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Obiettivo della tesi e stato quello di studiarerublo svolto dall’ipotalamo
laterale (LH) nella regolazione dei processi degrazione dell'attivita autonomica e
termoregolatoria con quella degli stati di veglisoano.

A questo scopo, l'attivita dell'LH é stata inibifger 6 ore (Esperimento A)
mediante microiniezioni locali dell’agonista GARAmMuscimolo nel ratto libero di
muoversi, nel quale sono stati monitorati in cambinl’elelttroencefalogramma,
I'elettromiogramma nucale, la pressione arterioRa) (e la temperatura ipotalamica
(Thy) e cutanea. Gli animali sono stati studiae@mperatura ambientale (Ta) di 24°C e
10°C.

| risultati hanno mostrato che I'inibizione acutld.H riduce I'attivita di veglia
e sopprime la comparsa del sonno REM. Cio avviénavarso I'induzione di uno stato
di sonno NREM caratterizzato da ipersincronizzagicorticale, con scomparsa degli
stati transizionali al sonno REM. Quando I'animalesposto a bassa Ta, tali alterazioni
si associano a un ampio calo della Thy, che viemepensato da meccanismi vicarianti
solo dopo un paio d’ore dall’iniezione.

Sulla base di tali risultati, si € proceduto adulteriore studio (Esperimento B)
volto ad indagare il ruolo del neuropeptide ipaot(prodotto in modo esclusivo a
livello dell’LH) nei processi termoregolatori, magite microiniezioni del medesimo nel
bulbo rostrale ventromediale (RVMM), stazione caleidella rete nervosa preposta
all'attivazione dei processi termogenetici. La samistrazione di ipocretina € stata in
grado di attivare la termogenesi e di potenziarecdenparsa della veglia, con
concomitante lieve incremento della PA e della dewa cardiaca, quando effettuata
alle Ta di 24°C o di 10°C, ma non alla Ta di 32°C.

In conclusione, i risultati indicano che I'LH svelgun ruolo cruciale nella

promozione degli stati di veglia e di sonno REM per tramite dell'ipocretina,
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interviene in modo coplesso a livello del RVMM meltegolazione dei processi di

coordinamento dell'attivita di veglia con quellameregolatoria.
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1. CICLO VEGLIA-SONNO

1.1 NEUROFISIOLOGIA DEL SONNO

Il sonno puod essere definito come un processaoofisimogico e neurochimico
estremamente complesso che mostra dipendenze eazioté con I'ambiente
circostante. Grazie agli studi condotti negli ultimttanta anni & stato possibile
dimostrare che il sonno non € semplicemente I'assel veglia, bensi una specifica
attivita del cervello controllata da meccanismigseed elaborati (Hobson, 1989).
| primi studi condotti sul sonno ne sottovalutardfimportanza poiché si riteneva
erroneamente che solamente la veglia costituissestato attivo del cervello. Molti
ricercatori, infatti, ritenevano che le cellule dm®rvello fossero disattivate durante il
sonno. Verso la fine del secolo XIX si comincioamnsiderare I'idea che fosse la parte
piu caudale dell’encefalo a stimolare la vegliai@¥allata I'ipotesi secondo la quale sia
il sonno che la veglia potessero essere contratttiamente dal tronco dell’encefalo.
Il neurofisiologo Constantine von Economo per prisostenne l'ipotesi che il tronco
dell’encefalo contenesse un centro per la regah@zitella veglia ed uno per il sonno.
Egli intui quindi che sia il sonno che la vegliamo mediati attivamente dall’encefalo e
che il sonno quindi non era semplicemente uno siattassenza di veglia” (vedi
paragrafo: Controllo centrale del sonno).

Agli inizi del ‘900 i progressi tecnologici pernai® ai ricercatori di misurare
I'attivita elettrica cerebrale. Lo psichiatra HaBgrger nel 1928 registro I'attivita
elettrica continua dal cuoio capelluto di individumani. Egli ritenne che i segnali
registrati, da lui definiti elettroencefalogramntgEG), originassero dal cervello e non
dalla pelle o dai muscoli. Berger osservo inoltne Eandamento del segnale cambiava

sensibilmente quando i soggetti chiudevano gli parano assonnati o dormivano.
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Nel 1929 Nathaniel Kleitman formuld una teorias®do la quale il sonno era
dovuto ad una riduzione o ad un’abolizione delleerahze sensoriali periferiche in
grado di mantenere lo stato di veglia. Lo stateatino veniva quindi interpretato come
una conseguenza della riduzione della stimolaziasiga e, pertanto, come la veglia,
anche il sonno era considerato un processo pasgotato dall’esterno.

Fu in seguito ad esperimenti condotti negli ameinta che venne dimostrato che
l'alternanza tra sonno e veglia era causata solBatii@ita intrinseca del tronco
dell’encefalo e non da stimoli sensoriali.

Nel 1950 venne definitivamente scartato il cotxceli sonno come assenza di
veglia o di attivita. Si arrivo alla conclusioneecha differenza tra sonno e veglia é
dovuta all'attivita intrinseca del tronco dell’'erfa®: segnali elettrici provenienti
dall'interno dell’encefalo sono in grado di produmriascuno stato a seconda del loro
sito di origine e della loro frequenza (Moruzzi &lgbun, 1949). Sia il sonno che la
veglia sono quindi processi attivi che coinvolgaree specializzate del cervello che
operano con meccanismi di inibizione reciproca, €orarra descritto, in maniera piu
approfondita, in seguito.

Durante il sonno si presenta una temporanea ndezilella risposta agli stimoli
esterni. Tale disconnessione sensoriale dall’aniesterno € accompagnata ad una
serie di modificazioni elettroencefalografiche egefative che identificano il sonno
come un’attivita tipica dell’encefalo controllata eneccanismi elaborati e meticolosi
(Parmeggiani, 1968). Inoltre, la complessita dedigolazione del sonno é tale che anche
I'aspetto dell’'esperienza soggettiva deve essemsiderata. Possiamo pertanto definire
il sonno come un’interazione tra componenti negrofbgiche e neurochimiche e fattori

comportamentali e culturali (Mancia, 1993).
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Il sonno € quindi uno stato caratterizzato da coodi ben definite (relativa
immobilita, postura distesa o rilassata, ridottasgalita agli stimoli sensoriali) che si
estende per un periodo di tempo limitato e chgste ciclicamente.

Il ciclo veglia-sonno, come la secrezione di matmoni e la temperatura
corporea (Tc) € un esempio di ritmo regolato s lzt€adiana, ovvero con una durata
di circa 24 ore. Nel corso della giornata si osaeoy pertanto, momenti piu 0 meno
propizi per la comparsa della veglia e del sonntla®ase della prevalenza della veglia
nelle ore di luce o di buio, le specie vengonordeidiurne (quali 'Uomo) o notturne
(quali il ratto o il topo). Nonostante cio, il sanpuo essere presente nellUomo e
nell'animale in ogni momento, purché I'ambienteraftondizioni propizie per la sua
comparsa. Le condizioni ambientali, infatti, possdartemente influenzare il sonno.
Tra queste, la luce e la temperatura hanno indaidnte la capacita di modificare il
sonno di molti mammiferi: ad esempio, nel rattoriduzione o l'aumento della
temperatura ambientale (Ta) riducono o accrescampettivamente, in modo
significativo la quantita di sonno (Heller 2005, ridaggiani 2003). L’effetto
dell’ambiente puo esercitarsi su tutte le fasistaino.

Pertanto, nei mammiferi la regolazione del ciclegha-sonno dipende
dall’andamento di stimoli esterni, tuttavia, in g8i¢g alla rimozione di tali stimoli, si ha
la persistenza di un ritmo endogeno di circa 12dbm@poso/attivita, di veglia/sonno, e
di temperatura corporea. Il ritmo circadiano € reanoto da un orologio biologico
(pacemaker) collocato nel nucleo soprachiasmatB@GN). Tale nucleo e situato
nell'ipotalamo anteriore al di sopra del chiasmi&cot ovvero il punto in cui parte dei
neuroni provenienti dalla retina si incrociano loeb percorso verso i corpi genicolati
laterali contra-laterali. I SCN e sensibile arsili esterni (luce-buio) e a fattori interni

come le variazioni ormonali e della temperaturgpocga. Questo orologio circadiano
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non & solo coinvolto nella distribuzione del sonng sembra anche influenzare la
propensione al sonno supportandolo o inibendolonm&nento giusto del giorno. In

particolare il SCN regola due gruppi di aree caakljtaposky, 2008), responsabili del
regolare alternarsi di veglia e di sonno: il siskeraticolare attivante responsabile del
mantenimento dello stato di veglia localizzato aelparte rostrale del tronco

dell’encefalo e nell'ipotalamo posteriore e il sista ipotalamico del sonno localizzato
nell'ipotalamo anteriore che favorisce la compaltsiio stato di sonno.

L’addormentamento richiede che lattivita dei esisi attivanti e favorenti la
veglia si riduca, grazie ad una minore stimolazisassoriale e all'inibizione di questi
gruppi neuronalad opera dei neuroni che costituiscono il sistggotalamico del sonno
(Tononi e Cirelli, 2005). Bisogna in particolarermo attenzione al nucleo preottico
ventrolaterale dell'ipotalamo (VLPO) che inibis@éedona monoaminergica del sistema
ascendente del risveglio e le regioni ipotalamiektesanti, come l'ipotalamo laterale
(LH) ed il nucleo tubero mammillare (TMN) tramiten tset di neuroni secernenti
neurotrasmettitori inibenti come la galanina e ABA. Al contrario, durante la veglia, i
nuclei che la promuovono inibiscono il VLPO (vediragrafo: Controllo centrale del
sonno). Questo meccanismo di mutuale inibizionee €h stato proposto come
responsabile del passaggio tra lo stato di vegtiesenno, garantirebbe la stabilita degli
stati di veglia e di sonno e l'instabilita deglasttransizionali (meccanismo flip-flop)
(Saper et al., 2005).

La funzione del sonno resta ancora controversa,enevidente che ha una
funzione ristoratrice sul sistema nervoso. Una @rmndamentale della sua importanza
biologica € data dal fatto che tutte le specie afifino ad ora studiate dormono e gli
animali dormono anche in situazioni in cui & poialmente pericoloso, nonostante |l

sonno sia una condizione caratterizzata da estveim@rabilita (Zeppelin, 2005). Gli
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animali aumentano la loro sopravvivenza trovandopasto sicuro in cui dormire e
usano il sonno per ottimizzare il risparmio enaogetiducendo il consumo di energia
sia a livello cerebrale che corporeo. Proprio perstpo motivo la scelta del luogo in cui
dormire non e casuale, ma specie-specifica in basemodo di vivere e
all'organizzazione sociale. Inoltre, la deprivazaali sonno estremamente prolungata (>
2 settimana) nel ratto produce una particolarereme caratterizzata da una profonda
disregolazione metabolica. La sindrome, che silaiVatale, produce una significativa
perdita di peso, associata ad un importante inaneordell’assunzione di cibo e ad una
drastica diminuzione della temperatura corporeacliRehaffen et al., 1989). Questi
dati suggeriscono un ruolo vitale per la funzioeesbnno e che il mantenimento di una
corretta regolazione delle funzioni metabolicheisigualche modo un oggetto di tale

funzione.

1.2 SONNO NREM E SONNO REM

Il sonno in base alle variazioni evidenziate dadigistrazioni polisonnografiche
(elettroencefalogramma, EEG ed elettromiogrammaGlEBisulla base della presenza o
assenza di movimenti oculari & stato classificao2ifasi definite sono non-REM
(NREM) (anche sonno sincrono o a onde lente) e soREM (anche sonno
desincronizzato o sonno attivo). Nella specie umiaisanno NREM é ulteriormente
suddiviso in 4 fasi (I-1V).

Il ciclo di sonno & composto dall’alternarsi sudatiradiana di episodi di sonno
NREM e di sonno REM, con una periodicita che vag#ie diverse specie in funzione
delle dimensioni corporee e cerebrali e dell’atéivinetabolica. La durata del ciclo e di
circa 12 minuti nel ratto, 30 minuti nel gatto, dira raggiungere i 90-120 minuti

nell’lUomo, dove il ciclo si ripete quattro o cirgwolte nell’arco della notte (Horne,
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2000). In ogni ciclo, la durata del sonno NREM @pn media il 75-80% del
medesimo. NellUomo, il sonno NREM prevale nel priperiodo della notte mentre la
durata del sonno REM aumenta nella sconda meta uette.

In un individuo adulto 'EEG della veglia vigileaaratterizzato da ritmi (Beta e
Gamma) che presentano oscillazioni ad alta frequena basso voltaggio. Quando il
soggetto chiude gli occhi e si prepara ad addorangintompaiono nel tracciato EEG,
soprattutto nelle regioni posteriori, onde con umeguenza minore, ma con un
voltaggio piu alto (ritmo alfa) che potrebbero tgpondere ad uno stato di riposo delle
aree visive poiché spariscono quando il soggetprei gli occhi. Il passaggio dalla
veglia al sonno avviene attraverso uno stadio ansizione denominato stadio I,
caratterizzato dalla scomparsa delle onde alfalla damparsa di onde Theta a basso
voltaggio e a frequenza mista. In questo stadioalgacita di rispondere agli stimoli
esterni e ridotta, i movimenti oculari rallentand ®no muscolare si riduce. Lo stadio |
dura pochi minuti ed € subito seguito da un secatadio caratterizzato dalla comparsa
di un’onda acuta negativa di grande ampiezza sedaituna positiva ad ampiezza lenta
denominata complesso k e da oscillazioni di ampieazscente e decrescente che
prendono il nome di fusi del sonno (o0 spindles) shaaciscono che il soggetto e
realmente addormentato. Durante questo stadio imamti oculari e il tono muscolare
sono ridotti. Allo stadio Il fanno seguito le fddi e IV, soprattutto nella prima parte
della notte, caratterizzate dalla presenza di oacipie e lente (ritmo Delta) che
corrispondono alla parte piu profonda del sonnap eoovimenti oculari lenti e
rilassamento muscolare. Dopo un progressivo cresceali profondita di sonno
(Rechtschaffen and Kales, 1968) questo torna adgrirsi e ritorna alle fase Il per poi

sfociare nel REM. Il sonno a onde lente indicatmeocsonno NREM (non rapid eye
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movement sleep) e indice della riduzione delladesga e della sincronizzazione della
scarica neurale.

I sonno REM e una fase caratterizzata da aspettitudto particolari che si
discostano da quelli del sonno NREM. Sebbene esiatt uno stadio abbastanza
profondo del sonno, dove si riscontra una sogliarideeglio inferiore solo a quelle
dello stadio IV, paradossalmente e caratterizzaaioni EEG simili a quelli della
veglia, ed é stato pertanto definito anche sonrardgosso”. Questi ritmi sono anche
accompagnati da ampi potenziali fasici che dal @@enicolato occipitale raggiungono
la corteccia occipitale (Mancia, 1993). Il sonno NRESi manifesta attraverso due
componenti: una tonica e l'altra fasica. La compueetonica presente per tutta la
durata del sonno REM, e composta dalla desincraniane del’lEEG e da completa
atonia posturale. Quella fasica & descritta dallmparsa di movimenti oculari rapidi
(da cui il termine REM, rapid eye movement), dablede fasiche ponto-genicolo
occipitali, da brevi mioclonie degli arti (twitchee da ampie modificazioni fasiche
dell’'attivita vegetativa circolatoria e respiraer{Zamboni et al., 1999). Durante |l

sonno REM [l'attivita onirica raggiunge la sua massiespressione.

1.3 OMEOSTASI DEL SONNO

Un ruolo importante nella regolazione del cicloghe-sonno & assunto dal
fenomeno che é stato definito omeostasi del sdnnermini generali, per omeostasi si
intende un processo complesso e coordinato che $@po di mantenere entro un certo
rango di valori di riferimento le variabili fisiofpche vitali. Qualora si rilevino
deviazioni da questi valori di riferimento, si irseano cambiamenti compensatori che
perdurano fino a che non viene raggiunto nuovameintealore di riferimento.

L’'omeostasi fisiologica € mantenuta da processeaaldback negativo o a feed-forward
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che minimizzano o prevengono, rispettivamnete, azasni delle variabili legate a
influenze esterne o interne all’organismo (Parmaggi2005 ).

L’'aspetto omeostatico nel processo ipnico € datbfatto che in seguito a
deprivazione di sonno aumenta la propensione algsanentre un eccesso di sonno la
riduce. Tale concetto e stato formalizzato neghidB0 del secolo scorso (Borbely,
1980), tuttavia, gia in precedenza, diversi studndotti effettuando deprivazioni
selettive di sonno, al fine di definire gli statiomsportamentali su base
elettroencefalografica, permisero di osservarepegbdo successivo alla deprivazione,
la comparsa di una quota compensatoria di sonnmméde 1960; Khazan e Sawyer,
1963; Jouvet et al., 1964; Morden et al., 1967)

La quantita e lintensita del sonno risultano gliinnfluenzate oltre che
dall'aspetto circadiano anche dalla durata e dédhsita della veglia precedente
(Achermann e Borbely, 2010). Quindi, piu si stagivemaggiore e il successivo
bisogno di dormire. La deprivazione di sonno e #agunfatti, da un aumento
compensatorio della durata e dell’intensita dehsgrron un aumento della soglia per il
risveglio e minore frammentazione del sonno. Quesimsserva con modalita diverse
sia nel sonno NREM, sia nel sonno REM.

Dopo la deprivazione di sonno, il sonno succes®veoaratterizzato da un
modesto aumento della quantita di sonno NREM (imiqgudar modo nelle fasi S3 e S4
dell'uomo) e da un aumento dell'intensita dellosste ovvero un aumento della
quantita e delllampiezza delle onde lente nel iE0CEEG, che vengono misurate
attraverso la potenza della banda Delta del’EEBGliverse specie di mammiferi & stato
dimostrato che la potenza Delta nel sonno NREMmdipedalla durata e dall’intensita
della veglia precedente; questo avviene sia néb raffobler e Borbely, 1986) che

nelluomo (Dijk et al., 1990). Inversamente, esprnnti condotti sul’uomo in individui
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che effettuavano brevi periodi di sonno durantgidrno, hanno mostrato un picco
notturno di potenza Delta piu basso, poiché unaepdella propensione al sonno,
accumulatasi durante la veglia, era stata “spesedrde i periodi di sonno pomeridiano
(Feinberg et al., 1985; Werth et al., 1996).

Nonostante un incremento dell’attivita Delta stats riscontrato in diverse
specie (ratto: Trachsel et al., 1988; gatto: Tobl&cherschlicht, 1990; coniglio: Tobler
et al., 1990, Opp et al., 1997), I'aspetto piu eaite del’omeostasi ipnica nell’animale
di laboratorio é costituita dal successivo incretoetel sonno REM, che presenta una
finissima regolazione sul piano omeostatico. Infaiei piccoli roditori e nel gatto, in
seguito a deprivazione di sonno si ha un aumerita daantita del sonno REM che
risulta proporzionale alla quantita persa (Amici &t, 2008). Tale recupero €
principalmente legato a un aumento della frequedeggi episodi. Anche la potenza
Theta dellEEG aumenta durante gli episodi di soREd che avvengono durante il
periodo di recupero, ma non e chiaro quanto quastoento contribuisca al recupero
stesso (Cerri et al., 2005; Amici et al., 2008)

La regolazione omeostatica del sonno REM potreljpendere dall'accumularsi
durante il sonno NREM precedente di una propensspeeifica (Benington e Heller,
1994), ma gli esperimenti piu recenti indicano tdle propensione dipende solamente
dalla quantita di sonno REM perduto (Vivaldi et 4994; Endo et al., 1998; Amici et
al., 2008). Con una deprivazione totale o selettivaonno REM condotta ad oltranza
(per circa tre settimane), si € osservata, neb,d# comparsa di una sindrome
metabolica specifica che conduce a morte gli imliviRechtschaffen et al., 1983) e
che é caratterizzata dalla comparsa di un’ipoteiimiducibile nonostante il notevole
aumento dell'ingestione di cibo; soltanto il recupedi sonno, che & pressoché

interamente dovuto al sonno REM anche nelle depiowa totali, impedisce il decesso
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dellanimale (Everson et al.,, 1989; Tsai et al.929Feng et al.,, 1995). Questi
esperimenti terminali sono interpretati come indicae che una delle possibili funzioni
del sonno REM sia quella di mantenere il corretittazionamento dei circuiti cerebrali

di regolazione della spesa metabolica (Rechtsamatf@é98).

1.4 SONNO E MASSA CORPOREA

La quantita quotidiana di sonno, cosi come latdueala frequenza delle fasi di
sonno sono differenti nelle diverse specie di mafiemniLa quantita di sonno tende a
essere maggiore nei carnivori rispetto agli erbjwma all'interno dei diversi gruppi e
nota una proporzionalita inversa tra peso corpoeequantita media di sonno
giornaliero. Animali di piccola taglia come il pgtrello e 'opossum possono dormire
mediamente 18-20 ore al giorno, mentre elefanirafg dormono in media 3-4 ore al
giorno.

