscaldamento &
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sicuramente innaturale, nel senso che 'animatega in una condizione in cui la
sua temperatura centrale € bassa mentre quelleeatalei € alta (a causa del
riscaldamento attivo a cui lo sottoponiamo). E’gibie che questa dissociazione
di stimolazioni termiche conduca ad un’attivaziosémpatica paradossa,
specialmente nel distretto vascolare. Un’eventsaigtegia mirata alla riduzione
di questa attivazione potrebbe essere la riduzoeleriscaldamento attivo, in

quanto si e visto come un riscaldamento attivoees; ottenuto portando la
temperatura ambientale a 37°C per il tempo suffieiea far riguadagnare

all'animale la normotermia passivamente, companty gtress cardiovascolare e
induca una persistente ipertensione.

Dal punto di vista degli effetti sull'attivita cdyeale il nostro modello
simula con efficacia quanto avviene in natura: afmn osservato una
diminuzione dell'intensita dell’elettroencefalograra con uno spostamento di
tutte le sue frequenze verso la parte lenta dekt®; le similitudini perd non si
limitano solamente alla fase di ipotermia, ma actié accade in seguito al ritorno
alla normotermia: I'animale infatti spende moltanf® in un sonno NREM
caratterizzato da una intensa attivita Delta.

L’intensificazione del Delta in seguito al ritoratla normotermia riflette
guanto visto in animali in grado di andare in contraturalmente a stati
ipometabolici e ipotermici, convalidando ulteriombe il nostro modello dal
punto di vista della riproduzione dei fenomeniatpore naturali.

Dal punto di vista dellomeostasi del sonno questansificazione del
Delta rimane difficile da spiegare; se da un lateggamo affermare che durante il
periodo di ipotermia non c’€ comportamento ipnicoclee quindi € sensato
prevedere una pressione omeostatica che spingpratlazione di sonno NREM
con intensa attivita SWA, dall'altro tutto questadéficilmente spiegabile alla
luce dell’attuale teoria dell’omeostasi sinaptica.

Questa teoria si focalizza principalmente sullimga attivita corticale in
veglia per spiegare la necessita di una rimodutezidella forza dei contatti
sinaptici che si traduce in un incremento del pssoe S e quindi in
un’intensificazione della SWA durante il sonno NREMccessivo. Noi pero

96



osserviamo una diminuzione della potenza totaleEte6E che si spinge fino al
23% di quanto registrato nel giorno di controllbe@ esattamente il contrario di
un’intensa attivita cerebrale.

Una possibile spiegazione per un tale incremen@atlizita Delta (237%
negli animali del gruppo A) durante il sonno NREMceessivo alla fase di
ipotermia, pud essere legato alla fase del risoadddo piu che a quella di
ipotermia vera e propria. In questa fase c’é uaisha attivita ma e a carico del
SNS piuttosto che della corteccia: gli animalirevano nella condizione di dover
riscaldare il corpo da una temperatura di 22°C &nwelli fisiologici (37,5°C con
un A di almeno 15°C). L'ipotesi del forte coinvolgimentdel SNS nelle
dinamiche di recupero del Delta successive allépoia e supportata anche dal
calo significativo dell'intensita del sonno NREM animali sottoposti ad una
intensa fase di riscaldamento attivo, in cui il permecessario per il ritorno alla
normotermia viene ridotto di 2/3 e in cui di consegza risulta ridotto anche lo
sforzo a carico del SNS necessario peevarming In questi animali si assiste
comunque ad un vistoso incremento nellintensithREta (un incremento del
sonno 196%, rispetto al 237% osservato negli aminsabldati a 28°C) nelle fasi
di sonno NREM immediatamente successive al ritoala normotermia; ne
consegue che non € possibile quindi attribuirectfémento osservato nella SWA
esclusivamente all’attivita simpatica sviluppataahie il riscaldamento corporeo.