Come gia detto, esiste una correlazione tra mamgrea e durata del ciclo di
sonno; ad esempio, questa € di circa 8 minutiomragno, mentre raggiunge 1,8 ore
nell'elefante (Siegel, 2005, Amici et al., 2008\Nel’'Uomo il ciclo dura 90-110 minuti
e si ripete 4-5 volte nell’arco di una notte (TonerCirelli, 2005), le fasi REM della
mattina sono generalmente le piu lunghe. Nel ratteece, la lunghezza del ciclo e di
12 minuti (Zepelin e Rechtschaffen, 1974).

Anche la distribuzione giornaliera di sonno vaniale diverse specie. Negli
Uomini adulti, ad esempio, il sonno €& tendenziali|meoconcentrato in un singolo
periodo della giornata (sonno monofasico), anchemassibile effettuarne brevi episodi
nel corso della giornata. Nella maggior parte @i d sonno dei mammiferi € invece
polifasico con la comparsa di piu gruppi di cidlisdnno separati da periodi di veglia di

lunghezza variabile.
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Anche la quantita di sonno REM che deve essergapper innescare un
processo di recupero apprezzabile si modifica sbrquesto parametro (Amici et al.,
2008). Cio spiegherebbe perché lintensita del peon del sonno REM a parita di
durata della deprivazione precedente risulti maggrel ratto, intermedia nel gatto e
piu debole nellUomo. Il ruolo che le dimensionirgoree e quindi la modificazione
del rapporto superficie/volume e della velocita mettabolismo hanno sulla regolazione
della durata del ciclo di sonno e sulla sua dinansimeostatica, suggerisce ancora una
volta come vi sia un profondo legame fra la regola del metabolismo corporeo e la

fenomenologia ipnica.

1.5 SONNO E TEMPERATURA

Sia la tempratura corporea (Tc) che la tempeaadnmbientale (Ta) hanno forti
influenze sull’'espressione e sull'architettura dehno (Parmeggiani, 2003; Heller,
2005). La Tc e regolata a livelli piu bassi duraihtsonno NREM rispetto alla veglia.
La comparsa di sonno NREM, infatti, si accompagdaunaa riduzione dei processi
metabolici, il che & messo in evidenza da una dimone dell’attivita cardiaca in
concomitanza con la riduzione della Tc centraleoe taumento della temperatura
cutanea (indice di una vasodilatazione periferiba tavorisce la riduzione della Tc
(Obal F Jr et al., 1985, Parmeggiani 2003).

La riduzione dei processi metabolici che si mgc® durante il sonno NREM
sembra mediata da un controllo termoregolatoriositativa prima della comparsa del
sonno. Pertanto, sembra che il calo dell’attivigtabolica sia un requisito importante al
fine di creare un adeguato substrato fisiologice parmetta I'ingresso in uno stato di
sonno. Il sonno si correla quindi con il risparn@pergetico sia indirettamente, sia

direttamente. Per via indiretta, in quanto la zidue stessa dell'attivita che si
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manifesta nel corso di una fase di sonno compartaalo della spesa metabolica; per
via diretta, poiché sembra che il sonno influenzettamente i centri di controllo
termoregolatori determinando di conseguenza unandiione della spesa energetica.
La conservazione dell’energia pu0 essere partic@ate importante per animali di
piccole dimensioni e per i neonati in quanto ilolcalto rapporto superficie/massa
corporea € ideale per la perdita di calore. Ciaeela riduzione della spesa energetica
che accompagna il sonno di grande importanzappaeo inversamente proporzionale
esistente tra quantita di sonno e massa dell'asintaintribuisce ulteriormente a
rafforzare I'idea che il processo sonno sia in artacmodo correlato al controllo della
spesa energetica (Amici et al., 2008 ).

E stato dimostrato che I'esposizione di animadittr a bassa temperatura
ambientale riduce la comparsa del sonno REM nonmiale espressa in questa specie
di un valore che risulta proporzionale al calo @etledesima, fino alla soppressione del
sonno REM medesimo (Parmeaggiani 2003; Cerri e2@05). Si e evidenziato infatti
un importante effetto dell’esposizione al freddd'architettura del sonno e sull’attivita
elettroencefalografica. Pertanto, I'esposiziondidageotermi ad una Ta al di fuori del
rango di termoneutralita e utilizzato come metddmliogico di riduzione del sonno.

L’esposizione ad una Ta al di fuori dei normalilova di termoneutralita
comporta cambiamenti nella quantita e nella digtibne dei differenti stadi del ciclo
veglia-sonno in diverse specie. Questi cambianmsond la conseguenza delle diverse
capacita di regolare la Tc attraverso i diversdistil ciclo veglia-sonno (Parmeggiani
et al.,1980).

Studi condotti sul gatto hanno evidenziato chesposizione a breve termine a
Ta basse differenti primariamente influenza la carsg di sonno REM. In particolare,

la diminuzione della comparsa di episodi di sonnBMR €& proporzionale alla
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diminuzione della Ta a cui gli animali sono espoktesposizione ad una bassa Ta
influenza in maniera evidente la comparsa di soanche quando agli animali é

concesso successivamente il recupero alla nornmeal@i Taboratorio. Nello specifico e

stato osservato nel gatto un recupero di sonno Riedporzionale alla precedente
perdita (Parmeggiani et al., 1980).

Studi piu recenti condotti sui ratti confermancesjie osservazioni. Si € infatti
visto che sia la perdita di sonno REM che il susises recupero sono legati
quantitativamente alla durata dell'esposizionelentdnsita di abbassamento della Ta
(Amici et al. 1994; Zamboni et al. 2001, Cerri kt 2005).

La veglia e incrementata dall’'esposizione al fieddentre effetti piu complessi
si sono osservati sul sonno NREM (Sichieri e Scleinidl984). Esso risulta meno
depresso rispetto al REM ed inoltre 'ammontarestgino NREM é meno influenzato
durante il recupero, infatti non ne e stato regtstun aumento sostanziale né nel ratto,
né nel gatto (Frenken et al., 1993). Tuttavia kesspione al freddo comporta un calo
della potenza della banda Delta, mentre duranteciipero si osserva un incremento
nella potenza della banda stessa (Cerri et 1a.5)20D sonno NREM € quindi piu
influenzato dalle basse temperature in terminintiénsita piuttosto che in termini di

durata (Cerri et al., 2005).

1.6 CONTROLLO NERVOSO CENTRALE DEL SONNO

Il controllo centrale dell'alternanza degli stdgl ciclo veglia-sonno & molto
complessa, coinvolgendo molte aree cerebrali (Sapeal. 2005; Fort et al., 2009;
Fisher et al., 2013, Tortorella et al., 2013). ueste, la descrizione del ruolo dell'LH
nella regolazione della funzione ipnica € riportatd capitolo dedicato a questa area

cerebrale.
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Fra le molte funzioni che supervisiona, l'ipotata® profondamente coinvolto
nella regolazione della comparsa degli stati debcveglia-sonno, promuove specifici
comportamenti e coordina le attivita somatiche,omoiniche ed endocrino-motorie
sulla base delle informazioni sensoriali esterneinterne. L’ipotalamo ha un ruolo
chiave in questa complessa attivita integrativageow risulta avere un ruolo cruciale nel
mantenimento dell’omeostasi corporea e nella riprazhe (Hess, 1954). Le funzioni
fisiologiche differenti, come la termoregolaziotiesmoregolazione, la regolazione del
bilancio energetico, e il controllo autonomico c¢awédscolare sono strettamente
connesse e condividono comuni substrati ipotalacoci la regolazione degli stati di
sonno-veglia. Gia nei primi anni del 1900 von Eaooonoto che in alcuni pazienti
affetti da ‘encefalite letargica’, I'insonnia eftasintomo prominente e che in alcuni casi,
le lesioni erano localizzate nell’ipotalamo antegioincluso la POA (area preottica).
Queste osservazioni hanno portato von Economo @tzzare I'esistenza di un centro
del sonno nellipotalamo anteriore (von Economo29)9 Successivamente Nauta
mostro che la disconnessione dell'ipotalamo antergodel POA dal diencefalo portava
i ratti ad un’insonnia apparentemente irreversilfNauta, 1946). Il ruolo del POA
nell'induzione del sonno e stata poi confermatastladi neurofisiologici nei gatti
(Sterman and Clemente, 1962).

Recenti studi di immunoistochimica sull’espressiolee c-Fos hanno permesso
alcune ricerche volte a localizzare i neuroni putaegolatori del sonno sia nel nucleo
preottico ventrolaterale (VLPO) (Sherin et al., @9%ia nel nucleo preottico mediano
(MePO) (Gong et al., 2004). Studi successivi haemnidenziato il ruolo centrale dei
neuroni del VLPO nel mantenimento del sonno e @eroni del MePO nel passaggio
veglia-sonno e nellomeostasi del sonno (Szymustal., 2008; Dentico e al., 2009). Il

VLPO e il MePO sono reciprocamente connessi aigraopuronali della veglia, come i
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neuroni istaminergici nel nucleo tubero mammill&f®N), i neuroni serotoninergici
nei nuclei del raphe dorsale (DRN), i neuroni nogaérgici nel locus coeruleus (LC), i
neuroni ipocretinergici nell'area perifornicale deflA, i neuroni colinergici nei nuclei
laterodorsali e peduncolo pontini (LDT/PPT) e iclao basale del prosencefalo (Fort et
al.,2009). Il VLPO e il SCN (nucleo soprachiasmaltisono connessi, in modo che
l'informazione circadiana possa modulare lattivitauronale del VLPO. Durante la
veglia i neuroni del VLPO sono inibiti da input adrenergici, serotoninergici e
colinergici, mentre al contrario listamina e lip@tina non modulano, almeno
apparentemente, I'attivita neuronale del VLPO (ChQuet al., 2002). Va notato inoltre
che i neuroni del TMN potrebbero inibire i neurdei VLPO perché rilasciano GABA.
Durante il sonno, i neuroni del VLPO GABergici daganergici ed i neuroni del MePO
GABergici inibiscono la veglia agendo sui neuroronoaminerigici e ipocretinergici
(Szymusiak et al., 2008).

La reciproca interazione inibitoria di questi sistepuo dar luogo a un
meccanismo per il mantenimento dello stato di we@Baper et al., 2001). | neuroni
preottici che promuovono il sonno sono attivatifakori ipnogenici (Szymusiak et al.,
2008) come prostaglandine D2, interleuchina 1-be&taadenosina che agiscono
direttamente sui recettori postsinaptici A2A neuroai della VLPO (McGinty et al.,
2001). Inoltre, 'adenosina puo inibire direttamenheuroni che promuovono la veglia
ed anche la produzione di acetilcolina e ipocretidariginale osservazione di von
Economo ovvero che in alcuni pazienti affetti dacefalite letargica’, una lesione
dell'ipotalamo posteriore era associata ad una rdimone del livello di vigilanza,
rappresenta la prima chiara indicazione che quegiane ipotalamica contiene neuroni

importanti per il mantenimento della veglia.
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Per quanto riguarda la regolazione del sonno RiEddti piu recenti (Luppi et
al., 2013) indicano che nel ratto un gruppo di oeurglutamatergici attivi
selettivamente durante il sonno REM (REM-on) cd@lomel nucleo sublaterodorsale
del tegmento pontino (SLD) sarebbero responsaliliadtivazione corticale, anche
attraverso proiezioni ai neuroni dei nuclei peddmgoontino (PPT) e del tegmento
laterodorsale (LDT), e della atonia muscolareastirso una via discendente che
proietta a neuroni GABAergici/glicinergici collocahel nucleo reticolare ventrale
bulbare che andrebbero a loro volta ad inibire itaneuroni alfa troncoencefalici e
spinali. Questi neuroni sarebbero tonicamentetirdlirante il sonno NREM da una via
discendente a provenienza da neuroni REM-off catiogel grigio perigacqueduttale
ventrolaterale del mesencefalo, che a loro volt@ebbero inibiti nel sonno REM da
neuoni MCH/GABAergicici collocati nell'ipotalamo terale (vedi capitolo: Ipotalamo

laterale e sonno).

2. TERMOREGOLAZIONE

2.1 SCAMBIO DI CALORE TRA ORGANISMO E AMBIENTE

La termoregolazione € un meccanismo fisiologicaul scopo € quello di
mantenere costante la temperatura corporea (Tdlaada il flusso di calore fra
'organismo e lI'ambiente in modo da contrastareambiamenti della temperatura
ambientale (Ta).

Per consentire il mantenimento di una temperatastaote € necessario essere

in grado di regolare sia la produzione e/o conskove del calore, sia la sua

dispersione. Per poter attuare questi processi ahemzione, mantenimento e
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dispersione del calore bisogna disporre di paditargani effettori che siano in grado
di attuare queste risposte.
| processi fisici che descrivono il flusso di c&dra un corpo e I'ambiente sono:
* irraggiamento: trasferimento di calore fra due coper mezzo di onde
elettromagnetiche;
e conduzione: trasmissione di calore fra due sol@igontatto diretto dal corpo a
piu alta temperatura verso quello a temperatuexiore;
e convezione: passaggio di calore tra un fluido e aeampo che presentano

temperature diverse fra loro;

evaporazione: il passaggio di stato della matexiaqiiido a gassoso;
Mentre tramite le prime tre modalita il calore piliire dall’ambiente all’organismo e
viceversa, I'evaporazione consente flusso termicio slall’organismo all’ambiente.
Infatti, perché I'evaporazione avvenga e necesdariare calore al liquido che verra
quindi trasferito allambiente, una volta che guido sara passato in fase aeriforme.

Sulla base di questi processi di scambio termiceoso evolute diverse modalita
termoregolatorie che nei mammiferi hanno contribwalla formazione di organi e
strategie specializzate per questo scopo. In marituesto possiamo distinguere due
principali forme di termoregolazione:

» termoregolazione comportamentale: quando e coiavbdttivita volontaria

dell’'animale;
* termoregolazione non comportamentale: quando essalipende da un’azione

volontaria, ma viene gestita dal sistema nervosonamo.

2.2 TERMOREGOLAZIONE COMPORTAMENTALE
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Con il termine termoregolazione comportamentaliglentificano un insieme di
azioni intraprese dall'animale che hanno lo scopandntenere la Tc entro limiti
fisiologici, fra cui lo spostamento dell’animalerse aree termicamente piu favorevoli,
cosi come l'uso di strategie che favoriscano lanabe dispersione o conservazione del
calore (diffusione termica tramite salivazione ogiagtamenti posturali). Questa
strategia termoregolatoria e filogeneticamente @niica e nasce negli organismi
pecilotermi, che sono obbligati a utilizzarla mamsa di ulteriori meccanismi intrinseci
di regolazione; gli anfibi, ad esempio, che passeontinuamente da un ambiente
all'altro per mantenere stabile la loro Tc, oppaleune specie di rettili che utilizzano
I'energia radiante, esponendosi al sole e mantenéncbrpo a contatto con la terra.
Anche gli animali omeotermi, nonostante dotati thlategie termoregolatorie piu
sofisticate, sfruttano, quando adeguati, questi car@smi, poiché richiedonana
minore spesa energetica rispetto ai piu recenticam@smi fisiologici sviluppatesi negli
omeotermi. Infatti alcuni animali coperti da petdi@, quando esposti ad alte
temperature, cospargono il loro corpo di salivagsemtendo quindi la dispersione di
calore per evaporazione. Questo comportamento viggfnito saliva-spreading.
Un’altra strategia di termoregolazione comportaralentt data dagli aggiustamenti
posturali che contribuiscono, aumentando o dimidoea superficie corporea esposta

all'aria, nel disperdere o conservare la tempeaatorporea.

2.3 TERMOREGOLAZIONE NON COMPORTAMENTALE

Questa modalita termoregolatoria si basa sullalazgme della temperatura
corporea per mezzo di sistemi autonomici che nogvemono un'azione di tipo
volontario. Anche se recenti studi hanno mostnatalc¢uni rettili e pesci la possibilita di

una termoregolazione autonomica, questi restanaviatprincipalmente dipendenti da
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una termoregolazione di tipo comportamentale (Biceg al., 2007). Si puo quindi
affermare che le uniche classi animali che posseggana termoregolazione
autonomica sono i mammiferi e gli uccelli. Quesiinaali omeotermi, oltre a possedere
la capacita di controllare e regolare la proprienderatura corporea in maniera
autonoma, hanno anche, rispetto alle altre clasmiai, una temperatura corporea piu
elevata.

Le risposte termoregolatorie autonomiche messetio da questi animali
possono essere divise in due categorie: rispostetegolatorie evocate da esposizione

ad ambienti freddi e risposte termoregolatorie at®da esposizione ad ambienti caldi.

2.4 RISPOSTE EVOCATE DALL'ESPOSIZIONE AD AMBIENTI F REDDI
Coinvolgono quegli effettori termoregolatori chespiedono la caratteristica di
conservare e/o produrre calore. In queste condjzlantemperatura corporea viene
quindi conservata per mezzo di un aumento dellaymione di calore (termogenesi),
che puo vedere la presenza o assenza di brividmdgenesi con o senza brivido,
rispettivamente) e per mezzo di una riduzione diitpersione termica nellambiente

(regolazione del flusso ematico cutaneo, piloerezio

2.4.1 Meccanismi di aumentata produzione del calore

La produzione di calore pud essere aumentatavatfi@ la termogenesi con
brivido (shivering themrogenesis) e la termogenssnza brivido (non-shivering
themrogenesis).

La termogenesi con brivido € specifica degli animaimeotermi ed é
caratterizzata dalla presenza del brivido comeostp immediata all’esposizione a

basse Ta. Il brivido & un meccanismo di contraziomescolare non finalizzata al
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movimento, che inizia con singole contrazioni aine presentando solo in un secondo
momento I'attivazione coordinata delle singoledilbnuscolari scheletriche dando luogo
al tremito vero e proprio. Il brivido produce caoin conseguenza della contrazione
isometrica dei muscoli, quali mantenendo costante la loro lunghezza, nowergeo
lavoro meccanico e una maggior quantita di engrgaeniente da ATP va sotto forma
di calore. Questo processo € importante anche turamialzo termico negli stati
febbrili.

La termogenesi senza brivido prevede la produzidinealore per mezzo di
reazioni biochimiche esotermiche che avvengonorgam che hanno acquisito con
I'evoluzione capacita termoregolatorie. | principatgani coinvolti sono il tessuto
adiposo bruno, il fegato e il muscolo striato setr@to e cardiaco.

Il tessuto adiposo bruno e un tessuto reticolafi@itteanche ghiandola ibernante,
che deriva da un’ iperspecializzazione del musstiato embrionale. Si differenzia dal
tessuto adiposo bianco per la sua pigmentazioneaboonferitagli dai carotenoidi
mitocondriali e visibile anche ad occhio nudo. edisanatomiche dove e maggiormente
concentrato sono la zona interscapolare, peri@sierirenale. La sua funzione e
quella di generare calore, infatti lo si ritrovagrossimita di vasi sanguigni, a cui cede
calore che viene trasportato, attraverso il flumsatico, alle zone periferiche del corpo.

La capacita termogenica del BAT dipende dal disapi@mento della
fosforilazione ossidativa, operato, a livello detl@mbrana mitocondriale interna, dalla
proteina disaccoppiante 1 (UCP1), attivata dagidiagrassi rilasciati dalle gocce
lipidiche. L'UCP1 é una proteina che forma un canpér il passaggio dei protoni;
guando attivata, questi passano attraverso il eamalentrano nella matrice attraverso

UCP1 e non mediante 'ATP sintetasi. Nel BAT l'egiar derivante dal gradiente
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protonico attraverso la membrana mitocondrialeigdjwisaccoppiata dalla produzione
di ATP.

L’attivita del BAT e controllata dall'ipotalamo ativerso il sistema nervoso
simpatico. Il livello di attivita simpatica direti@ BAT e, di conseguenza, il rilascio di
noradrenalina, determina il livello di attivita tetgano stesso, regolando sia I'attivita
delle lipasi che forniscono le molecole indispetisat mitocondri, sia il livello di
espressione di UCP1 mitocondriale (Cannon and Njeded, 2004). Anche i livelli
plasmatici degli ormoni tiroidei (T3 e T4) risult@writici per la corretta funzionalita del
BAT. Gli ormoni T3 e T4 sono inoltre in grado dinsblare la produzione di calore
aumentando i processi metabolici cellulari in tuttmganismo. L'esposizione a basse
Ta, per esempio, stimola linnalzamento di questhani che porta allimmediata
attivazione di meccanismi metabolici mitocondriabn conseguente aumento della
produzione di calore.

Il fegato € un organo metabolicamente attivo e sdidemnumerevoli processi
esotermici. E’ stato suggerito che in seguito adosiione a bassa Ta, lattivita
metabolica del fegato possa contribuire alla gemena di calore, aumentando la
velocita delle reazioni biochimiche negli epatociti

Come precedentemente menzionato il muscolo stseteletrico € in grado di
produrre calore attraverso il brivido, ma recentet@eono state scoperte isoforme della
proteina UCP1 all'interno delle sue cellule cheikaso supporre un ruolo termogenetico
di origine metabolica. Resta comunque ancora dariohi un possibile ruolo del
muscolo nella termogenesi metabolica (Dulloo et 2001). L'attivita cardiaca e
soggetta ad un forte cronotropismo positivo durdietgposizione a basse temperature
ambientali. Questo sostiene le richieste metabelickei tessuti attivi in queste

circostanze, ma é di per sé in grado di produreequantita non trascurabile di calore.
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2.4.2 Meccanismi di aumentata conservazione del ca
L’organismo e i grado di ridurre la dispersione dalre nell’ambiente attraverso
la riduzione del flusso ematico cutaneo e la pédaeme.

Il calore prodotto dagli organi termogenetici e ljualerivante dai normali
processi biochimici richiede un sistema di traspagtficiente che ne garantisca la
diffusione in tutto il corpo, ma che allo stessmp® ne assicuri la conservazione o
I'eventuale dispersione. Questo ruolo viene svdli sistema cardiovascolare. A tal
fine, la branca del sistema nervoso autonomo depatia termoregolazione si € dovuta
integrare con la componente autonomica, piu antleputata alla regolazione della
funzione cardiovascolare. In questottica e in astanze adeguate, le esigenze
termoregolatorie possono prendere il sopravventuslie circolatorie, trasferendo cosi
il controllo di alcune componenti del sistema cavdscolare ai centri deputati al
controllo della temperatura corporea.

Questo meccanismo termoregolatorio si differenalfadermogenesi, chimica o
da brivido, principalmente per la sua capacita atep sia disperdere chmmnservare
calore, e non solo di aumentare la Tc come accau®e gl altri meccanismi
termoregolatori. Nei mammiferi, che hanno una Tqesiore agli organismi
pecilotermi, la modulazione termoregolatoria delsfio cutaneo €& estremamente
importante in quanto protegge da pericolosi aumdatia temperatura cerebrale in
ambienti caldi e permette di risparmiare il calpredotto in ambienti freddi.

| centri termoregolatori agiscono sul sistema ca@scolare sia modificando la
frequenza cardiaca (FC), sia la pressione artefl®aa attraverso le modificazioni del
lume capillare. L'aumento della FC ha la dupliceZiwne di garantire la perfusione

degli organi termogenetici (BAT), assicurando urggiar apporto di ossigeno durante
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periodi di intensa attivita, ed anche di aumentiarasporto di calore prodotto da questi
organi a tutti i distretti anatomici. Le variaziatel lume capillare, invece, garantiscono
un aumento (vasodilatazione) o una diminuzionedgeastrizione) del flusso ematico

cutaneo periferico per permettere una maggioreedsggne o conservazione del calore
corporeo. L’esposizione ad ambienti freddi causguandi vasocostrizione a livello

cutaneo per conservare calore e contemporaneanuent@umento della frequenza
cardiaca con conseguente aumento del trasportaldrec proveniente dagli organi

termogenetici.

Alcuni distretti cutanei, chiamati scambiatori dilare, sono specificatamente
dedicati alla regolazione dello scambio termico drganismo e ambiente, come per
esempio, le orecchie nel coniglio, la coda nebtd& mani e i piedi nell'uomo. Questi
distretti sono contraddistinti dalla presenza dmetose anastomosi artero-venose
(AVA), che adattano il flusso sanguigno alla neitagermica (Gordon, 1990). L’'uso di
queste strutture per una finalita termoregolatonastra inoltre il vantaggio di non
essere dispendiosa a livello energetico. || mestani di funzionamento, infatti,
dipende solo dall’entita del flusso diretto versasuperfici di scambio. La diminuzione
della temperatura cutanea stimola la contrazion&a dauscolatura liscia dei vasi
sanguigni, aumentando la resistenza dei vasi cutrdgminuendo quindi il flusso
ematico alla cute; di conseguenza il sangue étalhao dalle estremita e ridiretto alle
strutture piu interne del corpo, riducendo coglispersione di calore per convezione.

Negli animali coperti da pelliccia la piloereziofsmllevamento dei peli) ottenuta
grazie alla contrazione dei muscoli erettori ddbpmntribuisce alla conservazione del
calore corporeo attraverso la formazione di un ioesdi aria, tra la cute calda e

I'ambiente freddo, che funziona da isolante termico
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2.5 RISPOSTE TERMOREGOLATORIE EVOCATE DALL'ESPOSIZ IONE AD
AMBIENTI CALDI

Le risposte termoregolatorie evocate dallesposeiad ambienti caldi si
attuano per mezzo di effettori che facilitano Ispdirsione di calore, la cui attivazione si
associa ad un’inibizione dellattivita degli orgatermogenici. Fra questi il piu
importante é rappresentato dalla regolazione dekfl ematico cutaneo, ma questo puo
essere supportato da sistemi accessori, qualiilznga e la sudorazione.

Come gia detto, la variazione del flusso ematl@o@ite permette di regolare la
quantita di calore che viene dispersa, attravesswezione, nellambiente. Nel caso di
una Ta elevata, i vasi sanguigni dei distretti oaiasi dilatano, aumentando il flusso
ematico cutaneo, viene trasferita una quantita maggli calore dal corpo alllambiente
e, conseguentemente, la Tc diminuisce.

Le ghiandole sudoripare hanno limportante funeidermoregolatoria di
disperdere calore attraverso la sudorazione. Qgésa@dole nelluomo sono distribuite
su tutta la superficie corporea con una distribneimaggiore a livello delle mani e dei
piedi.

La polipnea & un aumento non patologico dellauieega degli atti respiratori che
si verifica normalmente durante uno sforzo fisiagmdo in seguito allaumento dei
processi metabolici € richiesta una maggiore qtaami ossigeno. Tale aumento si
accompagna tipicamente a un aumento della profodeitrespiro.

In condizioni di riposo, mediante l'aumento demat respiratorio si evoca la
termodispersione attraverso I'evaporazione deidigiontenuti sulle mucose polmonari
e buccali. Durante questo tipo di controllo terngotatorio il respiro si mantiene
superficiale, consentendo solo lo scambio dell'atdlo spazio morto. La polipnea

termica é presente solo in alcuni mammiferi ed@&miuata e intensa in quelli che per
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particolari caratteristiche anatomiche hanno maggidifficolta a termoregolare in

ambienti caldi (es. cani con il muso corto).

2.6 CONTROLLO NERVOSO CENTRALE DELLA TERMOREGOLAZIO NE
2.6.1 Generalita sul Sistema Nervoso Autonomo

Il Sistema Nervoso Autonomo (SNA) e quella parté 8Sestema Nervoso
Centrale (SNC) deputata al controllo delle funzianionome o vegetative, ossia quelle
funzioni che generalmente sono al di fuori del odafd volontario. Il SNA ha la
funzione di regolare I'omeostasi dell’organismo @din sistema neuromotorio, non
influenzabile dalla volonta, che opera con meceanhigppunto autonomi, relativi a
riflessi periferici sottoposti al controllo centeal I SNA controlla soprattutto il
movimento della muscolatura liscia, I'attivita dam e I'attivita secretoria ghiandolare.

Langley (Langley J.N, 1921) divise il SNA nelle goomenti simpatica e
parasimpatica in base alle loro origini spinaliiedizersi effetti riscontrati mediante
stimolazione nervosa e applicazione di agenti adggoi e colinergici sui vari tessuti.
Una terza branca del SNA, il sistema nervoso amersfugge alla trattazione del
presente elaborato.

Dal punto di vista funzionale, questi due sist@m@ndono contatto con diversi
organi nel corpo e contribuiscono bilanciandosioaamamente al mantenimento
dell’omeostasi dell’organismo cosi come e statpassato definito da Cannon (Cannon
WB, 1915). Le loro regolazioni sugli organi bersagivvengono grazie al rilascio di
neurotrasmettitori che si legano a recettori sp@@bsti sugli stessi organi. | principali
neurotrasmettitori rilasciati sono la noradrenalea il simpatico e I'acetilcolina per il

parasimpatico che si legano rispettivamente aitt@t@drenergici e colinergici.
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Dal punto di vista anatomico i sistemi simpatiqoagasimpatico si differenziano
principalmente per la posizione dei gangli nerv@di.assoni dei motoneuroni o neuroni
pregangliari simpatici (colinergici) lasciano is@ma nervoso centrale attraverso i nervi
spinali toracici e lombari, mentre le fibre paragatiche pregangliari (colinergiche)
lasciano il sistema nervoso centrale attraverservincranici (terzo, settimo, nono e
decimo) e le radici spinali sacrali (terza e quarta

La maggior parte delle fibre simpatiche pregamgliarminano nei gangli
localizzati nelle catene paravertebrali, che svdarm su entrambi i lati della colonna
vertebrale. Le rimanenti fibre pregangliari ternmoanei gangli prevertebrali che si
trovano davanti alle vertebre, di regola sulla sfigie dell'aorta. Da questi gangli, le
fibre simpatiche postgangliari giungono ai tessutervati.

Alcune fibre pregangliari parasimpatiche terminanogangli parasimpatici
localizzati all'esterno degli organi innervati: gén ciliari, pterigopalatini,
sottomandibolari, otici e diversi gangli pelvicialmaggior parte delle fibre pregangliari
parasimpatiche si sfioccano sulle cellule gangliistribuite in modo diffuso o a rete
nelle pareti degli organi innervati.

Le fibre pregangliari parasimpariche prendono atiat con i neuroni
postgangliari colinergici, mentre quelle simpatighendono contatto con i neuroni
postgangliari adrenergici.

Tutti gli organi sono innervati sia dal sistemavoso simpatico sia dal sistema
nervoso parasimpatico, che contribuiscono alla reziloni delle attivita degli organi
stessi, ad eccezione delle ghiandole sudoripaha, meiscolatura liscia dei vasi ematici

e del tessuto adiposo bruno che invece sono inti@alganto dal SNA simpatico.
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2.6.2 Afferenze autonomiche simpatiche dirette ai asi e agli organi

termoregolatori

La muscolatura liscia a livello degli sfinteri pegxillari e delle arteriole riceve
afferenze dai neuroni adrenergici postgangliari.e€u attraverso il rilascio di
noradrenalina, la quale si lega ai recettori achganiepresenti sulle cellule muscolari dei
vasi, determinano la contrazione muscolare e quandduzione del flusso ematico; al
contrario la riduzione del rilascio di noradrenaliletermina I'apertura dei vasi e quindi
'aumento del flusso ematico. Quindi la vasocogirie € un processo attivo, mentre la
vasodilatazione € sempre un processo passivo giendB solo dalla sospensione
dell’attivita vasocostrittoria e non da un’attivit&rvosa inibitoria sulla muscolatura del
vaso. Casi particolari sono rappresentati dallatalione locale di alcuni distretti
vascolari in seguito alla liberazione di monossitiazoto (NO), o da specifiche fibre
vasodilatatorie, identificate per alcuni particoldistretti, come la cute del palmo della
mano nell’'uomo.

Il soma dei neuroni postgangliari € accolto alémio dei gangli della catena
simpatica paravertebrale e riceve afferenze daroméupregangliari colinergici. I
neurosoma di questi ultimi, detti secondo la norfaoca attuale motoneuroni
autonomici simpatici, € invece posizionato a lioedlella colonna intermedio laterale
(IML) della sostanza grigia del midollo spinale.

I SNA simpatico invia afferenze agli organi terragolatori come il BAT, la cui
attivazione e garantita da una diretta connesdiarle sue cellule e una serie di neuroni
pregangliari simpatici posizionati a vari livelledmidollo spinale: da li il rilascio di
noradrenalina ed il legame di questa a livello reeettorip3 determina un’attivazione

di meccanismi a secondo messaggero che in ultimisamnescano sia la produzione
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di calore che la sintesi di proteine UCP1 ed alésso tempo determinano il trofismo
per questo tessuto. L’attivazione € altresi gat@arta meccanismi endocrini come il

rilascio di T3 e T4 dalla tiroide.

2.6.3 Premotoneuroni simpatici

| neuroni che sinaptano direttamente con i neunooiori simpatici localizzati
nella IML, sono detti premotoneuroni. La principaaratteristica di questi neuroni e
quella di essere il punto di convoglio di tutted@rmazioni inibitorie ed eccitatorie che
provengono da diversi nuclei cerebrali o da receperiferici e che quindi si traducono
in una attivazione od inibizione dei processi cheegii neuroni controllano (es.
vasomozione). Questi neuroni possono essere diripiborio o eccitatorio in funzione
del neurotrasmettitore che viene prodotto e riksailalle loro sinapsi.

Studi anatomici condotti mediante l'utilizzo di matori virali retrogradi
(pseudo-rabis virus) hanno portato all'identificazione di nuclei ecearnervose in cui
sono accolti aggregati di premotoneuroni che assohalla medesima funzione. Questa
tecnica consiste nell'iniettare in tessuto o in @an@a nervosa un virus retrogrado, cioé
in grado di risalire gli assoni e trasferirsi tremapticamente da un neurone all’altro, e
poi determinare il percorso che esso ha compistando il SNC e permettendo infine
la visualizzazione delle aree nervose coinvolte cwitrollo delle aree poste sotto
esame.

Questo approccio sperimentale ha permesso la 2aeazione di diverse aree
celebrali contenenti premotoneuroni, coinvolti aeltermoregolazione e nella
vasomozione cutanea, le quali sono maggiormentalitaate a livello del tronco

encefalico (bulbo e ponte) e nelle aree ipotalamich
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Per quanto concerne il controllo del sistema cardiolatorio e quindi di
conseguenza la vasomozione cutanea sono stat&iatalnel ratto cinque specifiche
aree contenenti premotoneuroni: il bulbo rostraémtromediale (RVMM), il bulbo
rostrale ventrolaterale (RVLM), i nuclei del rapteudale, i neuroni A5 noradrenergici

del ponte e i nuclei paraventricolari ipotalamiVN).

2.6.4 Bulbo rostrale ventromediale

Diverse evidenze sperimentali hanno dimostrato itH®VMM costituisce |l
nodo di afferenza di tutti i segnali termoregolatdn particolare, studi anatomici
condotti mediante l'iniezione di pseudorabies virus organi specificatamente
termoregolatori come: BAT (Cano et al., 2003), vasiatici degli scambiatori termici
(coda ratto) (Blessing and Nalivaiko, 2001, Tothakt 2006), cuore (Standish et al.,
1995, Ter Horst et al., 1996) e muscolo (Kermaalgt2006) sono tutti risultati nella
marcatura a livello del RVMM.

Si intende per RVMM un area cerebrale sita sopraailto piramidale che
comprende: ilraphe obscurus, il raphe magno, il raphe pallidus ed il nucleo olivare
inferiore. In quest'area sono quindi contenuti enpotoneuroni autonomici simpatici
diretti ai neuroni pregangliari che controllanoetisi effettori termoregolatori.

Le principali funzioni svolte da questi neuroni earel controllo dell’attivazione
del BAT, nella vasomozione cutanea, nella termogierda brivido attraverso
I'attivazione delle fibre motorie alfa dirette aiustoli e nel controllo della frequenza
cardiaca. Questi neuroni sono ricchi di recettar p glutammato, il GABA e la
serotonina. Tuttavia sono presenti numerosi aldettori tra i quali recettori per

I'ipocretina, per I'istamina e perdMSH. Inoltre si € riscontrata la presenza di recett
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EP3 localizzati sulle cellule serotoninergiche. Queultimi sono particolarmente
abbondanti nella regione preottica ipotalamica gam® in maniera specifica il
mediatore inflammatorio prostaglandina E2 (PGER)edame di questo mediatore a
livello ipotalamico determina il rialzo termico teelrisposta di tipo febbrile come
evidenziato da incrementi di temperatura in segadaniezioni di PGE2 nella regione
preottica (Stitt, 1973, Williams et al., 1977). Adjgi non si conosce il significato
funzionale dei recettori EP3 a livello del RVMM.ihiezione di PGE2 in questo sito
non ha determinato nessuna variazione apprezzddlke varabili fisiologiche misurate:
pressione arteriosa, frequenza cardiaca, temparatnporea e vasomozione cutanea
(Tanaka and McAllen, 2005). Si ipotizza che questettori svolgano funzioni legate
alla sensazione dolorifica durante gli stati febled infammatori.

Svariati studi anatomici volti alla caratterizzamodei neuroni del RVMM
hanno riscontrato la presenza in essi del marcatgpecifico dei neuroni
glutammatergici: VGLUT3. La presenza di questo raeme indica che questi neuroni
sono di tipo glutammatergico ed inoltre lascianoppsure che le risposte
termoregolatorie da essi mediate e dirette alla Bilino di tipo eccitatorio (McAllen et
al., 1982, McAllen, 1986, Morrison, 1999, Nakamwtal., 2005). Tuttavia studi
effettuati da Stornetta (Stornetta et al., 200%)nlsamostrato una maggiore complessita
anatomica in quest’area. Infatti € stato dimostidie i premotoneuroni del RVMM
diretti alla IML co-esprimono glutammato, GABA ers®nina. Questo studio inoltre,
per la prima volta mostra un’afferenza dal RVMMadML di tipo inibitorio.

| neuroni del RVMM contribuiscono in modo determmiea alla regolazione
della temperatura corporea. Durante |'esposiziotheambienti freddi la loro attivita
eccitatoria diretta alla IML determina l'attivaz®rdei processi termogenetici svolti

principalmente dal BAT (Morrison, 2003) e probaleime dal brivido muscolare
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(Tanaka et al., 2006, Brown et al., 2008). Inolpesmettono nelle medesime condizioni
ambientali la vasocostrizione dei letti vascolarianei (Smith et al., 1998, Blessing et
al., 1999, Blessing and Nalivaiko, 2001, Tanakalet2002, Nakamura et al., 2004,
Ootsuka and Blessing, 2005, Toth et al., 2006)nal di ridurre la dispersione di calore
ed un incremento della frequenza cardiaca al figahntire sia una maggiore richiesta
di ossigeno a livello degli organi termogenetice ain maggiore trasporto di calore nei
vari distretti anatomici. Al contrario I'esposiziead ambienti caldi causa una riduzione
dell’attivita di questi neuroni che determina Iggensione delle attivita termogenetiche,
una riduzione della frequenza cardiaca (Nakamurd &forrison, 2007) e la
vasodilatazione dei letti vascolari cutanei (Ootsu&t al., 2004, Morrison and
Nakamura, 2010).

L’inibizione dell’attivita del RVMM ottenuta attrarso la somministrazione
locale ripetuta dell’agonista GABAmMuscimolo induce nel ratto libero di muoversi
esposto a bassa temperatura ambientale un’ipoterssa profonda (Tc, 22°C) che si
accompagna a una marcata bradicardia e a una maidazione dell'attivita elettrica

corticale (Cerri et al., 2013).

3. REGOLAZIONE DELLA TEMPERATURA CORPOREA E
DELLA FUNZIONE CARDIOVASCOLARE DURANTE IL SONNO

Come precedentemente descritto, studi condotsgyd animali, sia sul’lUomo
hanno messo in evidenza una stretta relazioneotracse termoregolazione. Questi
studi hanno fornito prove sull’esistenza di un @pp tra le aree centrali sottese al

controllo termoregolatorio e quelle coinvolte nelgolazione del ciclo veglia-sonno.
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La termoregolazione omeostatica € attiva sia nadia, sia nel sonno NREM,
anche se ci sono delle differenze relative alldigagall’entita delle risposte effettrici.

La termoregolazione comportamentale durante ilnsoa limitata perché la
ricerca di un ambiente confortevole dal punto ditavitermico non € piu possibile dopo
I'inizio del sonno. Durante il sonno NREM e perdspibile, in risposta ad un aumento o
ad un calo della temperatura, assumere specifidstue al fine di mantenere
equilibrato il bilancio tra termodispersione e tegenesi. Durante il sonno REM,
invece, I'atonia muscolare sopprime le rispostmteegolatorie posturali.

La relazione tra sonno e termoregolazione e paulgre durante la fase REM.
E in questa fase infatti che I'animale perde iltcollo omeostatico della temperatura. E
stato evidenziato che durante il sonno REM nelitale scompaiono alcuni
comportamenti termoregolatori che invece sono iattiwante la veglia e il sonno
NREM (Parmeggiani, 2003).

L’esposizione a basse temperature induce il boivddrante il sonno NREM,
mentre nella transizione dal NREM al sonno REMrivido scompare e la sua assenza
perdura per tutto I'episodio di sonno REM (Parmaggie Rabini, 1967). Anche
I'attivazione del BAT, utile come difesa dal freddoinefficace durante il sonno REM
rispetto al sonno NREM (Calasso et al., 1993). laepezione nel gatto e presente
durante il sonno NREM e scompare durante il sonBMRHendricks, 1982).

L'esposizione a Ta elevate induce polipnea durdnssnno NREM, mentre
guesta & soppressa gia nella transizione dal st;dRBM al sonno REM e tale
soppressione perdura per tutto I'episodio di soREM (Parmeggiani e Rabini, 1967,
Parmeggiani e Rabini, 1970). La sudorazione sirgasgurante il sonno NREM a Ta

neutra e alta, mentre risulta prima soppressa (Bewa et al., 1997) e poi depressa
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durante il sonno REM (Ogawa et al., 1967; Shapitrale1974; Sagot et al., 1987,
Dewasmes et al. 1997).

Anche nelluomo si osserva una notevole inibiziordelle risposte
termoregolatorie durante la fase REM. In individaposti a Ta neutra o elevata si nota
una diminuzione della sudorazione durante il soREd. In particolare, la perdita di
acqua per evaporazione cala bruscamente all'idigiconno REM, raggiunge il livello
minimo durante il sonno REM e risale rapidamenkz fahe dell’episodio. Questo dato
e indicativo della soppressione dei meccanismitteffieresponsabili della perdita di
calore.