E’ sensato ipotizzare che il fenomeno di intena#ione della SWA in
seguito a periodi di ipotermia sia dovuto a piutdiat tra i quali I'attivita
simpatica ha certamente un ruolo di rilievo, selebga difficile quantificarlo con
precisione. In quest’ottica I'analisi del recupeatioDelta e di sonno NREM in
animali lasciati tornare alla normotermia in maaiautonoma e quindi senza |l
supporto di una Ta elevata, 0 viceversa riscalddivamente mentre persiste
un’inibizione del RVMM potrebbe fornire dati intesganti.

Al contrario del sonno NREM che dopo [lipotermia vacontro
immediatamente ad un fenomeno di recupero, il soREM perso viene
recuperato solo in minima parte (figura 25). Di mar in seguito ad una

deprivazione totale di REM, si attiva un meccanisihocompensazione per cui un
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aumento della frequenza nella comparsa delle fasprtho REM ne permette un
rapido recupero (un’eccezione in questo senso greapntata da esperimenti di
deprivazione di sonno REM prolungata nel tempo). Nestro caso l'incapacita
dell’'animale di recuperare il sonno REM perduto gssere legata al fatto che il
circuito neurale responsabile del controllo omeasiadel sonno REM finisca per
essere del tutto inibito durante il periodo di grotia; in questo senso sarebbe
interessante valutare se la stessa cosa avviaiarspecie in seguito a periodi di
torpore o ibernazione naturali.

In alternativa si puo considerare il fatto che dirma i modelli di
deprivazione di sonno non implicano la riduziond deetabolismo o della
temperatura corporea dei soggetti; alla luce aefiellenza osservata nel recupero
del sonno REM negli animali di taglia piccola (argli dotati di un metabolismo
piu veloce), si pud supporre che la mancanza deipero di sonno REM da noi
osservata negli animali cui e stata indotta I'ipmi@, sia da ricondursi ad una
“non necessitd” di compensare la perdita di sonr®MR in quanto alla
diminuzione del metabolismo potrebbe corrispondana pari riduzione della
necessita di sonno REM. Di nuovo, sarebbe intenéssesservare come avviene
in recupero di sonno REM in animali in grado dirarg spontaneamente in stati
ipotermici ed ipometabolici.

A questo punto viene naturale un’ultima considenagi su come
'omeostasi del sonno agisca in maniera differenesonno NREM e sul sonno
REM: quali che siano i meccanismi coinvolti nelifdduzione di un ipotetico
“fabbisogno giornaliero di sonno” e nelle dinamiatierecupero dello stesso, €
evidente che uno funzioni anche in condizioni ditggmia/ibernazione, mentre
I'altro (quello responsabile per il sonno REM), almo nel caso dell'ipotermia sia

in qualche modo inattivo.

Dal punto di vista biologico-evoluzionistico, la msiglianza fra la
fenomenologia dello pseudo-torpore indotto da mdrie dellRVMM e il torpore
descritto in natura € interessante. Consideraradogia diffusione trans-famiglia

che il tratto torpore/ibernazione possiede, € logsupporre che il substrato
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genetico che permetta la sopravvivenza durantepbte stesso sia comune a tutti
i mammiferi, ma che soltanto alcuni abbiano sviktopa possibilita di innescare
e regolare il meccanismo. In considerazione defrndati, € lecito suggerire che
il torpore naturale possa essere innescato da ianaikitoria diretta al RVMM,
attivata da stimoli ambientali quali il freddo,daninuzione della luminosita e la
scarsita di cibo. Considerando la multi stazionariella rete centrale di controllo
della termogenesi, € possibile che una mutaziore cdmsenta di acquisire il
controllo di tale rete possa avvenire in diveranfpdella rete stessa, aumentando
cosi la sua stessa probabilita di apparire in dvespecie animali e
rappresentando un esempio di evoluzione funzicr@ieergente.