La vasomozione in numerose specie di mammifeluémiza la perdita di calore.
Sia durante la veglia, sia durante il sonno NREMsghmbiatori di calore sono regolati
dal sistema nervoso simpatico, la cui attivita camin relazione alla Ta e alla
temperatura della regione preottica dell'ipotalarBostato evidenziato, al contrario,
durante la fase REM un comportamento anomalo geamozione cutanea. Si osserva
infatti vasocostrizione cutanea in animali espakttaldo e vasodilatazione cutanea in
quelli esposti al freddo, ovvero comportamenti vastwri che vanno contro alla
normale logica di termodispersione e termoconsé&maz Sembra che l'area preottica
ipotalamica sia responsabile di questa alterazione.

Studi anatomici e neurofisiologici hanno evidetziache Il'area preottica
dell'ipotalamo e il principale integratore delldanmazioni ipniche e termoregolatorie.
E questarea infatti che integra le informazionglsstati comportamentali, sulla Tc e
sulla Ta ed influenza di conseguenza gli stati cont@pnentali e la Tc. In questa area €
presente una popolazione di neuroni sensibili t@llaperatura. E stato dimostrato che
guesti neuroni sono attivi durante I'esposiziondl’aleémale ad una temperatura

termoneutrale e che la loro scarica aumenta iniwegua un riscaldamento locale
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(Nakayama et al., 1963). Tali neuroni possono nategtutte le informazioni termiche
che provengono dalla periferia con quelle registrat loco e conseguentemente
generare risposte termoregolatorie adeguate. Eriprafa qui che ha origine la
cosiddetta via termoeffettrice. Questi neuroni geetdono questa loro capacita durante
il sonno REM, infatti da studi effettuati sul gagoemerso che il riscaldamento ed il
raffreddamento di quest’area durante la fase REM oomportano alcuna risposta
termoregolatoria contrariamente a quanto avviemarde il sonno NREM e la veglia
(Parmeggiani e Franzini, 1971; Glotzbach e Hallér,6).

| meccanismi termoregolatori non sono quindi attivrante il sonno REM. |
processi del sonno REM in pratica annullano l'é#iivspecifica dei neuroni dell'area
preottica che é alla base delllomeostasi termicdtaVia, questo non mette I'organismo
in una condizione di pericolo poiché la durata degisodi di sonno REM € breve in
relazione all'inerzia termica del corpo e i mecsamidi risveglio sono sempre pronti ad
opporsi ad un’eccessiva modifica della temperadetanucleo corporeo, ripristinando il
controllo termoregolatorio da parte dell’area ptieat

Durante il ciclo NREM-REM si assiste, anche, gousfondo cambiamento delle
regolazioni fisiologiche delle funzioni cardiovata® (Parmeggiani 2005). Il sonno
NREM e caratterizzato da una sottoregolazioneattlita cardiovascolare di variabile
intensita dipendente dalla specie e dal livelldedetglia precedente. Nel gatto si assiste
ad una diminuzione della pressione arteriosa (Mafi et al.,1980) che manca nel
coniglio (Lenzi P. et al., 1987) e che € meno irsie nel ratto (Meunier JM et
al.,1988). Nei gatti, la frequenza cardiaca € matdenente diminuita (Baust W. et al.,
1969; Mancia G. et al.,1980), mentre il volumedisb rimane praticamente invariato
(Mancia G. et al.,1980). Si assiste, inoltre, ad wignificativa diminuzione nella

frequenza cardiaca nei ratti (Lacombe J et al.8188unier JM et al., 1988), ma tale
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diminuzione non e statisticamente significativa canigli (Lenzi P. et al., 1987). Negli
esseri umani si osserva una tonica diminuzionageéissione arteriosa (Snyder F et al.,
1964), tuttavia essa varia di intensita in differemdividui (Mancia G. et al., 1993). La
sensibilita del riflesso barocettivo € aumentatglinesseri umani (Conway J et al.,
1983). Nel gatto si osserva un lieve aumento dadladuttanza vascolare della cute
(Mancia G et al., 1980), nel letto vascolare me=&u, in quello iliaco e in quello
renale, inoltre si verifica un aumento della cotahi#a nel letto vascolare del coniglio
(Franzini C et al., 1982) e degli esseri umani @8ip JH etal., 1992; Noll G. et al.,
1994). Nel complesso, durante il sonno NREM i cam@nti nelle variabili
cardiovascolari si associano a quelli termoregolato una condizione motoria e
posturale quiescente (Parmeggiani PL., et al., 2005

Differenti fenomeni caratterizzano il sonno REM siegli animali, sia negli
esseri umani. La pressione arteriosa subisce unatoacalo nei gatti come risultato di
una pronunciata bradicardia associata ad un irnear@ume sistolico ed ad un aumento
nella conduttanza vascolare totale: l'aumento detladuttanza vascolare nel letto
cutaneo, in quello mesenterico e renale prevala sliminuzione della conduttanza
vascolare nell'arto posteriore (Mancia G. et &8Q Baccelli G. et al., 1974). Tuttavia
in accordo con altri studi, nei gatti (lwamura Y.a&, 1969) non é stata riscontrata una
caduta della pressione arteriosa, ed inoltre lalibaadia e l'ipotensione osservate
durante il sonno REM potrebbero essere un effeitoludga durata derivante
dall'intervento a cui sono stati sottoposti glimaali usati durante I'esperimento (Sei H.
et al., 1989; Sei H. et al.,1994). Di conseguetadrequenza cardiaca e la pressione
arteriosa sono piu alte nel sonno REM che nel soNREM. Questa condizione
cardiovascolare appare dipendere da influenze asepcefalo (Kanamori N. et al.,

1995). Nei conigli (Lenzi P. et al., 1987), neitirgfunqueira LF. et al., 1976) e negli
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esseri umani la pressione arteriosa aumenta 13shpgio dal sonno NREM al sonno
REM, ma questo aumento non € sempre relazionatmdiamenti consistenti nelle
variabili primarie, (per esempio frequenza cardiacnduttanza vascolare) (Coccagna
G. et al.,, 1971). Nel coniglio, le conduttanze letto vascolare renale e del grasso
sembrano essere diminuite durante il sonno REM Zillen et al., 1987). La scarsa
correlazione tra le variabili regionali e sisten@ciostra che l'integrazione centrale
delle funzioni cardiovascolari € alterata durahteonno REM. Infatti, la distribuzione
regionale del flusso sanguigno e marcatamente moathf se paragonata a quella
durante il sonno NREM (Cianci T. et al., 1991).Mamiabilita della frequenza cardiaca e
della pressione arteriosa € un'importante carstieai del sonno REM dei gatti (Gassel
M. et al., 1964; Guazzi M. et al., 1965), dei r@dltinqueira LF. et al., 1976), dei conigli
(Dufour R. et al., 1977) e degli esseri umani (Ggera G. et al., 1971) e puo associarsi
a movimenti rapidi oculari, twitches mioclonici,peobabilmente molto piu spesso ad
irregolarita respiratorie. Tuttavia questa varigdihon € soltanto il risultato diretto di
cambiamenti centrali nella regolazione del rilasmivonomico (Franzini C. et al., 1990;
Parrneggiani PL. et al., 1994); questi cambiamattittano indirettamente dei feedback
influenzando il controllo periferico delle variabitardiovascolari (Baust W. et al.,
1969). Pertanto I'interazione tra la variabilitd dentrollo centrale viscerale durante il
sonno REM e gli effetti centrali dei riflessi a#iv sono i fattori principali nella
generazione dell'instabilita della regolazione wasascolare del sonno REM
(Parmeggiani et al., 2005). Nei gatti, la pressiangriosa durante il sonno REM é
stabilizzata dai riflessi del seno aortico (IwamMreet al.,1969; Guazzi M. et al., 1965).
Infatti dopo denervazione del seno aortico, la goe®e arteriosa € moderatamente
diminuita durante la veglia rispetto a quanto osser in animali normali, durante |l

sonno NREM, ma diminuisce bruscamente durantenih@dREM. Questa diminuzione
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negli episodi del sonno REM potrebbe produrre isthecelebrale come rivelato dagli
appiattimenti dell'elettroencefalogramma e dallevedsioni motorie (Guazzi M. et al.,
1965). La marcata caduta della pressione artedopa denervazione del seno aortico
dipende dalla maggiore vasodilatazione nel letsxoktare splancnico (Mancia G. et al.,
1980; Baccelli G. et al.,, 1978). Rimozioni seladtidelle afferenze barocettive o
chemiorecettoriali mostrano che nei gatti I'ipotene arteriosa durante il sonno REM e
stabilizzata principalmente dal riflesso chemouettin quanto, in questa specie, il
riflesso barocettivo, € depresso (Mancia G. etlaB0; Knuepfer MM. et al.1986)

Nei ratti i riflessi barocettivi sono piu efficaai quelli del gatto nello
stabilizzare l'ipotensione del sonno REM. Nei rddti pressione arteriosa aumenta
durante il sonno REM, mentre dopo essere statioposti a denervazione
barorecettoriale, si osserva ipotensione, come evieilscontrato anche nei gatti
(Junqueira LF Jr. et al., 1976; Meunier JM. et B988). Tuttavia € difficile stabilire
quale sia il ruolo dei barocettori nel sonno REMaaisa degli effetti, di lunga durata,
causati dall'intervento a cui gli animali degli eementi sono sottoposti (Sei H. et al
1989; Sei H. et al 1994). | risultati degli studarbcettivi negli esseri umani
suggeriscono che bisogna essere cauti nell'intagpome di questi dati in quanto la
sensibilita del riflesso potrebbe o aumentare (Joie et al., 1982) o diminuire
(Conway J. et al., 1983), nel sonno REM. Tuttawarglo i risultati sono osservati nel
loro insieme, sembra probabile che la circolaziondifferenti specie, sia condizionata
da influenze centrali simili durante il sonno REMisogna tener presente che
I'eventuale pattern di cambiamenti delle variabdrdiovascolari potrebbe dipendere
anche dalle differenze specie specifiche dei sistBmegolazione (Gilmore JP. et al.,
1984; Cowley AW Jr. et al 1989). Tenendo in consid®ne il controllo dei centri

integrativi celebrali sulla regolazione cardiovdace (Behbehani MM. et al., 1996) del
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tronco encefalico, nei gatti la vasomozione termol&oria indotta dalla stimolazione
termica diretta della regione preottica ipotalandcaante il sonno NREM é soppressa
durante il sonno REM in accordo alla diminuzionelladerisposta dei neuroni
termosensibili della zona preottica ipotalamicaafAIMN et al., 1995). Inoltre, & stato
osservato che nei gatti durante il sonno REM sstesad una depressione del controllo
telencefalico (amigdala, corteccia frontale orlealsull'attivita cardiovascolare
(Frysinger RC. et al., 1984).

Alla luce dei dati sopracitati si puo concludehe cdurante il sonno NREM si
osserva un aumento relativo dell'attivita parastiopacon riduzione di quella simpatica
mentre, durante il sonno REM compaiono in modotteniatico aumenti improvvisi sia
dell’attivita parasimpatica, sia di quella simpatiParmeggiani e Morrison,1990). A
livello del sistema cardiocircolatorio nella faseREM si osservano ipotensione,
bradicardia e riduzione delle resistenze periferiChunqueria e Krieger, 1976), mentre
nella fase REM si ha un aumento della pressioneri@sg, un'alterazione della

sensibilita barocettiva e la comparsa di brusottigipressori (Coccagna et al., 1971).

4. IPOTALAMO LATERALE

4.1 ANATOMIA FUNZIONALE DELL'IPOTALAMO LATERALE

L’ipotalamo € una parte altamente integrativa dehckfalo che risulta essere
essenziale per la riproduzione, per 'omeostaserelg sopravvivenza. Andando dalla
parte rostrale alla caudale, lipotalamo e cogttudall’area preottica (POA),
dall'ipotalamo anteriore, dall’ipotalamo posteriore dalla regione mammillare.
L’ipotalamo pud comunque essere considerato comenposto dalle zone

periventricolare, mediale e laterale e tutte questgoni hanno differenti funzioni.
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Thompson e Swanson (2003) piu recentemente hawpotio una divisione funzionale
e neuroanatomica molto piu dettagliata, dal medaldaterale: 1) I'area motoria
neuroendocrina, la quale e adiacente al terzo igeldre contiene i neuroni motori
endocrini che si proiettano alla ghiandola pitu@gryosteriore e alleminenza mediana;
2) la regione periventricolare che contiene la détgncronizzazione circadiana e la rete
che genera i patterns visceromotori; 3) la porzidneontrollo comportamentale che
contiene molti nuclei coinvolti nel controllo di gwisi comportamenti ed e
maggiormente localizzata nella zona mediale; 43daa laterale (o area ipotalamica
laterale, LH) che rappresenta il punto di incrodelle strutture del prosencefalo,
dell'area mediale e periventricolare dell'ipotalantel tronco cerebrale e del midollo
spinale.

L'ipotalamo laterale €& stato inizialmente desorittcome centro
dell'alimentazione e della veglia in quanto modedinimali con lesioni dell'LH
mostrano ipofagia e diminuzione della veglia chessp conducono alla morte, ma
recenti studi hanno chiaramente rivelato che I'Ldthtcibuisce a regolare altri aspetti
fisiologici come il controllo del sistema nervosat@nomo, dello stress e del sistema
della ricompensa.

La caratterizzazione iniziale dell'ipotalamo latercome centro per 'assunzione
di cibo, suggeri che esso doveva interagire coiomeglel cervello che coordinano
guesto comportamento. Questa linea di pensierosgedwn intenso interesse nel
mappare la connettivita neuronale dellLH per mmgtiomprendere il suo ruolo
funzionale nella neurofisiologia e nel comportamenimediatamente si evinse che
I'LH proiettando attraverso connessioni polisinapé al cervello, regola anche bersagli

al di fuori di esso (Leinninger M. et al., 2011).
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L'area ipotalamica laterale, quindi € un ampiactafogenea zona con diversi
gruppi nucleari distinti e, grazie alle sue numerosnnessioni, riceve una vasta gamma
di informazioni interocettive ed esterocettive edmla funzioni cognitive, motorie
scheletriche, del sistema nervoso autonomo e d#énsa endocrino, del sistema
cardiovascolare e del tessuto adiposo bruno (Keriagt al., 2006) (Fig. 1). Questa
regolazione probabilmente coordina la motivazioneiando segnali adeguati alla
periferia, per esempio ai muscoli per cercare locial cuore e ai vasi per indurre
'aumento della frequenza cardiaca e della pressidel sangue per supportare il
sistema locomotore, e al tessuto adiposo bruntapgesa energetica.

Generalmente, l'area ipotalamica laterale puorestigisa in anteriore, tuberale
(all'incirca al livello dellipotalamo ventromed&l e nelle porzioni posteriori in base
alle sue connettivita efferenti, come descritto lpgprima volta da Saper (Saper CB et
al., 1979). Un'altra utile guida anatomica € il tgat di distribuzione delle due
popolazioni di neuroni che esprimono ipocretinaoonhone che concentra la melanina
(MCH ) (Swason IW et al., 2005).

Nell’ipotalamo caudale e mediale dei roditori, Hlgiace principalmente sopra
e lateralmente al fornice. Infatti le zone delltgdamo laterale sono spesso suddivise in
aree, sopra e intorno al fornice (zona periforica ventrale al fornice (la regione
subfornicale), e tali regioni differiscono nelladacconnettivita ( Hahn JD et al., 2010).

Soprattutto due fasci di fibre attraversano l'angetalamica laterale: il fascio
prosencefalico mediale che si estende dal tronccefalico al bulbo olfattivo,
integrando processi neuronali da diverse areeateklio, tra cui i neuroni ipotalamici
laterali (Nieuwenhuys R. et al., 1982), e il fomiccollegando il complesso
dell'ippocampo con i nuclei mammillari nell'ipotat® posteriore ventrale. Questo

rende difficoltosa l'interpretazione degli studi slimolazione elettrica e di lesione,
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dovendo considerare il coinvolgimento di fibre asfiehe di passaggio ( Nieuwenhuys
R et al., 1982).

Le afferenze all'area ipotalamica laterale sompestlassicamente studiate con
tecniche che utilizzano traccianti retrogradi. Datdifficolta nell'interpretare i risultati
ottenuti con l'uso di tali traccianti, che potrefibessere captati non solo dai terminali
degli assoni, ma anche da fibre di passaggio, beseipbe verificare i potenziali siti
afferenti con traccianti anterogradi. Sulla basdatk verifica, € stato dimostrato che
alcune delle afferenze all'area ipotalamica laget@nno origine da varie strutture
cortico-limbiche come quella prefrontale/orbitoftale, I'insulare, la corteccia olfattiva,
I'amigdala, la formazione dell'ippocampo, la cogthi del nucleo accumbens e le
strutture del tronco cerebrale, tra cui la maggante dei gruppi di cellule aminergiche
come il nucleo del tratto solitario (Simerly et, 41995).

Le afferenze dalla parte mediale dell'ipotala@wache se generalmente sparse,
sono funzionalmente molto significative, come adngsio, le proiezioni dal nucleo
arcuato dei neuroni che esprimono pro-opiomelanm@r(POMC) ed il trascritto
regolato dalla cocaina ed dall'anfetamina (CART3j deuroni che esprimono |l
neuropeptide Y (NPY) e il peptide correlato allateina Agouti (AgRP) (Elias CF et
al., 1998) (Fig. 2) .

L'area perifornicale nell'ipotalamo laterale rieawotevoli input NPY-ergici dal
nucleo arcuato, ed un'iniezione nell'area peritte di NPY provoca un forte aumento
dell'appetito (Stanley BG et al., 1993). Inoltretalla sua dimensione e complessita
strutturale, vi € una notevole connettivita alémio dell'ipotalamo laterale stesso, in
particolare ci sono proiezioni dalle porzioni ardara quelle posteriori (Sano H et al.,

2007).
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Recentemente, Sakurai e colleghi hanno usato utodmetransgenico per
mappare le popolazioni neuronali che hanno conmeisssinaptiche coi neuroni
ipocretinergici, confermando la maggior parte degchi risultati ottenuti con tecniche
di marcatura classiche (Sakurai T et al., 2005).(E). In un altro recente studio e stato
utilizzato il trasporto retrogrado di virus neumdici per mappare circuiti compresi
nell'area ipotalamica laterale. Tali studi hannelato proiezioni dal nucleo arcuato, in
particolare dalla porzione laterale contenenteurme POMC, alla corteccia insulare e
cingolata anteriore attraverso relé sinaptici aedh ipotalamica laterale (anche su
neuroni ipocretinergici ed MCH) e nella linea mexdiadei nuclei talamici. In modo
simile, le proiezioni che vanno dallipotalamo fate alla conchiglia del nucleo
accumbens originano sia dai neuroni del POMC clieNieY/AgRP (Kampe J. et al.,
2009)

L'ipotalamo laterale ha vaste proiezioni efferemtiutto il mantello corticale,
compresa la formazione dellippocampo, l'amigdalgangli basali e il talamo, il
mesencefalo e il ponte, il midollo spinale e ilnto encefalico, e a molti altri nuclei
ipotalamici (Ricardo JA et al., 1978; Ter Horst &Jal., 1987; Berk ML et al., 2009)
(Figg. 1 e 2). Queste proiezioni sono state rikevatilizzando iniezioni di traccianti
retrogradi, che hanno marcato i pericari nell'ifioteo laterale. Recentemente, sulla
base di studi di immunoistochimica, molte di tatbipzioni sono state confermate
utilizzando anticorpi per i neurotrasmettitori pdmi che sono prodotti quasi
esclusivamente nell'ipotalamo laterale come l'iptica e 'MCH (Saper CB et al.,
2000).

All'interno dell'ipotalamo laterale ci sono prama efferenti alla maggior parte
dei nuclei della zona ipotalamica mediale comecuato, il paraventricolare, il

dorsomediale, il ventromediale, e i nuclei ipotalamanteriori (Simerly RB, 1995). In
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particolare, & stato dimostrato che, i neuroni ligtiergici proiettano ai nuclei
dell'arcuato e paraventricolari (Lecea L et al9&)9

Mogenson e stato il primo a riconoscere che illem@ccumbens, con le sue
proiezioni efferenti all'ipotalamo laterale, pudrfme un'interfaccia tra la motivazione e
l'azione comportamentale (Mongenson GJ. et al.0)198 la sua idea di base é stata
ulteriormente sviluppata piu recentemente (GroegewdHJ. et al., 1996; Zahm DS. et
al., 2000). In maniera specifica, Zahm ha presentaia prospettiva neuroanatomica
integrativa e ha proposto un quadro concettualeviooante coinvolgendo questi
circuiti nelle risposte adattative generali (Zahns.Det al., 2000). Particolarmente
rilevante € la dimostrazione dell'esistenza di ificative proiezioni dal nucleo
accumbens all'ipotalamo. Come mostrato con variodiethe utilizzano traccianti,
queste proiezioni provengono principalmente daltanchiglia dell’accumbens e
terminano prevalentemente nell'ipotalamo lateratelarea perifornicale (Sano H. et
al., 2007; Otake K. et al., 2000). Oltre che cooigxioni dirette, il nucleo accumbens
puo influenzare la funzione ipotalamica attravelsssue estese proiezioni al pallido
ventrale, situato ventralmente al nucleus accumf@nsenewegen HG. et al., 1996), e
tramite l'area tegmentale peduncolopontina (Inglis et al., 1995). Il pallido ventrale
proietta direttamente all'area ipotalamica late(@menewegen HG. et al., 1993; Zahm
DS. et al., 1996), e questa proiezione potrebberessoinvolta nella regolazione

dell'assunzione di cibo indotta dall'accumbensaffird TR. et al., 1999).

4.2 PRINCIPALI POPOLAZIONI NEURONALI DELL'IPOTALAMO
LATERALE
L' ipotalamo laterale € composto da una complesteadi differenti popolazioni

di neuroni coinvolti in svariate funzioni fisiolaghe. Alcuni membri di queste
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popolazioni neuronali, vengono etichettati comessirzanti, ad esempio i neuroni
galaninergici, ipocretinergici ed MCH, mentre alrengono definite anoressizzanti,
come i neuroni che esprimono neurotensina e CART.

| neuroni che esprimono neurotensina non sonous&semente situati
nell'ipotalamo laterale, ma sono molto diffusi inagt’area (Beitz AJ et al., 1982). La
somministrazione centrale di neurotensina inibifassunzione di cibo tramite la
manipolazione del sistema mesolimbico dopaminerd@8) (Hawkins MF et al.,
1986; Cador M et al., 1986). Inoltre, I'azione aB®izzante della leptina induce
I'espressione della neurotensina (Sahu A., 1998uggerisce il coinvolgimento di
recettori che esprimono la leptina sui neuroni awmsinergici dell'ipotalamo laterale
(Leinninger GM. et al., 2008).

I neuroni che esprimono galanina sono stati di#iscome diffusi in tutto il
cervello, incluso l'ipotalamo laterale. Quando ttaéa nel nucleo paraventricolare, la
galanina stimola il consumo di cibo, particolarneedt dieta grassa ad alto contenuto
calorico e di alcol, inoltre il consumo di una dieti questo tipo stimola I'espressione
del gene della galanina con un sistema a feedbaskiyp (Barson JR et al., 2010).
Mentre la somministrazione di leptina e un’alimemae costituita da una dieta grassa,
non modificano I'espressione della galanina (BardBnet al., 2010), i topi con una
deficienza di galanina mostrano un’aumentata s#itgilalla leptina (Sahu A. et al.,
1998).

Molti studi hanno dimostrato che la galanina caetmodula anche il sistema
mesolimbico dopaminergico (DA), probabilmente tremi'azione della galanina
nell’area ventrale tegmentale (VAT) (Ericson E let B999) coinvolgendo le proiezioni
galaninergiche dal nucleo paraventricolare delta@mmo o dal locus coeruleus.

Tuttavia data l'intensa e specifica localizzazia®dla galanina e della neurotensina
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nell'area perifornicale dell'ipotalamo laterale,neuroni galaninergici in quest’area
potrebbero contribuire plausibilmente alla modwagzi del sistema mesolimbico DA
(Robinson JK et al., 2008). Inoltre e stato valuthtoinvolgimento della galanina nei
comportamenti legati allo stress e alla dipendetedarmaco (Hawes JJ et al., 2008)
che si pensa coinvolgano la trasduzione dopamicekgiicciotto et al,. 2010).

| neuroni che esprimono CART, sono sparsi neltif@mo laterale e in altre
zone del cervello. Iniezioni intracerebroventricoii CART inibiscono l'assunzione di
cibo. Mentre la leptina induce l'espressione d&NA di CART nel nucleo arcuato e,
in maniera piu moderata, nel nucleo dorsomediatelia parte mediale dell'ipotalamo

laterale. Il digiuno inibisce la suddetta esprassifKristensen P. et al,. 1998).

4.2.1 Neuroni ipocretinergici

Nel 1998, due gruppi, indipendentemente, scopoirgh stessi neuropeptidi
usando differenti strategie. Sakurai et al. (1998rono la farmacologia inversa per
identificare ligandi di recettori orfani accoppiati proteine G (GPCRS) strettamente
correlati. Dato che le iniezioni dei due liganddutevano l'assunzione di cibo, li
chiamarono ipocretine, dal greco "orekteos" clgaiica inducente l'appetito (Sakurai
et al., 1998).

Allo stesso tempo, de Lecea et al. (1998) isolardaei cDNAs selettivamente
espressi all'interno dell'LH. Due peptidi facerdirie dei cDNAs mostrarono omologie
sostanziali nella sequenza aminoacidica con l'oenpeptidico dell'intestino secretina.
Quindi chiamarono questi due peptidi "ipocretine’suggerirono che funzionassero
attraverso il sistema nervoso centrale come nesotettitori. Studi di clonaggio
molecolare hanno dimostrato che questi peptidivdan da una molecola precursore

comune, la PRE-PRO-Ipocretina che tramite protealiene scissa per produrre
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I'ipocretina A e lipocretina B (Sakurai et al., 989 Willie et al., 2001). Le ipocretine
costituiscono una nuova famiglia di peptidi, chen nmostra alcuna omologia con
nessun altro peptide precedentemente descrittdishefrutturali del peptide purificato
hanno mostrato che l'ipocretina A € un peptide costp da 33 amminoacidi, con un
residuo N-terminale di piroglutamile, 2 legami cponti disolfuro formati da quattro
residui Cys, e un’amidazione C-terminale. Questattsira € completamente conservata
in diverse specie di mammiferi (uomo, ratto, topane, maiale, mucca, pecora).
L’ipocretina B € un peptide lineare di 28 ammindacion un’amidazione C-terminale.
La parte C-terminale dell'ipocretina B € molto dera quella dell’ipocretina A, mentre
la parte N-terminale € molto variabile. Le attivitélle ipocretine sono mediate dai due
GPCRs, ovvero dai recettori ipocretinal-R e ipaga-R (conosciuti anche come
HCRT1-R e HCRT2-R). Il recettore ipocretinal-R haggiore affinita per l'ipocretina
A rispetto all'ipocretina B. Al contrario, il redete ipocretina 2-R ha affinita simile per
entrambi i ligandi.

Nel loro iniziale report Sakurai et al. (1998) desgero la struttura di questi
peptidi e dimostrarono che stimolano I'assunzioneilab. Successive indagini, svolte
nei ratti e nei topi, hanno confermato che quesiptipi stimolano [I'attivazione
fisiologica e comportamentale dell’organismo e pepto (Edwards et al.,, 1999;
Hayanes et al., 2000, 2002), infatti & stato dinadstche I'mRNA della prepro-
ipocretina € sovra espresso in condizioni di digjundicando che questi neuroni, in
gualche modo, percepiscono lo stato del bilancergatico dell'animale (Sakurai et al.,
1998). Recentemente, si e scoperto che il fattomaskrizione dell'ipocretina a2, target
a valle del pathway di segnalazione dell'insuli@agoinvolto in questa regolazione
trascrizionale (Silvia et al., 2009). Inoltre, gtieseuropeptidi sono implicati nella

regolazione dell’'emozione, nellomeostasi energedmella dipendenza (Yamanaka et
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al., 2003; Akiyama et al., 2004; Boutrel et al.020 Narita et al., 2006; Sakurai, 2007).
E stato dimostrato che le ipocretine partecipanta akgolazione dell’attivita
locomotoria (Yamanaka et al.,, 2003) e prendono epahche all'integrazione
cardiovascolare e locomotoria in risposta a staessi (Zhang et al., 2006). Infatti, la
somministrazione intracerebroventricolare di iptioee A porta ad un aumento della
pressione arteriosa e della frequenza cardiaceatiein stato di veglia (Samson et al.,
2007).

| neuroni sintetizzanti ipocretina sono collocasiclusivamente all’interno dei
nuclei ipotalamici laterale (LH) e dorso medialeMB) (Sakurai et al., 1998; Swanson
et al., 2005), ma inviano estese proiezioni a tigtacefalo (Peyron et al.,1998; Nambu
et al.,1999) (fig.3).Tramite tecniche di ibridazione in situ & stato o&tmato che i
recettori 1 e 2 per lipocretina differiscono nel@o distribuzione. L'mRNA del
recettorel e stato osservato in diverse regioriedekfalo incluso: I'ippocampo, il
nucleo talamico paraventricolare, il nucleo ipataitzo ventromediale, il raphe dorsale,
e il locus coeruleus, mentre 'ImRNA del recettoge@rominente in una distribuzione
complementare che include la corteccia cerebrgeptampo, il raphe dorsale e alcuni
nuclei ipotalamici comprendenti i nuclei: paravetlare, tuberomammilare e

premammilare ventrale (Marcus et al.,2001).

4.2.2 Neuroni MCH-ergici

All'interno dell'ipotalamo laterale, i neuroni ®fzzanti ipocretina, sono
frammisti a quelli che sintetizzano I'MCH. Questaied popolazioni di neuroni
ipotalamici sono localizzate nella stessa area,sor@ neurochimicamente distinte,
infatti cellule MCH positive non sintetizzano ipetine e viceversa (Bayer et al., 2002;

Swanson et al., 2005). L'MCHpcalizzato anch'esso nell’ipotalamo laterale, \dedal
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precursore PRE-PRO-MCH (Bittencourt et al., 1992yICH e stato originariamente
scoperto nei pesci e negli anfibi dove regola inbeamento del colore della pelle,
importante fattore di adattamento ambientale. tapldai primi studi € emerso che la
concentrazione del’'MCH nel plasma varia con gést ambientali, deponendo a favore
di un meccanismo d'azione che coinvolge il circysatalamico (Green J et al., 1991).
Successivamente e stato identificato anche nei nii@mmei quali si pensa che regoli il
bilancio energetico (Pissions et al., 2006). Nalitayi, 'MCH agisce via proteine G
accoppiate a recettori MCH R1, ed € espresso utste olfattive, nel DR, nel VMH,
nel PV, nell'area limbica (incluso il setto e I'ga@la) e anche densamente nella
porzione esterna del nucleo accumbens (NAc) (Chetngl., 2009). Esseri umani e
primati esprimono anche un secondo recettore (MOQHRZa la sua importanza
nell'azione del’'MCH rimane ancora largamente ssoia (Bednarek et al., 2002).

| neuroni MCH si possono dividere in due sottogiupquello che contiene
glutammato e il sottogruppo GABAergico che coespridART (Yuan C et al., 2010).

L'MCH e stato caratterizzato come neuropeptidexioergico che regola
'omeostasi energetica. La sua azione e mediataat@ente, dove trattamenti acuti
promuovono l'assunzione di cibo e di acqua neitoodiClegg et al., 2003). Trattamenti
cronici di MCH o di un agonista dei recettori MCHR@mentano l'assunzione di cibo
ed il peso corporeo (Shearman LP et al., 2003nduzione nei topi di una sovra
espressione di MCH, causa obesita, mentre topiasdMZH sono magri a causa
dellipofagia e di un aumento del metabolismo, sihiscono una frequenza cardiaca
elevata che suggerisce un aumento del tono sinop@Borowsky B. et al., 2002).

Gli antagonisti dei recettori MCHR1 riducono ilnsumo di cibo e il peso

corporeo e aumentano la depressione e l'ansiaodion. Infatti, gli MCH hanno un
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ruolo nel potenziare I'assunzione di cibo indotihadstress (Pankevich DE et al., 2010)

(Borowsky B. et al., 2002).

4.2.3 Relazioni tra neuroni iporetinergici e neuronMCH-ergici

Nel loro insieme, questi dati suggeriscono ch@deietine e 'MCH partecipano
alla coordinazione delle attivita dei sistemi soonabtori e autonomici. |
premotoneuroni simpatici (SPNs) sono distribuiti tuito il tronco dell’encefalo; i
maggiori cluster di questi neuroni si trovano atérno di alcune aree e regolano
I'attivita del sistema nervoso autonomo in rispaata stress (Kerman et al., 2006). Fra
queste aree ci sono anche i neuroni che sintetizgmtretina e i neuroni sintetizzanti
MCH (Bittencourt et al., 1992; Sakurai et al., 1998 e ipotizzato inoltre che un solo
sottoinsieme di neuroni ipocretinergici e MCH swliy ruolo di SPNs. Attraverso
alcuni studi € stato dimostrato che sebbene | meWICH positivi siano distribuiti in
tutto I'LH, formano due chiari raggruppamenti. ltirpo cluster di neuroni MCH ¢
localizzato intorno al fornice (regione periforiEga mentre il secondo cluster si trova
intorno al peduncolo cerebrale (regione peripen@dmey Sebbene i neuroni che
sintetizzano ipocretina occupino una simile aréamtrno dell’LH, la massa di questi
neuroni € in una posizione piu mediale rispett@ aéllule MCH positive. Infatti
all'interno della regione perifornicale le cellulpocretina positive sono prevalenti
rispetto a quelle MCH positive. Dunque gli SPNs MGH ipocretina positivi
comprendono popolazioni neuronali separate, oviveguroni ipocretina-positivi sono
distribuiti maggiormente all'interno della regioneerifornicale dell’LH, mentre gli
SPNs MCH positivi si trovano primariamente all'ime della suddivisione
peripenduculare. Inoltre i due gruppi neuronalir@obero avere due ruoli differenti: gli

SPNs perifornicali ipocretinergici probabilmentertpaipano, o meglio, sono attivi
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durante il comportamento attivo motivato, ovveraituazioni di stress eludibile, come
la presenza di un rivale o un predatore; gli SPNMsppnduculari MCH positivi
partecipano probabilmente all’adattamento passiveero di fronte a fattori di stress

incontrollabili e inevitabili, come un profondo @oé muscolare ( Ida T. et al., 2000).

4.3 MODULAZIONE DELL'ATTIVITA DEI NEURONI IPOCRETIN  ERGICI

Studi elettrofisiologici hanno identificato diversnodulatori che regolano
I'attivita dei neuroni ipocretinergici. Studi nepi hanno dimostrato che l'agonista del
recettore ionotropo del glutammato attiva i neurapocretinergici, mentre dli
antagonisti riducono la loro attivita (Li et al.Q@; Yamanaka et al., 2003b). Questi
risultati indicano che i neuroni ipocretinergicnsotonicamente attivati dal glutammato.

La dopamina, la noradrenalina e la serotoninapidarizzano e inibiscono i
neuroni ipocretinergici tramite, i recettori alpha-HT1 (Yamanaka et al., 2003b;
Muraki et al., 2004; Li and van den Pol, 2005).dfonche la dopamina potenzialmente
agisce sia sui recettori dopaminergici, sia suetteci adrenergici alpha-2 (Li et al.,
2005). Infatti, l'iperpolarizzazione indotta datlapamina probabilmente € mediata dai
recettori alpha2-adrenergici, essendo necessarialtaunconcentrazione di questo
neurotrasmettitore per indurla. Inoltre gli antaigtin alpha2 adrenergici, come
I'idazipocretinaanjnibisconol'iperpolarizzazione indotta dalla dopamina (Yananeat
al., 2006).

Recentemente, € emerso che lipocretina € in gmideccitare i neuroni
ipocretinergici tramite i recettori ipocretina 2R'amanaka et al., 2010). Questo
suggerisce che i neuroni ipocretinergici formano aircuito a feedback positivo
attraverso vie dirette ed indirette, per preserlarete dei neuroni ipocretinergici ad un

livello elevato di attivita o per un lungo lassaeinpo.
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Recentemente e stato rilevato che i neuroni ipmemgici esprimono recettori
per la glicina e che questa inibisce lattivita tiElea dei neuroni ipocretinergici
direttamente ed indirettamenfidondo et al., 2011; Karnani et al., 2011b). Irel&
stato evidenziato che la neurotensina, una fornmléatata della colecistochinina,
I'ossitocina e la vasopressina attivano i neurgoicretinergici, mentre il muscimolo,
cellule (Tsujino et al., 2005).

Altri fattori che influenzano l'attivita dei neuroipocretinergici sono: il fattore
di rilascio la corticotropina (Winsky- Sommereragt, 2004), I'ATP (Wollmann et al.,
2005), il NPY (Fu et al., 2004), la fluttuaziond tieello di pH e di CQ (Williams et
al., 2007). E degno di nota che i fattori influethzdall'assunzione di cibo, come il
glucosio, la grelina e la leptina, inibiscono Iata dei neuroni ipocretinergici
(Yamanaka et al., 2003a). La grande varieta deorfathe regolano l'attivita dei
neuroni ipocretinergici dimostra il ruolo d’integrane svolto da questi neuroni nel

monitorare il ritmo circadiano, il bilancio energet e il livello di vigilanza.

4.3.1 Ipotalamo laterale e controllo della leptinaui neuroni ipocretinergici

La leptina € un ormone anoressizzante, prodotgh dalipociti e secreto nel
circolo, che regola 'omeostasi energetica e itesi mesolimbico DA. Il sistema
mesolimbico DA regola i comportamenti legati akorgenza di dipendenza, in parte,
attraverso azioni dirette che coinvolgono I'LH.

Tra le popolazioni neuronali dellLH regolate @aleptina ritroviamo: quelle
che contengono i neuroni MCH, quelle che contengomeuroni ipocretinergici e

quelle che esprimono il recettore per la leptinepRb.
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Nel 1950 il Jackson Laboratory identifico una &ndi topi che presentava una
profonda iperfagia, obesita, infertilita e una savéperglicemia con conseguente
diabete. Succesivamente e sato dimostarto chdiditdgenetico caratterizzante questo
fenotipo era dovuto ad una mutazione sul cromosérdal gene dell’'obeso (ob) e che
tale gene produce leptina (Zhang, 1994).

Il ruolo che la leptina svolge nel controllo delabcio energetico € stato
sottolineato da alcuni esperimenti condotti in todio in esseri umani iperfagici e
obesi leptina-deficienti, che descrivono la noramzione del fenotipo dopo
trattamento con leptina (Farooqi IS et al., 1998tads JL et al., 1995).

Nel 1965 é stata identificata una mutazione geaetil cromosoma 4 in un altro
topo obeso, conosciuto come db/db (Whiate DW et1897). Coleman e colleghi
hanno descritto le differenze tra le linee obeselnk db/db di questi topi in unione con
dei topi normali, osservandone poi il fenotipo ligate (tecnica nota come Parabiosis).
La parabiosis di un topo ob/ob con un topo normadgro conduce ad un fenotipo col
peso corporeo ridotto grazie al ripristino di unttdee circolatorio mancante,
successivamente rivelatosi essere la leptina,ttodal genoma del topo magro. Mentre
la parabiosis di topo db/db e uno normale e magrorisulta in una perdita di peso nel
db/db, suggerendo che il fenotipo obeso non e taudalla mancanza di leptina
circolante, ma probabilmente & dovuto a qualch®ratnecessario per la trasduzione
del segnale leptina. Infatti, com'e stato verificat esperimenti successivi, il gene db
codifica per la forma lunga del recettore leptio/ero LepRb (Bahary N. et al., 1990),
la leptina, quindi, si lega alle cellule che esmimo LepReb (White DW et al., 1997;
Kloek C et al., 2002; Tartaglia LA et al., 1997).

L'azione svolta dalla leptina € mediata da popolasizdi neuroni che esprimono

LepRb, diffuse all'interno dell’encefalo (Cohend.al., 2001; Scott MM et al., 2009).

67



All'interno del mesencefalo ci sono molte popolaziseuronali che esprimono LepRb.
Tra queste popolazioni ritroviamo: il raphe dors@dR) e il grigio periacqueduttale
(PAG), il raphe mediano, il nucleo di Edinger-Wéwstpe anche la VTA (Scott MM et
al., 2009; Leshan RL et al., 2010). Popolazioniraeali che esprimono il recettore
LepRb si trovano anche nell’area mediale preot(d&OA) e nel nucleo del tratto
solitario (NTS), ma e l'ipotalamo che contiene iaggior numero di neuroni LepRb
distribuite in aree come quella ventromediale (VM#)rsomediale e quella dei nuclei
premammillari (PMn), come anche quella dell'ipotata dorsomediale (DMH) e
dell’LH.

In passato, l'ipotalamo laterale é stato idemtiiccome “centro dell’appetito”,
mentre il VMH e stato identificato come “centro ldekazieta” (Stellar E., 1954),
invece, attualmente, piu che una settoriale corexiiene delle funzionalita, si
considera l'esistenza di una rete di interazioniro@ali che genera risposte integrate.