Di estremo interesse appare a questo propositwibrche 'RVMM ha
nel controllo del tono vasomotorio cutaneo. Pocemiosce sulla regolazione
vascolare cutanea nell'ibernante, ma & possibiée qiresta svolga un ruolo piu
importante di quello pensato prima. Un altro organitico e rappresentato dal
tessuto adiposo bruno. Non ci sono dubbi sul ctatfressoché assoluto che
'RVMM esercita sull’attivita simpatica diretta &ssuto adiposo bruno. Questo
spiegherebbe quello che viene considerato il tratoatteristico del torpore
naturale, il suo esordio tramite una riduzionerdetabolismo (misurata mediante
guoziente respiratorio). L'inibizione dellRVMM, pducendo una inibizione
dell’attivita del tessuto adiposo bruno, productatin una riduzione della CO
espirata (Morrison, 2003) che precede la riduzideka temperatura corporea e
che giustificherebbe la riduzione della attivitataimlica osservata all’inizio del
torpore naturale.

Dal punto di vista applicativo, i nostri dati rappentano una
dimostrazione di principio che sia possibile inéutmo stato di pseudo-torpore
senza inibire sistemicamente il metabolismo celtuleéSe oggi l'iniezione di
farmaci direttamente nel parenchima bulbare apparefacilmente praticabile, &
possibile che una tecnologia adatta si sviluppipmessimi tempi. Considerando
per esempio i progressi che la stimolazione celelmrafonda ha compiuto negli
ultimi anni, e possibile che modalita piu attiverdodificazione della funzione

cerebrale possano comparire nei prossimi anni. trinoll'identificazione
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del’lRVMM come snodo critico nel controllo metakmiitermoregolatorio puo
aprire la strada all’identificazione di bersagliesévi per una piu tradizionale
farmaco-terapia. Un’altra soluzione plausibileigtérvento farmacologico diretto
sui termocettori, volto a bloccare le afferenzesseli responsabili per la
risposta al freddo (Almeida et al., 2012).

E’ anche importante sottolineare che l'ipotermidaitia in questo modo e
scevra da risposte compensatorie da parte dalnmgsteervoso simpatico,
rappresentando quindi un deciso passo avanti tispdle procedure correnti di

induzione dell’ipotermia tramite raffreddamentaatt

5.1 CONCLUSIONI

| dati presentati mostrano come la manipolazioaemécologica del
RVMM consenta di indurre nel ratto, un animale nibarnante, uno stato di
profonda ipotermia le cui caratteristiche sonookale reversibilita, le dinamiche
elettroencefalografiche e vegetative fortementeilisinquelle presentate negli
ibernanti naturali e I'assenza di evidenti effetilaterali.

Con questo lavoro non solamente convalidiamo ledit@a del nostro
modello di ipotermia, ma soprattutto stabiliamdfieacia della manipolazione
dei meccanismi di controllo della termoregolazioaeziché del metabolismo
cellulare, nell'induzione di uno stato di profongetermia in un non ibernante,
aprendo interessanti prospettive in un campo dircec attuale quale l'utilizzo
dell'ipotermia terapeutica nell'uomo.

La manipolazione delle condizioni del ritorno atlermotermia ha inoltre
evidenziato come l'incremento nella SWA durantefdsi di sonno successive
presenti una componente significativa addebitadliimtensa attivazione del SNS
necessaria per ripristino della normale temperatarporea.

Inoltre l'analisi delle dinamiche del ritorno adnai stato termico
fisiologicamente normale e delle condizioni in ayiesto pud avvenire, ha
evidenziato i possibili rischi collegati ad intens@a stimolazione termica quando

il corpo si trova nella situazione paradossalesdieee innaturalmente freddo pur
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percependo un forte calore dalle afferenze cutafek. ora la fase del
riscaldamento rimane il punto piu critico di tuitoprocesso e merita ulteriori

studi.
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6. FIGURE
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Figura 1. La figura mostraun esempio dei cambiamenti della temperatura
corporea (lina continua) nel citello dalle tredidinee GSpermophilus
Tridecemlineatusdurante il corso dell'anno. Sl puo osservare aliabbassarsi
della temperatura ambientale (linea tratteggia®),innechi il processo di
ibernazione, caratterizzato da una profonda ipatemniframmezzata da periodici

brevi periodi di eutermia.
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Figura 2. Nel riquadro in alto € rappresentato il tempo pasga veglia (barre
orizzontali bianche) e in sonno (barre orizzontakere) come risultato
dell'interazione tra il processo circadiano (Cin) ed il processo omeostatico
(S, in rosso). La propensione al sonno e rappretemialla distanza tra i due

processi.
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Figura 3. Il riquadro in alto mostra 'andamento nel tempda&WA e delle fasi

di veglia (W) sonno NREM (N) e REM (R) durante uiorgo di controllo (in
blu), durante un intervallo di 2h di sonno pomexrd e nella rispettiva notte (in
rosa), nella notte successiva ad una deprivaziors®rtho di 40h (in rosso). Il
riquadro inferiore presenta una simulazione deflanento del processo S in una
serie di tre notti con 8h di sonno ciascuna (in),bflurante una deprivazione di
sonno di 40h (in rosso) e in seguito ad una fassodno pomeridiana di 2h (in

rosa).
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Figura 4. Rappresentazione grafica della teoria dellomeossasaptica; nel
riquadro a sinistra sono rappresentati gli evemtiadfase di veglia, con il
potenziamento delle connessioni sinaptiche, mengk riquadro di destra é
rappresentata la rimodulazione della forza sinaptite avviene nella fase SWA

del sonno.

111



Melvin and Andrews, Trends Endocrinol Metab. 200®:10):490-8
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Figura 5. La figura mostraun dendrogramma evolutivo di 8 famiglie di
mammiferi alcuni componenti delle quali mostranatisti ipometabolismo. In
rosso gli animali che mostrano ibernazione, in gegdelli che mostrano torpore,
in blu quelli che entrano in torpore in seguitoigikho prolungato, in giallo quelli

che entrano in estivazione.
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Morrison and Nakamura, Front. Bios&011:16:74-104
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Figura 6. La figura mostrd’attuale circuito di controllo dell’attivita simp@aa

termoregolatoria. Nel rettangolo viola e eviderei&t regione del bulbo rostro
ventromediale (fra cui il nucleo del Raphe Pallidi®Pa)), area chiave nel
mediare le efferenze simpatiche ai vari organitedfe fra cui | vasi cutanei, il

tessuto adiposo bruno (BAT) e il muscolo scheletric
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Figura 7: La figura mostra uno schema esemplificativo delbiamto chirurgico
del catetere per la rilevazione telemetrica dellesgione arteriosa nell’arteria

femorale (A) e degli elettrodi per la registraziomell'elettromiogramma

diaframmatico (B).
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Figura 8. Schema dell'impianto chirurgico cranico. Visionashle del cranio del
ratto che mostra i punti in cui sono state effedtube craniotomie durante
I'intervento chirurgico sull'animale in anestesiengrale. Sono state posizionate 4
viti (viola) per I'ancoraggio dell'impianto, due ltee porzione antero-laterale delle
ossa frontali, due nella porzione postero-latecille ossa parietali; 2 elettrodi
per la rilevazione del segnale elettroencefalogoa{EEG; croce), una a +3.00
mm antero-posteriore dal bregma e +3.00 mm lateusia nell’osso parietale a -
4.00 mm dal bregma e 1.00 mm laterale; 1 termistgialo) per la rilevazione
della temperatura ipotalamica a -1.00 mm dal bregmh00 mm laterale; 1
cannula (verde) in corrispondenza della regione RVM - 2,5/-3.00 mm da
lambda, 0 mm laterale e -9.00/-9.5 mm in sensoodeesitrale dalla superficie del