L’'arcuato rappresenta un importante centro perstjogerazione. | neuroni
dell'arcuato sono sensibili a differenti indicatperiferici dello stato metabolico quali:
la leptina, la grelina (ormone prodotto dallo stom&he stimola I'appetito prima dei
pasti e a digiuno) e l'insulina (Schwartz MW et 2000). La maggior parte dei neuroni
che esprimono i recettori per la leptina sono ragadalla leptina stessa. | neuroni
dellarcuato producono anche la pro-opiomelanogarti(POMC) neuropeptide
anorexigenico, che é il precursore dell'alpha-MSiimone stimolante melanociti), e
sono attivati dalla leptina.

| neuroni dell’arcuato che esprimono il neuropeptil (NPY) ipocretinergico e
'’AgRP sono invece inibiti dalla leptina e attivatlalla grelina. 1II NPY €& un
neurotrasmettitore composto da 36 amminoacidi edatente stimolatore dell’appetito

con un effetto considerevole anti-anoressizzaateerite parte della famiglia del peptide
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pancreatico (Tatemoto k., 1982). Il NPY & espresswarie regioni dellLH ed e
coinvolto in numerosi processi fisiologici che imdbno 'omeostasi energetica (Morris
BJ, 1989). | neuroni LepRb non coesprimono MCH aciptina e rappresentano una
popolazione unica nell’LH.

| neuroni LepRb dellLH sono maggiormente distribura le popolazioni
neuronali ipocretinergiche all'interno dell’areariparnicale e entrambi sono circondati
dai neuroni MCH. Un trattamento acuto con leptimaiduisce I'espressione di MCH
(Sahu A et al., 1998), invece topi con un deficiteghtina aumentano I'espressione di
MCH e MHCRL1, che viene ridotta in seguito a tragaho con leptina (Tritos NA et al.,
1998). Topi con carenza di MCH sono ipofagici e magio suggerisce che i segnali
provenienti dai neuroni MCH e dalla leptina si goiaizzano (Shimada M et al., 1998).
Topi con carenza sia di MCH che di leptina, pesaleno rispetto a topi carenti solo di
leptina (ob/ob), invece la carenza sia di MCH chieptina porta ad un aumento della
spesa energetica e dell’attivita locomotoria, chmdj potenzia negli animali la perdita
di peso (Segal-Lieberman G et al., 2003).

Immediatamente dopo la sua scoperta, lipocretinata@da studiata come
probabile punto di regolazione del sistema anazeasie leptinico. La riduzione della
leptina, tramite un digiuno acuto, porta all'aunsedell’espressione del neuropeptide
ipocretina e del recettore di tipo 1 e aumentaglut sinaptici eccitatori sui neuroni
ipocretinergici. Al contrario il trattamento con pteha inibisce I'espressione
dell'ipocretina e I'attivita neuronale negli aniinalormalmente alimentati, in parte
riducendo gli input eccitatori sui neuroni ipocnetigici (Cai XJ et al.,, 1999). La
distruzione del segnale leptina comunque dereddestema ipocretinergico, infatti i
roditori obesi, con ablazione genetica del seghfghtina (topi ob/ob e db/db, e ratti

fa/fa), hanno una riduzione dell’espressione dcipbna che viene ripristinata a livelli
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normali attraverso trattamenti con leptina (Yamamétet al., 2000; Louis GW et al.,
2010).

Negli uomini obesi, i livelli di ipocretina sonaentati dalla perdita di peso e
dal ripristino della sensibilita alla leptina (Bsky J et al.,2007). Inoltre I'espressione di
ipocretina, di per sé, non e un indicatore dell&pp, infatti la sovra espressione di
ipocretina protegge gli animali da una dieta cheduge obesita associata alla
diminuzione dellattivita locomotoria e alla ridwrie dell'assunzione del cibo.

L’aumento dell’'espressione di ipocretina potenaigperdita di peso data dal
trattamento con leptina (Funato H et al., 2009)Itia la presenza di leptina € cruciale
per I'azione dellipocretina, infatti la sovra esgsione di ipocretina non protegge da
una dieta che induce obesita i topi leptina-defiti@-unato H et al., 2009). Tutti questi
dati suggeriscono che il controllo esercitato d#latina sui neuroni ipocretinergici
necessario per un adeguato bilancio energeticocl@&téemerge dai dati trattati fin'ora e
la visione dell'ipotalamo laterale come integratdedle risposte fisiologiche a stimoli
quali cibo, droghe e stress. Pertanto non e sol@mem centro di controllo
dell'assunzione di cibo, com'e stato storicameasenitto, ma piuttosto un regolatore di
funzioni, come [l'attivita locomotoria e la spesaergetica, e quindi un integratore

fondamentale del bilancio energetico.

4.3.2 Neuroni ipocretinergici e glucosio

Il mantenimento di livelli adeguati di glucosio eaessario come fonte primaria
per la sopravvivenza. Esistono meccanismi cergrakeriferici che hanno il compito di
regolare i livelli di glucosio, innescando cambianthnedattativi nel rilascio ormonale,
nelle diverse funzioni del cervello, e nel comporgato alimentare. Grazie al lavoro

pionieristico del ricercatore giapponese Yutaka @@msono stati identificati e
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caratterizzati neuroni sensibili al glucosio nedtaima nervoso centrale e periferico,
incluso l'ipotalamo laterale. | neuroni sensibili glucosio sono stati classificati in
cellule glucosio-inibite (GI- cellule che in risgasad un aumento della concentrazione
di glucosio diminuiscono la loro attivita elettrjca cellule glucosio-eccitate (GE-
cellule che aumentano la loro attivita elettrica risposta ad un aumento della
concentrazione di glucosio) (Anand BK et al., 19@Zarton LE et al., 2007).

Specificamente é stato dimostrato che, concenotaiisiologicamente elevate
di glucosio diminuiscono l'eccitabilita ed inibisaoi neuroni ipocretinergici, mentre le
stesse concentrazioni aumentano I'eccitabilitindaroni MCH, che sono frammisti ai
neuroni ipocretinergici, cio connota la natura @I deuroni ipocretinergici e GE dei
neuroni MCH. Inoltre si e constato che una distitapolazione di neuroni
ipocretinergici esibisce solo una transiente rispasibitoria ad un aumento sostenuto
del livello di glucosio permettendo ai neuroni caltii di mantenere la sensibilita a
piccole fluttuazioni di glucosio (Burdakov D et,aD05).

Recentemente é stata identificata, nell'ipotalaaterdle, una sottopopolazione
di neuroni GI, ipocretina negativa (Liu XH et &0Q01), che esprime il neuropeptide Y
(NPY). Diversi studi su topi transgenici, condotttilizzando la proteina verde
fluorescente (GFP) posta sotto il controllo detgingenti regolatori del trascritto NPY,
hanno identificato la distribuzione anatomica dekdule NPY nellLH ( Roseberry et
al.,2004). Inoltre, sono state descritte le loroppieta neurochimiche ed elettriche, la
loro attivita in risposta a digiuno e a ipoglicemiasulino indotta, e la risposta
elettrofisiologica indotta a livello cellulare dalpresenza di glucosio extracellulare (von
de ol A.N. et al., 2009), la quale é stata poi oomifata con quella dei sensori glicemici
dei neuroni ipocretinergici e dei neuroni MCH. Ee¥so che il NPY, lipocretina e

I'MCH vengono espressi in popolazioni non sovrappad!interno dell'ipotalamo
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laterale. Gli studi hanno anche rivelato che las#®iita al glucosio dei neuroni NPY
dellLH é significativamente differente da quellaidsicini neuroni ipocretinergici ed
MCH, suggerendo che le cellule dell'LH che esprimdPY rappresentano una nuova
popolazione di neuroni glucosio sensibili, cheviene nella rete cerebrale di controllo

del metabolismo (Marston O.J.. et al., 2011)

4.3.3 Ipocretina e controllo dell'attivazione fisidogica e comportamentale

Le ipocretine sono due neuropepetidi prodotti leseimente da un cluster di
neuroni dell'LH, attivi durante il periodo di veglide Lecea L et al., 1998; Sakurai et
al., 1998). | neuroni ipocretinergici proiettandoro assoni attraverso tutto I'encefalo
(Peyron et al., 1998; Nambu et al., 1999), il cnggerisce la varieta delle loro funzioni.

Sono state osservate numerose proiezioni alleomeghe sono correlate al
mantenimento dello stato di veglia come: il nuctswotoninergico del raphe dorsale
(DR), il nucleo noradrenergico del locus coerulduf), i nuclei dopaminergici
dell'area ventrale tegmentale (VTA), il nucleo mstiaergico tubero mammilare (TMN)
(Peyron C et al., 1998; and de Bourgin P. et @020inoltre il ruolo svolto dai neuroni
ipocretinergici nella promozione della veglia e dmnziato anche dalla proiezione
eccitatoria che inviano ai neuroni colinergici daiclei prosencefalici della base
(Eggermann et al., 2001), un'area di fondamentapeitanza per il mantenimento dello
stato di veglia (Alam et al., 1999).

Topi transgenici per il precursore del peptide rptinergico, per il recettore
ipocretinergico e con l'ablazione dei neuroni iggrergici, mostrano seri problemi
nella regolazione del ciclo veglia-sonno (Chemetlal.,1999; Hara et al.,2001; Willie
et al.,2003). Coerentemente con cio che si ossev#opi transgenici, la mancanza di

ipocretina si associa negli esseri umani alla @as®della narcolessia, patologia in cui

72



si assiste al manifestarsi di sintomi quali I'ijp@mia diurna, la cataplessia, le
allucinazioni ipnagogiche e la paralisi da sonnkiho et al.,2000; Peyron et al.,2000;
Thannickal et al., 2000). Inoltre il numero dei reu ipocretinergici € fortemente
ridotto nei pazienti narcolettici, e il livello dgdeptide nel fluido cerebrospinaée
diminuito a livelli non rilevabili (Nishino et al2000; Peyron et al., 2000; Thannickal et
al., 2000).

Nuovi studi che usano l'optogenetica, una sciennargente che combina
tecniche ottiche e genetiche di rilevazione, allop® di sondare circuiti neuronali
all'interno di cervelli intatti di mammiferi e diltea animali, in tempi dell’'ordine dei
millisecondi, hanno rivelato i ruoli fisiologici d@euroni ipocretinergici in vivo. La
fotostimolazione diretta selettiva dei neuroni iimergici che esprimono il canale 2
della rodopsina, aumenta la probabilita della frmose dal sonno non-REM o REM
alla veglia (Adamantidis et al., 2007) ed attivamuiclei promuoventi la veglia come |l
LC e il TMN (Carter et al., 2009). E stato anchend$trato che l'inibizione diretta
selettiva dei neuroni ipocretinergici che esprimdatmrodopsina induce sonno NREM
(Tsunematsu et al., 2011).

Recentemente, sono state utilizzate proteine riaturaodificate per regolare l'attivita
di specifici circuiti neuronali in vivo. Ad esempituso di recettori costruiti attivati
esclusivamente da farmaci costruiti (Designer R&cspEXxclusively Activated by
Designer Drugs approach "DREADD" ). Questo metodwplica lI'uso di recettori
muscarinici modificati, hM3Dq per la stimolaziondkl4Di per l'inibizione, che hanno
perso la loro affinita per I'acetilcolina endogerma che possono essere attivati da un
ligando sintetico (clozapina-N-osside) che pucaatirsare la barriera ematoencefalica
(Armbruster et al., 2007; Alexander et al., 2008s&ki K et al., 2011). Dato che la

stimolazione o l'inibizione col metodo DREADD ha effetto piu lungo di quelle
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osservate con l'optogenetica, la DREADD rende adild I'esame degli effetti cronici

della modulazione dell'attivita di specifici neuron

Usando questa tecnica, e stato descritto che thecmne dei neuroni
ipocretinergici aumenta in maniera significativajleantita del tempo trascorso in veglia
e diminuisce il tempo trascorso in sonno NREM aanno REM, mentre ['inibizione
dei neuroni ipocretinergici diminuisce il tempodtarso in veglia e aumenta quello
trascorso in sonno NREbasaki et al., 2011).

| neuroni ipocretinergici proiettano estesamentenaclei peduncolo-pontini
tegmentali (PPT) e ai nuclei laterodorsali tegmieita D) che a loro volta proiettano
numerose afferenze colinergiche a diverse areeededifalo che giocano un ruolo
chiave nella regolazione del sonno REM e dellaiagdeyron et al., 1998; Nambu et
al., 1999). Infatti, tramite esperimenti elettrafiegici, € stato dimostrato che la
frequenza di scarica dei neuroni colinergici e autiai@ dall'ipocretina A (Burlet et al.,
2002). Microiniezioni, effettuate nei gatti, di igetina A nellLTD aumentano la
quantita di veglia e diminuiscono la quantita dnso REM (Xi et al., 2001). Questo
chiaramente dimostra l'importanza del sistema giowrgico nella regolazione del
ciclo veglia-sonno. Molti esperimenti farmacologeil elettrofisiologici convergono
sull'idea che il sistema ipocretinergico agisca eonm sensore che imposta la soglia
dell’attivazione fisiologica e comportamentale etianismo, integrando i vari segnali
omeostatici (Sutcliffe JG and de Lecea L, 2002, 0ngoet al.,, 2012). La questione
comunqgue permane, ovvero se il rilascio endogemaodretina sia sufficiente a indurre
la veglia. La stimolazione ripetuta dei neuroniapinergici aumenta il numero delle
transizioni della veglia, suggerendo un meccanisinmodulazione con cui il sistema
ipocretinergico promuove l'avvio dell'attivazioneisiblogica e comportamentale

dell'organismo attraverso il sistema noradrenergi®tire a influenzare lo stato di
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veglia, i neuroni ipocretinergici sono attivi inaiwvarieta di situazioni fisiologiche, la
maggior parte pud essere associata con i diveasi dgell’attivazione fisiologica e
comportamentale, come il controllo del sistema icambkcolare, la regolazione
neuroendocrina, I'attivita locomotoria, il dolordoestress.

Per attenuare i sintomi dei disordini del sonn@ssp vengono somministrati
psicostimolanti, come le anfetamine, in pazientcakettici. E interessante notare che,
in questi pazienti, raramente si assiste allo pptudi farmaco dipendenza. Questo
suggerisce che il sistema ipocretinergico medisdigenza della dipendenza da
farmaco. L'ipotalamo laterale, dove sono localizzateuroni ipocretinergici, € una
regione del cervello storicamente implicata nelmmpensa e nella motivazione, e i
neuroni ipocretinergici proiettano diffusamenteeadiree del cervello come il LC, il
nucleo accumbens, e la VTA (Fadel and Deutch, 2606@)sono implicate nella risposta
comportamentale all'abuso da farmaci.

L'ipocretina attiva direttamente i neuroni dopamgina della VTA (Nakamura
et al., 2000; Korotkova et al., 2003). IniezionM® locali infusioni di ipocretina nella
VTA inducono comportamenti motivati o da ricompedsaibo o da farmaco (Sakurai
et al., 1998; Boutrel et al., 2005; Harris et 2005) .

Per quanto concerne il controllo del sistema caasioolare, e stato dimostrato
che iniezioni intracerebroventricolari di ipocretinumentano la pressione cardiaca e la
frequenza cardiaca (Shirasaka et al., 1999), e tiqwdketti sono aboliti dalla
somministrazione dell'antagonista dei recettori halpadrenergici, prazosina, o0
dell'antagonista dei recettori beta-adrenergi@ppanololo, mentre topi transgenici che
mancano del peptide ipocretina mostrano una pmssanguigna piu bassa rispetto ai
controlli (Kayaba et al., 2003; Zhang et al., 2006dltre esperimenti recenti mostrano

come le iniezioni di ipocretina nel raphe, inducamo significativo aumento della
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pressione sanguigna e della frequenza cardiacan{l.amd Carrive, 2012). Questi
risultati suggeriscono che lipocretina stimolaiolisgicamente il sistema nervoso
autonomo e regola la spesa energetica.

Soprattutto a causa della localizzazione dellergtne nell’'LH, considerato il
centro dell’alimentazione, si penso che il lorolouprimario fosse legato all’assunzione
di cibo e allomeostasi energetica. Infatti, i pristudi farmacologici sui neuroni
ipocretinergici erano legati alla regolazione dgipetito. La somministrazione
intracerebroventricolare di ipocretina A o ipoanetiB aumentava nei ratti 'assunzione
di cibo ( Sakurai et al., 1998).

Anche se tutto cio supporta il ruolo fisiologico ecthanno le ipocretine
nell'assunzione di cibo, una revisione attenta wesqi studi suggerisce che ['effetto
osservato potrebbe essere attribuito ad un incremeell’attivazione fisiologica e
comportamentale. Ad esempio la maggior parte dsldi che ha dimostrato un
aumento dell’assunzione di cibo, ha utilizzato desprafisiologiche che aumentano
anche lattivita locomotoria e il comportamento lesgtivo di ricerca. | neuroni
ipocretinergici sono localizzati nel centro del wolo dell’appetito e esibiscono una
connettivita reciproca con il circuito ipotalamicbe regola il metabolismo, compresi i
neuroni ipocretinergici nel nucleo arcuato che iespno il neuropeptide Y e le cellule
anoressizzanti che esprimono pro-opiomelanoco(itias CF et al., 1998). Similmente
ai neuroni dell'arcuato, I'attivita ipocretinergiéadirettamente modulata da componenti
periferiche che regolano lo stato metabolico, trala leptina, il glucosio e la grelina
(Adamantidis A and de Lecea L, 2008).

Sulla base della letteratura esistente, la praleifunzione delle ipocretine
potrebbe essere il loro coinvolgimento nella regolae del ciclo veglia-sonno e la

modulazione del comportamento. | neuroni ipocregioeé ricevono numerosi input dai
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circuiti omeostatici autonomici ed endocrini, irglliquelli del ciclo circadiano. La
somministrazione cronica ICV (sette giorni) di ipetna A nei ratti, non modifica la
normale assunzione di cibo e non causa obesitirandivelli di glicemia, colesterolo
totale e acidi grassi liberi sono nella norma (Yaaika A et al., 1999). Tuttavia e degno
di nota che la somministrazione cronica di ipoa@tA induce una differente risposta
nell'assunzione di cibo in funzione del ciclo deineo. Durante la fase di “riposo”
diurno, gli animali trattati imangono svegli, e laoprobabilmente come conseguenza
mostrano un aumento del consumo di cibo. Cosi lenimtransitorio dell’assunzione
di cibo indotto da iniezioni farmacologiche di ipetina A potrebbe essere interpretato
come un effetto secondario nel contesto delleuiioni e delle esigenze metaboliche,

in accordo con i livelli di vigilanza e di attivifésica (Yamanaka A et al., 1999).

4.4 IPOTALAMO LATERALE E SONNO

Dati recenti hanno mostrato il ruolo centrale svalall'ipotalamo laterale nella
regolazione del ciclo veglia sonno. In particoldee somministrazione di muscimolo
(agonista GABA) nell'LH del ratto riduce la veglia e induce urripdo prolungato di
sonno NREM che si accompagna alla completa soppresdel sonno REM (Clement
et al. 2012). Mentre I'effetto sulla veglia e stati#ribuita alla possibile soppressione
dell’attivita dei neuroni ipocretinergici dell'LHa scomparsa del REM é stata ascritta
alla inibizione dei neuroni MCH.

La possibilita che i neuroni MCH giochino un ruatentrale nella genesi del
sonno REM deriva da osservazioni che mostrano comeezioni
intracerebroventricolari di MCH nei ratti aumentahsonno REM e producono risposte
bradicardiache e ipotensive (Messina and Overt@97R Inoltre i neuroni MCH

risultano selettivamente attivati (attivazione dta@s) durante il recupero di sonno REM
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che segue una deprivazione di sonno REM nel ratippi et al., 2013). Infine sono
state mostrate proiezioni di tali neuroni MCH c-Fpasitivi alla porzione ventrolaterale
del grigio periacqueduttale, che contiene neuroBMRoff che inibiscono i neuroni
REM-om di SLD e, a seguito di iniezioni di muscimalell’LH, sono state individuati
neuroni c-Fos positivi nel grigio periacqueduttaéntrolaterale che risultano innervati
da neuroni GABAergici (possibilmente neuroni MCHJ}lément et al., 2012). La
specificita dell’azione dei neuroni MCH sarebbetsogta dal fatto che I'effetto di
inibizione del sonno REM segue anche alla sommaugine nell’LH di clonidina, che

agisce su recettori alpha-2 adrenergici che sarelgresenti solo sui neuroni MCH.

4.5 IPOTALAMO LATERALE E CONTROLLO CARDIOVASCOLARE

Inizialmente si pensava che lipotalamo avesse wolor fondamentale nel
regolare la comparsa di comportamenti complessinécdl ciclo sonno-veglia o |l
comportamento alimentare), modulando ['attivita dheiclei autonomici del tronco
dell’encefalo al fine di adattare la risposta vagjea al comportamento in essere. Studi
effettuati di recente pero hanno dimostrato chpotalamo svolge anche un ruolo diretto
sulla funzione cardiovascolare, probabilmente agesdi recettori ipocretinergici
distribuiti nelle aree a questo deputate (Shirasstkal., 2002; Cerri and Morrison,
2005).

Le attivita comportamentali come l'esercizio, l#dpla ricerca di cibo devono
essere affrontate dall'organismo con una risposégiata. Questa risposta si basa sulla
coordinazione ipotalamica dell'attivazione dei witic somatomotori, ormonali ed
autonomici. Infatti risposte cardiovascolari adatea sono mediate da differenti
neuropeptidi ipotalamici che sono anche coinvoldl oontrollo comportamentale. |

neuroni ipocretinergici proiettano al nucleo deaittiv solitario (NTS) e al RVML, che
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sono parti di un network neuronale critico per Egalazione cardiovascolare e
respiratoria, come anche alla colonna intermedicdde del midollo spinale (Shirasaka
T et al., 2003). | neuroni ipocretinergici invianache efferenze al RVMM (Berthoud
HR et al., 2005), che e criticamente coinvolto aelsposta autonomica di difesa dal
freddo e che puo mediare effetti autonomici evocktil'attivazione dell'ipotalamo

laterale (Cerri M et all., 2005). Attraverso quesie di segnalazione, l'ipocretina
potrebbe modulare adattamenti cardiovascolariferéifiti comportamenti motivati. Per
esempio, e stato suggerito un ruolo fisiologicd'igecretina in differenti aspetti della

risposta di difesa (Kayaba Y et al., 2003). La osp di difesa € caratterizzata
dalllaumento della pressione arteriosa, della #eaga cardiaca, della frequenza
respiratoria e delle resistenze nel letto vascoléseerale, e dalla diminuzione delle
resistenze nel letto vascolare delle vie aereel endscolo scheletrico. La risposta di
difesa evocata dalla stimolazione dell'area peribale e attenuata nei modelli murini
geneticamente ingegnerizzati che presentano def@idi ipocretina (Kayaba Y et al.,

2003).