cervelletto.
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Figura 9. Rappresentazione schematabel’'apparato di microiniezione nel ratto
libero di muoversi. L'isolamento del box e il paszamento dell’apparato di
iniezione al di fuori del box stesso consentonoeffettuare iniezioni senza
disturbare direttamente I'animale. | dettagli dgdl@cedura sono descritti nella

sezione Materiali e Metodi.
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Figura 10. Esempio di tracciato durante le prime 13 h deltargta di induzione
dell'ipotermia: nella prima finestra (A) sono ripate la temperatura ambientale
(Ta) cui il ratto e esposto, la frequenza cardi&e2), la pressione arteriosa (PA),
la temperatura ipotalamica (THY), I'elettroencetatamma (EEG) e lo spettro
delle potenza dell’elettroencefalogramma., la oténsita e indicata da una scala
cromatica che va dal grigio (bassa intensita) ed (&lta intensita). || momento in
cui avviene ciascuna iniezione di muscimolo e iatticda una freccia rossa. Le
finestre B, C e D sono foto all'infrarosso scattaitgpettivamente nelle fasi

contrassegnate con le lettere B, C e D dell’espsrtm
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Figura 11. La figura mostra una serie di grafici raffigurandindamento medio
della temperatura della coda (Tcoda, A), 'andamenedio della temperatura
ipotalamica (Thy, B) e I'andamento medio della dice di perdita di calore
(IPC,C). | punti bianchi rappresentano gli anintadittati con la salina a 28 °C,

mentre i punti neri gli animali trattati con il masiolo a 28 °C, la linea

tratteggiata mostra il momento dell’iniezione.
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Figura 12. Il riquadro in alto mostra I'andamento della
temperatura ipotalamica (Thy) durante i tre giodii registrazione
(separati dalle linee nere continue) del grupp@rdmali iniettati con
salina (punti bianchi), del gruppo di animali ingt con muscimolo e
riscaldati a 28°C (punti neri) e del gruppo di aaliminiettati con
muscimolo e riscaldati a 35°C per un’ora (puntiggri Le linee
tratteggiate indicano i momenti delle iniezioni lilkea rossa continua il
momento in cui la temperatura nel box viene camabiat

Il secondo riqguadro mostra 'andamento medio dellaperatura
ipotalamica (Thy) durante le 24 ore del giornoruezione; lateralmente
sono riportate le medie, calcolate su una finedtrd2h, registrate nel
giorno di controllo (a sinistra) e in quello di tgero (a destra), nei tre
gruppi sperimentali. Le frecce indicano i momerdiel iniezioni, mentre
le barre indicano dove i confronti tra i diversiugpi sperimentali
risultano significativi: dall'alto verso il bassoorso stati confrontati
muscimolo 28°Cvs muscimolo 37°C, muscimolo 28°@s salina e
muscimolo 37°Cvs salina. Le barre grigie indicano una significagvit
perP<0,01 e bianch<0,05.
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Figura 13. Il riquadro in alto mostra l'andamento della
temperatura frequenza cardiaca (FC) durante iitnmigdi registrazione
(separati dalle linee nere continue) del grupp@ardmali iniettati con
salina (punti bianchi), del gruppo di animali ingt con muscimolo e
riscaldati a 28°C (punti neri) e del gruppo di aaliminiettati con
muscimolo e riscaldati a 35°C per un’ora (puntiggri Le linee
tratteggiate indicano i momenti delle iniezioni lilkea rossa continua il
momento in cui la temperatura nel box viene camabiat

Il secondo riquadro mostra I'andamento medio dibguenza
cardiaca (FC) durante le 24 ore del giorno di iee; lateralmente
sono riportate le medie, calcolate su una finedtrd2h, registrate nel
giorno di controllo (a sinistra) e in quello di tgero (a destra), nei tre
gruppi sperimentali. Le frecce indicano i momerdiel iniezioni, mentre
le barre indicano dove i confronti tra i diversiugpi sperimentali
risultano significativi: dall'alto verso il bassoorso stati confrontati
muscimolo 28°Cvs muscimolo 37°C, muscimolo 28°@s salina e
muscimolo 37°Cvs salina. Le barre grigie indicano una significagvit
perP<0,01 e bianch<0,05
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Figura 14. Il riquadro in alto mostra 'andamento della pressi
arteriosa media (PAM) durante i tre giorni di régigione (separati dalle
linee nere continue) del gruppo di animali inietdn salina (punti
bianchi), del gruppo di animali iniettati con musolo e riscaldati a
28°C (punti neri) e del gruppo di animali iniettatbn muscimolo e
riscaldati a 35°C per un’ora (punti grigi). Le len&ratteggiate indicano i
momenti delle iniezioni, la linea rossa continuanbmento in cui la
temperatura nel box viene cambiata.

Il secondo riquadro mostra I'andamento medio dpilessione
arteriosa media (PAM) durante le 24 ore del giodioiniezione;
lateralmente sono riportate le medie, calcolateursa finestra di 12h,
registrate nel giorno di controllo (a sinistra)requello di recupero (a
destra), nei tre gruppi sperimentali. Le frecceaado i momenti delle
iniezioni, mentre le barre indicano dove i confrdra i diversi gruppi
sperimentali risultano significativi: dall'alto v&v il basso sono stati
confrontati muscimolo 28°@s muscimolo 37°C, muscimolo 28°@Gs
salina e muscimolo 37°Gss salina. Le barre grigie indicano una
significativita perP<0,01 e bianch@<0,05.
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Figura 15. Il riquadro in alto mostra I'andamento medio della
potenza totale del’lEEG (PTE) durante i tre giothi registrazione
(separati dalle linee nere continue) del grupp@ardmali iniettati con
salina (punti bianchi), del gruppo di animali ingt con muscimolo e
riscaldati a 28°C (punti neri) e del gruppo di aaliminiettati con
muscimolo e riscaldati a 35°C per un’ora (puntiggri Le linee
tratteggiate indicano i momenti delle iniezioni lilkea rossa continua il
momento in cui la temperatura nel box viene camabiat

I secondo riguadro mostra I'andamento medio Hetotale
dellEEG (PTE) durante le 24 ore del giorno di mene; lateralmente
sono riportate le medie, calcolate su una finedtrd2h, registrate nel
giorno di controllo (a sinistra) e in quello di tgero (a destra), nei tre
gruppi sperimentali. Le frecce indicano i momerdiel iniezioni, mentre
le barre indicano dove i confronti tra i diversiugpi sperimentali
risultano significativi: dall'alto verso il bassoorso stati confrontati
muscimolo 28°Cvs muscimolo 37°C, muscimolo 28°@s salina e
muscimolo 37°Cvs salina. Le barre grigie indicano una significagvit
perP<0,01 e bianch<0,05.
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Figura 16. La figura nel pannello superiore mostra il rappadréo
I'andamento della FC e della Thy (pannello supedia il rapporto tra
'andamento della PAM e della Thy (pannello infeep nelle fasi
immediatamente successive la fine dell'ipotermiai due gruppi di
animali: trattati con muscimolo e riscaldati a 28(@uppo A, punti
bianchi) e trattati con muscimolo e riscaldati &@Per un’ora (gruppo
B, punti neri).
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Figura 17. La figura mostra I'andamento medio normalizzato
dello spettrogramma dellEEG durante la giornataindezione degli
animali trattati con muscimolo e riscaldati ad uredi 37°C per 90’
(A), degli animali trattati con muscimolo e riscaidad una Ta di 28°C
(B) e di quelli del gruppo di controllo (C). L'inz e la fine del
trattamento sono indicati dalle linee tratteggiateopra ad ogni
spettrogramma viene riportato I'andamento della pemratura (Ta)
durante le 24h prese in esame.
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Figura 18. La figura mostra una serie di grafici raffigurat#i
distribuzione delle frequenze dello spettro EE@an momenti (indicati
nei riquadri piccoli presenti in alto a destra; particolare la linea
verticale indica il momento della giornata cui féenmento ciascun
grafico; per completezza vengono riportati anchendamento della
potenza totale dellEEG e la Ta). | grafici nell@lanna di destra sono
relativi alla fase di raffreddamento, quelli detlalonna centrale sono
relativi alla fase di riscaldamento degli animaéllgsperimento A e
qguelli nella colonna di destra sono relativi la€agdi riscaldamento
dell’esperimento B.
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Figura 19. Il riquadro in alto mostra I'andamento medio della
potenza della banda Delta dellEEG durante il SONMREM nei i tre
giorni di registrazione (separati dalle linee neoatinue) del gruppo di
animali iniettati con salina (punti bianchi), deugpo di animali iniettati
con muscimolo e riscaldati a 28°C (punti neri) ¢ gleippo di animali
iniettati con muscimolo e riscaldati a 35°C perara’ (punti grigi). Le
linee tratteggiate indicano i momenti delle iniggjola linea rossa
continua il momento in cui la temperatura nel bne cambiata.