La somministrazione intracerebroventricolare (IC¥) ipocretina 1 in ratti
svegli aumenta la temperatura corporea, la pressaoteriosa, la frequenza cardiaca,
l'attivita simpatica del nervo renale e le catexofe nel plasma (Shirasaka T et al.,
2003). La microiniezione di ipocretina nel RVLM aenta anche la pressione arteriosa
e la frequenza cardiaca in ratti sia anestetizalien CT et al., 2000) che svedgli
(Machado BH et al., 2002) e attiva i circuiti nemab che controllano I'attivita vagale e
simpatica diretta al cuore (Cirello J et al,.2008bn & noto se simili effetti siano
fisiologicamente esercitati da ipocretine endogéum@ante la veglia e/o durante il sonno.

Se confermato, il risultato che la pressione basaleriosa € piu bassa di circa 15
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mmHg in topi ipocretina-deficienti rispetto ai cowili, supporterebbe questa

interpretazione (Kayaba Y et al., 2003).

4.6 IPOTALAMO LATERALE E CONTROLLO TERMOREGOLATORIO

| neuroni dell’ipotalamo laterale, in particolareedji ipocretinergici, si trovano
quindi in una posizione ideale per integrare I'ezémne di comportamenti complessi
con l'assetto autonomico che tali comportamentiiedono. In particolare, gli effetti
dell’'attivazione dei neuroni dell’ipotalamo latexag quelli diretti dell'ipocretina sulla
funzione termoregolatoria sono stati recentemegteto di importanti ricerche (Cerri
and Morrison, 2005; Tupone et al., 2012; Luong @adive, 2012). In tutti questi studi,
appare sostanzialmente chiaro che I'attivazione rdmironi dell’ipotalamo laterale
produce un’attivazione simpatica che include Rattione degli organi termogenici. In
particolare, l'ipocretina sembra agire come un dfoptore di segnale, potenziando
l'intensita di ogni risposta termogenica, ed avemmiwo effetto in assenza di tale
risposta (Tupone et al., 2012).

Nonostante il ruolo attivante che i neuroni dei’'le I'ipocretina mostrano avere
nei confronti degli organi termogenici, non €& adjiogoto quale sia il ruolo di questi
neuroni nel mantenimento della temperatura corpaequali effetti possa avere

sul’omeostasi termica la sospensione acuta difigt di queste cellule.

5. SCOPO DELLA TESI

In considerazione della capacita di integrare eordioare lo stato
comportamentale con [lattivazione autonomica cheatimizza la funzione

dell'ipotalamo laterale, lo scopo di questo stuglistato quello di valutare se gli effetti
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sul ciclo veglia-sonno che vengono indotti dalladifioazione dell'attivita dei neuroni

dell'LH, in particolare I'induzione del sonno NREMla completa inibizione del sonno
REM che seguono all’iniezione di muscimolo nell’l(Blément et al., 2012), siano |l

risultato della modificazione di circuiti neuronapecifici per la funzione ipnica o siano
invece il riflesso di modificazioni dell'attivitautonomica e termoregolatoria, che
potrebbero andare a turbare I'equilibrio ipnicasolvia secondaria.

Per meglio valutare gli eventuali effetti autonome temroregolatori indotti
dalla modificazione dell'attivita dei neuroni delf, in questo studio Ila
somministrazione del muscimolo nellLH del rattbdro di muoversi (ESPERIMENTO
A) e stata condotta sia a temperature ambientaindeeutrali, sia a una bassa
temperatura ambientale (10 °C). In quest'ultimadcoane la termoregolazione € attiva
e l'attivita simpatica risulta potenziata, distunda la normale comparsa del sonno e
facilitando la comparsa dello stato di veglia. Neditudio si € quindi proceduto al
monitoraggio delle variabili cardiovascolari e temggolatorie e ad una attenta analisi
del segnale EEG nei diversi stati di veglia e dirgg per valutarne le caratteristiche di
potenza spettrali che qualificano il sonno NREMedransizioni dal sonno NREM al
sonno REM.

Sulla base dei risultati di questo studio, chenlbamostrato che i neuroni
dellLH intervengono in modo acuto e cruciale neogessi termoregolatori durante
I'esposizione a una bassa temperatura ambientale, povveduto ad esplorare lo
specifico ruolo giocato dall'ipocretina nella reagobne della funzione termoregolatoria,
con particolare riguardo all’azione su una staziterenoregolaotira chiave come il
bulbo rostrale ventromediale (RVMM). Lo studio eatst condotto mediante
somministrazione di ipocretina nel RVMM, nel raliteero di muoversi mantenuto sia a

bassa, sia ad alta temperatura ambientale (ESPERTOEB).
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MATERIALI E METODI
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Sono stati utilizzati complessivamente 21 rattiraladulti maschi appartenenti al
ceppo Sprague-Dawley (Charles River) di peso cosaprea i 250g e i 300g al
momento dell’acquisto.

Gli animali, dopo il loro arrivo e dopo essere iss&dbulati in coppia in apposite
gabbie in plexiglas (Techniplast) contenenti lettielepolverate, hanno trascorso un
periodo di adattamento alle normali condizioniabdratorio pari ad una settimana. Tali
condizioni comprendevano: cibo e acqua ad libittemperatura ambiente, ai limiti
inferiori della termoneutralita, di 24°C £ 0,5°Crcain ciclo luce-buio di 12 h:12 h
(accensione luce 9:00 di mattina, 100 lux di int@nsminosa a livello della gabbia).

Ogni mattina, all’accensione della luce, un opemratioa provveduto al cambio
delle lettiere ed al rifornimento di acqua e cibo.

Gli esperimenti sono stati eseguiti, in accordo danDirettiva dell’Unione
Europea (86/609/EEC), su autorizzazione del Mimstéella Salute e sotto la

supervisione del Servizio Veterinario Centrale 'teliversita di Bologna.

1. INTERVENTO CHIRURGICO

1.1 PREPARAZIONE ELETTRODI

Prima di ogni sessione chirurgica sono stati odstyli elettrodi e i trasduttori
che venivano impiantati per la registrazione ditteoencefalogramma (EEG),
dell’elettromiogramma nucale (nuECG) e della teraper ipotalamica (Thy).

Per la registrazione dellEEG sono stati usatiatginettori con quattro pin. Su
due pin del connettore sono stati fissati attravensa saldatrice a stagno due cavi in
rame della lunghezza di 2 cm e del diametro di @8 rivestiti da una pellicola

isolante. L'estremita libera di questi cavi € stapgportunamente sverniciata per 1 mm
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ed inserita all'interno della teca cranica perdgistrazione dellEEG. Al fine di evitare
penetrazioni troppo profonde che potessero danaegda dura madre durante la
sessione chirurgica, sono stati fatti due nodieatfemita dei cavi con funzione di
fermo.

Gli elettrodi EMG sono stati costruiti da coppiecdvi di acciaio inox, (mod.
AS 632, Cooner Wire Inc., Chatsworth (CA), USA)astiti da una guaina isolante di
polietilene, della lunghezza di 8cm (nuEMG), ailgsano stati rimossi 3mm di guaina

isolante alle estremita, e 2mm di guaina a metghamnza del cavo.

1.2 TERMISTORI

Per la misura della temperatura ipotalamica (Tloyjosstati usati dei termistori
inglobati in goccia di vetro (NTC Thermometrix) dihmetro di 0.3 mm. | termistori
sono stati inseriti nella punta di un ago 21 G enesso ad una spinetta a due pin posta
nel collo di connessione dell’ago; il tutto & statolato con diversi strati di vernice per
elettrodi.

Nella giornata precedente I'impianto, i termistedno stati tarati tramite una
procedura durante la quale si e valutata la coataletle caratteristiche fisiche del
trasduttore e si e proceduto alla calibrazionealieedello stesso. Per fare questo, il
termistore e stato immerso in un ampio recipiendeqla (bagnetto termico) portata
alla temperatura di 39°C, misurata tramite un ten@wo a mercurio (scala 34° C-
42°C), e connesso all’amplificatore in correntetocara usato nelle giornate successive
per acquisire i segnali dallanimale. Per valutdee costanza nel tempo delle
caratteristiche fisiche del termistore, si e lasciaffreddare spontaneamente la massa

d’acqua che, essendo di elevato volume, ha permasstalo lento e regolare della

temperatura e, quindi, I'effettuazione di misurgalari delle variazioni di impedenza
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che il termistore subiva alle diverse temperatuaggiunte. Per confrontare il
funzionamento del termistore a tempi diversi diliaeazione, I'impedenza e stata

misurata a tre temperature: 38,5 °C, a 37,5°C&%G .

1.3 RILEVAZIONE DELLA PRESSIONE ARTERIOSA

Per il rilevamento delle variazioni di pressiomeeaosa (PA) e stato utilizzato un
catetere (AS 632 DataSciences) collegato ad uméttisore telemetrico. Il catetere e
stato inserito nell’'arteria femorale ed il trasntete nella cavita addominale. Prima
delloperazione di cateterizzazione, il cateterestato opportunamente sterilizzato
ponendolo per circa dieci minuti in una soluzioteriszzante (NU-CIDEX NCXO010,

Johnson & Johnson).

1.4 CHIRURGIA

Gli animali sono stati sottoposti ad interventorgfgico dopo una settimana di
adattamento alle condizioni di laboratorio. | rastbno stati preanestetizzati con
Diazepam (Valium Roche, 5 mg/Kg intramuscolo) e saéstézzati con Ketavet
(Ketamina-HCI, Parke-Davis, 100 mg/Kg intraperitaled. Dopo aver constatato
attraverso piccoli stimoli dolorifici a livello dégarti e delle vibrisse l'avvenuto
addormentamento dell'animale si & proceduto altativmia, tramite un rasoio elettrico
per piccoli animali, del cranio e della zona addwate lungo la linea che si forma tra i
muscoli addominali e la zampa posteriore.

Tutte le aree tricotomizzate sono state disinfettaon Betadine per uso

chirurgico per evitare contaminazioni battericheadte le operazioni a cute aperta.
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Nella zona addominale, lungo il seno che si formaald parete addominale e la
zampa posteriore destra e stata praticata un'ore@sper esporre l'arteria e la vena
femorale che corre adesa ad essa e successivasepatare i due vasi.

Quindi attraverso delle forbici vascolari € statatgato un foro nell’arteria nel
quale e stato inserito il catetere, precedentemstetdizzato, della PA fino a risalire
nell'aorta addominale. In fine il microtrasmettiiotelemetrico collegato al catetere e
stato alloggiato e fissato sottocute nella pardtminale (fig. 4).

Il ratto e stato quindi posizionato su un appar&cskereotassico con l'ausilio di
una barra trasversale di appoggio della mascetlaesbarrette auricolari posizionate
all'interno dei meati acustici.

Sono stati praticati: quattro fori (diametro 0,5 jnalla periferia del campo
operatorio, cioe nella porzione antero-laterale lgeossa frontali e nella porzione
postero-laterale per le due ossa parietali, che serviti per I'alloggiamento delle viti
di ancoraggio del castelletto, un foro (diametré6 @gm) adiacente al bregma per
linserimento del termistore ipotalamico, due fgdiametro 0,3 mm) uno sull’osso
frontale (-3mm Antero Posteriore (AP) 2mm Laterdetale (LL) dal bregma) ed uno
sullosso parietale (4mm AP, 2mm LL dal bregma) peserimento rispettivamente
dell'elettrodo di riferimento ed esplorante dell&Ee due fori sulle ossa parietali
(coordinate dal bregma: AnteroPosteriore (AP) -2&teroLaterale (LL) +/-1,8;
DorsoVentrale (DV) -8,2), per linserimento di dwannule guida per effettuare
microiniezioni bilaterali nell'ipotalamo lateralEgperimento A) (fig. 5a) oppure un foro
sull'osso occipitale per I'impianto di una cannglaida per microiniezioni nel RVMM
(Esperimento B). La cannula é stata posta tra 288 enm AP Omm LL 9.5 DV (fig. 5

b).
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La cannula guida permette il corretto inserimentdlad cannula interna per
microiniezioni del muscimolo, un agonista selettie recettori GABA, e di soluzione
salina (0,9%, 100ml) nell’ LH. Il tutto e stato pfssato sul cranio con una resina
acrilica autopolimerizzante (ResPal a freddo).

Per verificare il corretto posizionamento della maa nel RVMM é stato
effettuato un test intraoperatorio che € consistidl’'osservare le variazioni di
temperatura della coda, mediante termocamera earasko, in seguito all'iniezione di
100 nl di muscimolo 1mM nel RVMM. Lavori effettugirecedentemente da altri autori

dimostrano che l'inibizione dei neuroni del RVMMusa una massiva vasodilatazione

(Blessing and Nalivaiko, 2001)a prova viene considerata positiva quando entro 5

minuti dall'iniezione si osserva un aumento ded#anperatura della coda. In caso di
esito negativo si ripete il test a coordinate DV differenti. Invece I'animale viene
escluso dal piano sperimentale nel caso di duplegativita del test a coordinate DV
LL differenti. Nel caso in cui il test sia positida cannula viene fissata ed il campo
operatorio ricoperto con una resina acrilica auiopErizzante (ResPal a freddo)
incorporando cosi anche le spinette degli elettEdei, quella del termistore e le viti di
ancoraggio.

Al termine dell’operazione si € proceduto alla nfiszione delle ferite addominali
con betadine (Betadine 10% gel Meda Pharma Milgmex) uso chirurgico, alla
somministrazione intramuscolare di antibiotico atpa spettro e ad azione prolungata
(1 pli/g di Ampicillina 500mg/5ml; 0,2u/g di Amicacina 500mg/10ml) per prevenire
eventuali infezioni post operatorie e alla somniraione sottocutanea di 5 ml di
soluzione fisiologica per reidratare I'animale. ih&f I'animale €& stato tenuto sotto

osservazione fino alla comparsa dei primi segmipdesa dall'operazione e quindi posto
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nello stabulario per una settimana per consentidjlirecuperare dall’intervento
chirurgico. Ogni animale, dopo il recupero, e stptisto nel box di registrazione,
connesso ai cavi per la registrazione delle vdridiiologiche e lasciato due giorni
prima dell'inizio degli esperimenti per consentiriiadattamento alle condizioni

sperimentali.

2. APPARATO DI REGISTRAZIONE

2.1 BOX DI REGISTRAZIONE

La gabbia contenente I'animale e posta all'intetihan congelatore a pozzetto
che e stato opportunamente modificato per effatuan fine controllo della
temperatura. Tale controllo avviene per mezzo di termostato connesso al
compressore del congelatore ed a una stufa eke(tBOOW) posta al suo interno. Nel
momento in cui la temperatura si discosta da qusettata dall’operatore, il termostato
attiva il compressore o la stufa. Inoltre le mathé apportate a livello dello sportello
superiore d’accesso hanno consentito il passaggiocdvi di registrazione delle
variabili fisiologiche, I'alloggiamento di una veth per una continua aerazione interna,
di un impianto video (in bianco e nero Philips) gemette lo studio comportamentale
dellanimale, di un sistema telemetrico per la s&gzione della pressione arteriosa, di
un sistema termografico per il monitoraggio deflmperatura cutanea dell’animale e la
dotazione di un sistema di illuminazione per mededibre ottiche (100 lux a livello
della gabbia). Un timer, regolato con accensiofee®&D0 del mattino con un ciclo 12h

luce/12h buio, ha controllato I'accensione e logspaento della luce.

2.2 POSTAZIONI DI REGISTRAZIONE
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La postazione di registrazione, collocata all'intedel box, e costituita da una
gabbia rotonda in plexiglass dotata di una retealied a maglia larga che funge da
fondo mobile. La gabbia e stata dotata di un boabasculante che possiede un contatto
rotante al quale vengono collegati i cavi di regibne, delle variabili fisiologiche,

connessi all’animale.

3. AMPLIFICAZIONE E ACQUISIZIONE DEL SEGNALE

Tutti i segnali bioelettrici registrati (EEG e Thgpno stati amplificati (mod.
Grass 7P511L, Astro-Med Inc, West Warwick (RI),USAliltrati. | segnali EEG sono
stati filtrati a 0,3 Hz /30 Hz (per il filtro passdto) e a 30/2000 Hz (per il passa-basso);
invece il segnale THY é stato filtrato a 0,5 Hzr(pgassa-alto). Tutti i segnali, dopo
una conversione analogico-digitale a 12 bit (CEDcigli MK 1401 II), sono stati
acquisiti da un hard drive digitale con frequenzaampionamento di 500 Hz per
'EEG, e di 50 Hz per Thy. Il segnale elettroentafeafico & stato sottoposto ogni
secondo ad un’analisi spettrale mediante I'algavitiella trasformata di Fourier (FFT).
In questo modo sono stati ottenuti i valori di d&ndi potenza per le bande Delta (0,75-
4,0 Hz) Theta (5,5-9,0 Hz) e Sigma (11,0-16,0 Hz).

Il segnale della pressione arteriosa (PA) e statpistrato telemetricamente,
amplificato (DSI physiotel PA-C40, DataSciencesj@rporato digitalmente su un PC

con una frequenza di acquisizione di 500 Hz.

4. MCROINIEZIONI NEL RATTO LIBERO DI MUOVERSI

Tutte le microiniezione sono state eseguite mediant apparato messo a punto

nel nostro laboratorio. Un tubo di teflon delladinezza di un metro e con un diametro
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costante per tutta la Ilunghezza (D.l.0.2mm, FEP¥igib4001005 10X1m
Microbiotech/se AB, Stockholm, Sweden) e stato essn, mediante due connettori a
tenuta stagna, da un lato a una siringa di vetnmiltan da 5ul (Hamilton Company,
Bonaduz, Switzerland) e dall’altro alla cannula.

La siringa é stata posta su una pompa per micmarie (Harvard Apparatus)
regolata ad una velocita di infusione pari a O/ ed il tubo ad essa collegata é stato
posizionato su un centimetro posto sotto un mi@piEcstereoscopico.

Durante ogni iniezione, durata 30 s = 5 s, sialllot che la cannula sono stati
riempiti con la sostanza da iniettare, mentre fenga con un olio minerale colorato.
L’interfaccia colore-sostanza ha permesso all'ojpeeadi visualizzare, mediante il
microscopio, il movimento del liquido nel tubo, Weare l'avvenuta iniezione e
determinare microscopicamente il volume iniettdta. cannula € stata rimossa non
prima dei 30 min seguenti I'iniezione.

Per fare in modo che I'animale non si accorga detlacedura d’iniezione, la

pompa, il microscopio e I'operatore sono postieglierno del box di registrazione.

5. PIANO SPERIMENTALE

5.1 ESPERIMENTO A

Dopo una settimana di recupero dall'interventouhico, gli animali (n=12)
sono stati inseriti in due gruppi sperimentali (2)eGli animali del gruppo 1 sono stati
registrati per sei giorni consecutivi alle seguentdizioni:

)] giornol, baseline alla Ta=24°C;

i) giorno2, iniezione dell’agonista GABA muscimolo (1mM, 100nl, 1
iniezione bilaterale/h iniziando dalle 11:00 fintadal6:00, per un totale di 6
iniezioni), alla Ta = 24°C,;

i) giorno 3, recupero, alla Ta= 24°C,;

1Y) giorno 4, controllo, alla Ta= 24°C;
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V) giorno 5, iniezione di salina (1mM, 100nl, 1 in@zé bilaterale/ h iniziando
dalle 11:00 fino alla 16:00, per un totale di Giioni), alla Ta = 24°C;
Vi) giorno 6, recupero, alla Ta = 24°C.
Gli animali del gruppo 2 sono stati registrati per giorni consecutivi alle stesse
condizioni del gruppo lad eccezione dei giornnigzione 2 e 5 in cui gli animali sono

stati esposti acutamente alla Ta di 10°C, dall@ @i 17:00.

5.2 ESPERIMENTO B

Il protocollo sperimentale ha previsto un totalseal giorni di registrazione degli
animali (n=9) con un'esposizione in sequenza adiverse temperature ambientali
(24°C, 32°C, 10°C), che venivano modificate ognie dgiorni. In ogni giornata
sperimentale ogni animale ha ricevuto una singo&zione di salina o del neuropeptide
Ipocretina (30 pM, 150 nl) effettuate in manierabciata alle diverse temperature.

Le iniezioni sono state praticate durante la matéin in un momento di
particolare tranquillitd dell'animale, e nei giofimi cui era previsto il cambio della
temperatura ambientale, questo veniva effettuasdtiguore dopo l'iniezione. Inoltre le
microiniezioni sono state effettuate circa 30 mopal l'introduzione della cannula in
modo che le variabili fisiologiche tornassero ailovia di controllo dopo la

manipolazione dell’animale.