Il secondo riquadro mostra 'andamento medio praedella
banda Delta del’EEG durante il sonno NREM nell@4eore del giorno
di iniezione; lateralmente sono riportate le medialcolate su una
finestra di 12h, registrate nel giorno di contrqlosinistra) e in quello di
recupero (a destra), nei tre gruppi sperimentad.fiecce indicano i
momenti delle iniezioni, mentre le barre indicaravel i confronti tra i
diversi gruppi sperimentali risultano significatidall’alto verso il basso
sono stati confrontati muscimolo 28%6 muscimolo 37°C, muscimolo
28°Cvs salina e muscimolo 37°@& salina. Le barre grigie indicano una
significativita perP<0,01 e bianch<0,05
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Figura 20. Il riquadro in alto mostra I'andamento medio della
potenza della banda Sigma dellEEG durante il SONREM nei i tre
giorni di registrazione (separati dalle linee neoatinue) del gruppo di
animali iniettati con salina (punti bianchi), deligpo di animali iniettati
con muscimolo e riscaldati a 28°C (punti neri) ¢ gleippo di animali
iniettati con muscimolo e riscaldati a 35°C perara’ (punti grigi). Le
linee tratteggiate indicano i momenti delle iniegjola linea rossa
continua il momento in cui la temperatura nel beene cambiata.

Il secondo riquadro mostra 'andamento medio praedella
banda Sigma dellEEG durante il sonno NREM nelle2ke ore del
giorno di iniezione; lateralmente sono riportatemedie, calcolate su
una finestra di 12h, registrate nel giorno di colitr (a sinistra) e in
guello di recupero (a destra), nei tre gruppi spentali. Le frecce
indicano i momenti delle iniezioni, mentre le bainglicano dove i
confronti tra i diversi gruppi sperimentali risuttasignificativi: dall’alto
verso il basso sono stati confrontati muscimolo@8&% muscimolo
37°C, muscimolo 28°@s salina e muscimolo 37°@s salina. Le barre
grigie indicano una significativita p&<0,01 e bianch®<0,05.
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Figura 21. Il riquadro in alto mostra I'andamento medio della
potenza della banda Theta dellEEG durante la vegdia tre giorni di
registrazione (separati dalle linee nere contirded)gruppo di animali
iniettati con salina (punti bianchi), del gruppo atimali iniettati con
muscimolo e riscaldati a 28°C (punti neri) e delppo di animali
iniettati con muscimolo e riscaldati a 35°C perara’ (punti grigi). Le
linee tratteggiate indicano i momenti delle iniggjola linea rossa
continua il momento in cui la temperatura nel bene cambiata.

Il secondo riquadro mostra 'andamento medio praedella
banda Theta dellEEG durante la veglia nelle le 24 del giorno di
iniezione; lateralmente sono riportate le mediécatate su una finestra
di 12h, registrate nel giorno di controllo (a sira$ e in quello di
recupero (a destra), nei tre gruppi sperimentad.fiecce indicano i
momenti delle iniezioni, mentre le barre indicaravel i confronti tra i
diversi gruppi sperimentali risultano significatidall’alto verso il basso
sono stati confrontati muscimolo 28%6 muscimolo 37°C, muscimolo
28°Cvs salina e muscimolo 37°@& salina. Le barre grigie indicano una
significativita perP<0,01 e bianch@<0,05.
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Figura 22. 1l riquadro in alto mostra I'andamento medio della
potenza della banda Theta del’lEEG durante il soR&M nei i tre
giorni di registrazione (separati dalle linee neoatinue) del gruppo di
animali iniettati con salina (punti bianchi), deugpo di animali iniettati
con muscimolo e riscaldati a 28°C (punti neri) ¢ gleippo di animali
iniettati con muscimolo e riscaldati a 35°C perara’ (punti grigi). Le
linee tratteggiate indicano i momenti delle iniggjola linea rossa
continua il momento in cui la temperatura nel bne cambiata.

Il secondo riquadro mostra 'andamento medio praedella
banda Theta dellEEG durante il sonno REM nelle4eo?e del giorno
di iniezione; lateralmente sono riportate le medialcolate su una
finestra di 12h, registrate nel giorno di contrqlosinistra) e in quello di
recupero (a destra), nei tre gruppi sperimentad.fiecce indicano i
momenti delle iniezioni, mentre le barre indicaravel i confronti tra i
diversi gruppi sperimentali risultano significatidall’alto verso il basso
sono stati confrontati muscimolo 28%6 muscimolo 37°C, muscimolo
28°Cvs salina e muscimolo 37°@& salina. Le barre grigie indicano una
significativita perP<0,01 e bianch@<0,05.
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Figura 23. Nel pannello superiore e esposto I'andamento del
sonno NREM durante i tre giorni di registrazionep@rati dalle linee
nere continue); i valori sono espressi come medacdlata su una
finestra di 30") del sonno NREM del gruppo di anlimaiettati con
salina (punti bianchi), dal gruppo di animali &t con muscimolo e
riscaldati a 28°C (punti neri) e dal gruppo di aaliminiettati con
muscimolo e riscaldati a 37°C per un’ora (puntiggri Le linee
tratteggiate indicano i momenti delle iniezioni lilkea rossa continua il
momento in cui la temperatura nel box viene camaldat 15°C a 28°C.

Nel pannello inferiore gli stessi dati sono staportati
per il sonno REM; i valori sono espressi come medaxia del sonno
REM degli animali di ciascun gruppo durante il giodi controllo.
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Figura 24. La figura mostra, nel pannello in alto I'incremento
nella quantita di sonno NREM prodotto nei tre giofBi, | e R)
dellesperimento dal gruppo di animali iniettati ncesalina (punti
bianchi), dal gruppo di animali iniettati con musolo e riscaldati a
28°C (punti neri) e dal gruppo di animali iniettatbn muscimolo e
riscaldati a 35°C per un’ora (punti grigi). Le foecindicano i momenti
delle iniezioni.

Nel pannello inferiore € riportato invece l'incren@rprodotto
nella quantita di sonno REM. | dati sono calcolatine percentuale della
guantita totale di ciascuno stato prodotto dal gougipcontrollo per ogni
giornata.
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Figura 25. Nel riquadro in alto é riportato un diagramma
raffigurante una sezione coronale del tronco detkdalo (Bregma -
12,48), e la corrispettiva sezione istologica, ui € evidenziato (in
rosso) il sito di iniezione, identificato dalla nchéa scura prodotta dal
colorante Fastgreen.
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