6. ISTOLOGIA

Alla fine di ogni esperimento gli animali sono st&aittoposti a due iniezioni (per
quanto riguarda l'esperimento A) o ad una iniezigorez quanto riguarda l'esperimento
B) intracerebrale di 50 nl di colorante (Fast Gr@ét) per verificare la localizzazione

dei siti di iniezione istologicamente. Successivated ratti sono stati anestetizzati e
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perfusi per via transcardiaca con 400 ml di PBS 4%pH 7.4 e 400 ml di
paraformaldeide 4%. Il cervello € stato estrattomerso in paraformaldeide 4% e
conservato in saccarosio. Infine & stato tagliasezoni coronali. Le sezioni che sono

risultate marcate sono state posizionate su denvetfotografate digitalmente.

7. ANALISI STATISTICA

| risultati dell’esperimento A sono rappresentatllal media + errore standard.
Per l'analisi statistica € stata utilizzato il te88NOVA (SPSS 21.0) a due vie, con
misure ripetute per un fattore. | risultati delrgio delle iniezioni (giorno 2 e giorno5) e
quelli dei giorni di baseline e di recupero (gio®@ giorno 6) sono stati analizzati con
differenti finestre temporali. E stato utilizzatd-test modificato (t*) sia per i contrasti
ortogonali, sia per i contrasti non-ortogonali pranificati (Wallenstein et al., 1980;
Winer et al., 1991). Il livelloa di significativita per contrasti non-ortogonaliséato
modificato secondo il metodo del “Bonferroni” seqale (Holm, 1979).

Per l'analisi del giorno d’iniezione, i fattori pigipali sono stati definiti come
segue: i) il fattore “tempo” (che e stato consitlegzer le misure ripetute), composto da
48 livelli, corrispondenti ad ogni intervallo di 30inuti dell'intero arco delle 24-h; ii) il
fattore “Condizione Sperimentale”, composto da likedli (Salina e Muscimolo). Tultti
I risultati sono stati confrontati tramite il segie contrasto ortogonale: Salina v.s.
Muscimolo.

Per I'analisi dei giorni di baseline e di recuperdattori principali sono stati
definiti come segue: i) il fattore “tempo” (chetat® considerato per le misure ripetute),
composto da 4 livelli, corrispondenti ai periodilgce e di buio di entrambi i giorni; ii)

il fattore “Condizione Sperimentale”, composto dee divelli (Salina e Muscimolo). Per
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ogni livello del fattore “tempo”, sono stati usabntrasti ortogonali per confrontare i
risultati delle iniezioni di Salina e quelli delileiezioni di Muscimolo. Per ogni livello
del fattore “Condizione Sperimentale”, sono statsatu i seguenti contrasti
non-ortogonali: Giorno di Recupero (periodo di lugs. Giorno di Baseline ( periodo
di luce); Giorno di Recupero (periodo di buio) ¥iorno di Baseline ( periodo di
buio).

| risultati dell’esperimento B sono rappresentatilal media + errore standard.
Per l'analisi statistica € stata utilizzata il t@fXIOVA (SPSS 21.0) a due vie, con
misure ripetute per un fattore, per i risultati 8ejiorni di iniezione. E stato utilizzato il
t-test modificato (t*) per i contrasti ortogonatieppianificati.

Per I'analisi dei giorni d’'iniezione, i fattori prtipali sono stati definiti come
segue: i) il fattore “tempo” (che e stato consitlegzer le misure ripetute), composto da
18 livelli, corrispondenti ad ogni intervallo di Ifinuti dell’arco delle 3-h analizzate;
ii) il fattore “Condizione Sperimentale”, composia due livelli (Salina e Ipocretina).
Tutti i risultati sono stati confrontati tramiteséguente contrasto ortogonale: Salina v.s.
Ipocretina.

Per tutti i confronti di entrambi gli esperimentstato considerato un livello di

significativita di p < 0,05.
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RISULTATI
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1. ESPERIMENTO A

1.1 EFFETTI INDOTTI SUL CICLO VEGLIA-SONNO DA INIEZ IONI
RIPETUTE DI MUSCIMOLO O DI SOLUZIONE SALINA NELL'IP  OTALAMO
LATERALE

L’inibizione dei neuroni dell'ipotalamo laterale, ediante sei iniezioni di
muscimolo, ha indotto un significativo aumento dejuantita del sonno NREM sia alla
Ta di 24°C che alla Ta di 10°C (fig.7a, 7b). La wpta dei diversi stati
comportamentali € espressa come percentuale dpbttatale in intervalli successivi di
30 minuti nelle giornate di somministrazione deligroiniezioni (giorno 2 e giorno 5)
e di 12 ore nelle altre giornate (giorno 1, 3, 8)e Alla Ta di 24°C, si assiste ad un
aumento significativo della quantita di sonno NRENrante il periodo delle iniezioni,
con un picco dopo la seconda iniezione (93,6 1#98,p < 0.05 rispetto alla salina), che
rimane significativamente piu alta rispetto allireaper I'intero periodo delle iniezioni
(fig.7a).

Alla Ta di 10°C le iniezioni di muscimolo induconm significativo aumento
della quantita di sonno NREM che raggiunge un pigdgpo la terza iniezione (90.5 +
4,9 %, p < 0.05 rispetto alla salina) (fig.7b). ditco negativo significativo nella
quantita di sonno NREM (fig.7b) emerge tra le 20e0l@ 21:00 associato ad un picco
positivo della quantita di veglia (70,6 + 9,1 %,0085 rispetto alla salina) (fig.6b). Non
si assiste a significativi cambiamenti nella quantli sonno NREM nel giorno di
recupero rispetto alla salina (fig.7b).

Durante l'inibizione dei neuroni dellLH, la potemzlella banda Delta dellEEG
nel sonno NREM aumenta significativamente sia @adi 24°C, sia alla Ta di 10°C

(fig. 10a , 10b), mentre la potenza della bandan8ighel sonno NREM si riduce
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significativamente ad entrambe le temperature gdoggione ambientale in confronto
con la soluzione salina (fig. 11a, 11b). Le potedele diverse bande del’lEEG sono
espresse come variazione percentuale rispetto latevanedio (posto a 100) della
giornata di baseline.

Alla Ta di 24°C, la potenza della banda Delta immp NREM aumenta
rapidamente dopo la prima iniezione di muscimoblggiungendo un picco dopo la
terza iniezione (138,3 + 12,0 %, p<0,05 rispetta abluzione salina), e ritornando ad
un livello normale prima della fine del periodoldahiezioni (fig. 10a).

Per quanto riguarda la potenza della banda Signga Ifla), essa € stata
drasticamente ridotta dopo la prima iniezione disammolo ed e rimasta molto bassa
per l'intero periodo delle iniezioni (nadir: 40,3548 %, p<0.05 rispetto alla salina), per
ritornare lentamente a valori normali alla fine defiodo di luce.

Alla Ta di 10°C, la potenza della banda Delta reir® NREM e aumentata
rapidamente dopo la prima iniezione di muscimoloéedmasta significativamente
elevata per l'intero periodo delle iniezioni (picadl55,7 + 18,0 %, p<0,05 rispetto alla
salina) (fig. 10b). Durante la giornata di recupdaopotenza Delta subisce un rebound
negativo, risultando cioe inferiore a quella delrigpdo di baseline, che e
significativamente minore rispetto a quello ossendopo salina (periodo di luce: 84,4
+ 5,5 %, p <0,05 rispetto alla salina; periodo diab 83,9 + 7,3 %, p<0,05 rispetto alla
salina) (fig. 10b). La potenza della banda Sigmhse&no NREM si riduce anche
drasticamente, e rimane significativamente piu &4eadir: 42,7 + 3,7 %, p<0,05
rispetto alla saling(fig. 11b).

Lo spettro di potenza dellEEG del sonno NREM, diealinibizione dei
neuroni dell’LH, mostra un chiaro aumento delletrenze al di sotto dei 2Hz alla Ta di

24°C e sotto i 3Hz alla Ta di 10°C, e ad entrambeeimperature di esposizione
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ambientale si € osservata una drastica diminuziotigte le componenti spettrali sopra
ai 7 Hz (fig. 12 c, 12 g).

Il sonno REM é stato totalmente abolito, per poohe, dopo la prolungata
inibizione dei neuroni LH ad entrambe le tempem@mbientali (fig. 8a, 8b).

Si assiste ad una drastica diminuzione nella qardi sonno REM con
I'esposizione a Ta di 10°C durante le iniezionsdiina, ma intorno alle 15:00 il sonno
REM appare nuovamente. La quantita di sonno REMapdurante il periodo delle
iniezioni e stata completamente recuperata alfimdalello stesso giorno (fig. 8b)

| cambiamenti nella quantita di veglia indotti dalkezioni nell'LH rispecchiano
cio che é stato descritto per il sonno NREM adasnbe le temperature di esposizione
ambientale (fig. 6a, 6b).

La potenza della banda Theta durante la vegliata grasticamente ridotta dalle
iniezioni di muscimolo sia alla Ta di 24°C (nad#7,4 = 6,8 %, p<0,05 rispetto alla
salina) (fig. 9a) che alla Ta di 10°C (nadir: 63,3,1 %, p<0,05 rispetto alla salina)
(fig. 9b), ritornando a livelli normali dopo pocbee dall’'ultima iniezione (fig. 9a, 9b).

Gli animali del gruppo B hanno mostrato un aumarglta potenza della banda
Theta durante la notte successiva alla giornatanspetale in cui sono state praticate le
iniezioni nellLH (fig. 9b). Nel giorno di recupeymon sono state osservate differenze
significative (fig. 9a, 9b).

Lo spettro delle potenze dellEEG della veglia,ahie il periodo dell'inibizione
dei neuroni dell’LH, ha mostrato un chiaro aumemttie frequenze al di sotto dei 4 Hz
ad entrambe le temperature ambientali, e una deagiminuzione nella frequenza della
banda Theta (fig. 12d, 12h). Le iniezioni di salim@anno prodotto uno spostamento

verso destra della regione Theta, che e risuliatagioce di 1.5 Hz (fig. 12d, 12h).

100



1.2 EFFETTI INDOTTI SULLA TEMPERATURA IPOTALAMICA D A
INIEZIONI RIPETUTE DI MUSCIMOLO O DI SOLUZIONE SALI NA
NELL'IPOTALAMO LATERALE

Alla temperatura di 24°C, le ripetute iniezioni shlina hanno provocato un
significativo aumento della temperatura ipotalamparagonato a cio che si é osservato
durante le iniezioni di muscimolo (picco: 37,8 B0C, p<0.05) (fig. 13a). Anche alla
Ta di 10°C, le iniezioni di salina hanno indotto @umento della temperatura
ipotalamica, mentre subito dopo la prima iniezidnenuscimolo nell'ipotalamo laterale
si e osservata una diminuzione significativa de#anperatura dell’ipotalamo che
raggiunge un nadir di 35,5 + 0,2 °C (P < 0,05,etspalla salina) dopo tre ore, da valori
precedenti I'iniezione di 37,1 + 0,4 °C (fig. 13lh)a diminuzione della temperatura
ipotalamica non € stata causata da un aumento disigazione termica, dato che la
coda non ha mostrato significativi cambiamenti anéé#mperatura rispetto alla salina,
rimanendo vasocostretta (la temperatura della am@o due ore dall'inizio delle
iniezioni di muscimolo risulta essere: 17,1 + 0,@) °(fig. 14). La temperatura
ipotalamica, e ritornata rapidamente a valori fjici nonostante le successive
iniezioni di muscimolo, rimanendo inoltre signifismmente piu alta rispetto a quanto
osservato in seguito ad iniezioni di salina, peedto della giornata sperimentale (fig.
13b). Non si osservano differenze significative gmrni precedenti e successivi il

giorno di iniezione (fig. 13a, 13b).

1.3 EFFETTI INDOTTI SULLA PRESSIONE ARTERIOSA MEDIA DA

INIEZIONI RIPETUTE DI MUSCIMOLO O DI SOLUZIONE SALI NA

NELL'IPOTALAMO LATERALE
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Alla Ta di 10°C, la pressione arteriosa media (PAKDstra un significativo
aumento passando da 94 + 2 mmHg a 120 + 4 mmHgn@urd giorno della
somministrazione di salina e da 100 £ 4 mmHg afA3ImmHg durante il giorno della
somministrazione di muscimolo (fig. 15b).

La somministrazione di muscimolo non ha indottounl@ffetto sulla PAM,
quindi non sono state riscontrate differenze sigaiive fra il periodo delle iniezioni di
salina e quello delle iniezioni di muscimolo (fitha, 15b). Dopo il ritorno della Ta a
24°C, la PA media e diminuita, ritornando a valseimili a quelli del giorno di
controllo. Al termine del periodo di iniezione diustimolo, gli animali cosi trattati
mostrano un aumento della PA media nel periodo cesapfra le 19:00 e le 20:00, che
passa da 104 + 3 mmHg a 109 + 3 mmHg significaieaie (P < 0.05) diverso da
quando osservato dopo il periodo di iniezioni diinga (fig. 15a, 15b). Nessuna
differenza significativa & stata rinvenuta fra iedgruppi nei giorni di controllo e di

recupero (fig. 15a, 15b).

1.4 EFFETTI INDOTTI SULLA FREQUENZA CARDIACA DA INI EZIONI
RIPETUTE DI MUSCIMOLO O DI SOLUZIONE SALINA NELL'IP OTALAMO
LATERALE

Alla Ta di 24°C, la frequenza cardiaca (FC) e teial significativamente piu
alta dopo le iniezioni di salina, in media 381 g, rispetto a quelle di muscimolo
341 + 15 (fig. 16a). Durante I'esposizione acufa @k di 10°C si e avuto un rapido
aumento della frequenza cardiaca, da 367 + 36 bpth6at 15 bpm nel giorno di
somministrazione di muscimolo, e da 370 = 27 bp@53 = 10 bpm nel giorno di
somministrazione di salina, che é stato solo pkinzate antagonizzato, in una limitata

finestra di tempo, dalle iniezioni di muscimolo dm@nno portato il valore della FC a
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427 + 16 bpm (P<0.05 rispetto alla salina) (figbjlBNessuna differenza significativa
fra i due gruppi € stata riscontrata nel periodmgeso fra le 9:00 e le 11:00 (fig. 16a,
16b). Alla fine del periodo di somministrazione rduscimolo, la frequenza cardiaca
torna rapidamente a valori comparabili a quelliepgati dopo le iniezioni di salina per
tutto il periodo di esposizione a 10°C. Il ripmgiidella Ta a 24°C, induce un calo della
FC in entrambi i gruppi, fra cui non si evidenziatifierenze significative nel resto del

periodo sperimentale (fig. 16b).

2. ESPERIMENTO B

2.1 EFFETTI INDOTTI SUL CICLO VEGLIA-SONNO DALL'INI  EZIONE DI
IPOCRETINA O DI SOLUZIONE SALINA NELL'RVMM

L’iniezione del neuropeptide ipocretina nel’lRVMMa indotto un significativo
aumento della quantita di veglia alla Ta di 24°G@lla Ta di 10°C (fig. 17a, 17c).
Mentre quest’effetto non si e verificato quandoagiimali sono stati esposti a Ta 32°C
(fig. 17b).
La quantita dei diversi stati comportamentali éeresga come percentuale del tempo
totale in intervalli successivi di 10 minuti nelggornate di somministrazione delle
microiniezioni.
Alla Ta di 24°C, si assiste ad un significavo autoatella quantita di veglia successivo
all'iniezione di ipocretina, con un picco verificagi 20 minuti dopo tale iniezione (97,5
+ 17 %, p < 0,05 rispetto alla salina) (fig. 17a3sociato ad un picco negativo della
quantita di sonno NREM (2,5 + 1,7 %, p < 0.05 rigpalla salina) (fig. 18a). La

quantita di veglia rimane significativamente pitaakispetto a quanto si osserva dopo
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I'iniezione di salina, per i successivi 30 minuto stesso andamento riscontrato nella
veglia (fig. 17a), si osserva anche per il sonnd&ENRma con verso opposto (fig. 18a).

Dopo circa 150 minuti dall’inizio della registranie si assiste ad un picco
significativo in veglia rispetto ai valori registralopo l'iniezione di salina nella stessa
finestra temporale (50,9 + 10,4 %, p < 0,05 rigpeatta salina) (fig. 17a), associato ad
un picco negativo della quantita di sonno NREM 444,9,4 %, p < 0,05 rispetto alla
salina) (fig. 18a).

Alla Ta di 32°C l'iniezione di ipocretina non indeian significativo aumento
della quantita di veglia, fatta eccezione per ilova registrato 20 minuti dopo
I'iniezione del neuropeptide (52,3 £ 9,4 p < 0.05petto alla salina) (fig. 17b),
associato ad un picco negativo della quantita dnedNREM (41,5 £ 8,7 %, p < 0.05
rispetto alla salina) (fig. 18b). Nel periodo dimjgo successivo, la quantita di veglia
ritorna a valori non significativi rispetto a quetegistrati dopo I'iniezione di salina
eccetto che per due valori significativamente miingpetto a quelli registrati in salina,
a 170 e 180 minuti dall'inizio della registrazioh@3,7 =+ 8,9; 22,0 + 9,4, p < 0,05
rispetto alla salina) (fig. 17b), accompagnati dee gbicchi positivi della quantita di
sonno NREM (63,5 £7,9; 67,2 + 8,9, p <0,05eisp alla salina) (fig. 18b).

Alla Ta di 10°C si assiste ad un significavo aurneti¢lla quantita di veglia
successivo all’iniezione di ipocretina, con un piocgerificatosi 20 minuti dopo tale
iniezione (85,7 + 8,0 % , p < 0,05 rispetto allarsg (fig. 17¢), associato ad un picco
negativo della quantita di sonno NREM (14,3 £ 8,0p% 0,05 rispetto alla salina) (fig.
18c). La quantitd di veglia rimane significativarteerpiu alta, rispetto a quanto si
osserva dopo l'iniezione di salina, nei succes&l¥iminuti. Dopo 100 e 110 minuti
dall'inizio della registrazione, si verificano dyecchi negativi significativi della

quantita di veglia (48,9 + 9,9 %; 45,4 + 7,8, p ©Prispetto alla salina) (fig. 17c),
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associati ad un picco positivo della quantita dirso NREM a 110 dall'inizio della
registrazione (52,3 £ 7,1, p < 0,05 rispetto adltng) (fig. 18c).

L’iniezione di ipocretina induce una modesta madifione della quantita di
sonno REM alle tre temperature di esposizione {f&g, 19b, 19c).

Alla temperatura di 24°C, 20 minuti e 50 minuti ddpniezione di ipocretina,
la quantita di sonno REM é pari a 0 ed € signifigahente minore rispetto a quanto
osservato in salina (p < 0,05 rispetto alla saliffi) 19a). Inoltre 170 minuti dopo
I'inizio della registrazione, si osserva un valpegativo significativo della quantita di
sonno REM (8,3 £ 4,8 %, p < 0,05 rispetto allarsgli(fig. 19a).

Alla temperatura di 32°C, 30 minuti dopo l'iniezemli ipocretina si ha una
diminuzione significativa della quantita di sonngMg, rispetto alla salina (5,0 + 3.5 %,
p < 0,05 rispetto alla salina) (fig. 19b).

Alla temperatura di 10°C, nei primi dieci minuti iigistrazione, si osserva un
picco negativo della quantita di sonno REM, rigpettcontrollo (1.5 + 1.0 %, p < 0,05
rispetto alla salina) (fig. 19¢); a 30 minuti dadlezione di ipocretina si ha un picco
significativamente piu basso della quantita di OREM rispetto a quanto accade dopo
iniezione di salina (0.5 + 0.5 %, p < 0,05 rispettia salina) (fig. 19¢). Inoltre 70 minuti
dopo liniezione di ipocretina si osserva un pisgnificativamente piu alto di quanto

osservato nel controllo (9,18 £+ 4,13, p < 0,05etspalla salina) (fig. 19c).

2.2 EFFETTI INDOTTI SULLA TEMPERATURA [IPOTALAMICA

DALL'INIEZIONE DI IPOCRETINA O DI SOLUZIONE SALINA

NELL'RVMM
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Alla temperatura ambientale di 24°C, 50 e 60 mirdpo liniezione di
ipocretina si osserva un aumento significativoade#gimperatura ipotalamica (37,.4 + 0,3
°C; 37,5 +£ 0,3, p < 0,05, rispettivamente, rispetta salina) (fig. 20a).

Alla temperatura ambientale di 32 °C non si ossevaumenti significativi
successivi all'iniezione di ipocretina (fig. 20b).

Alla temperatura ambientale di 10°C, a partire d&@i minuti successivi
all'iniezione di ipocretina si assiste ad un aumefdlla temperatura ipotalamica, che
diventa significativo 20 minuti dopo l'inieziongpermane significativo per i successivi
30 minuti ( picco: 37,3 +0,3 °C, p < 0.05 rigpadlla salina) (fig.20c).

Dopo 130 e 140 minuti dal momento dell'iniezioneyerificano due picchi
positivi di aumento della temperatura ipotalamica/(3 + 0,4 °C; 37,4 £ 0,4 °C, p <

0.05, rispetto alla salina) (fig. 20c).

2.3 EFFETTI INDOTTI SULLA PRESSIONE ARTERIOSA MEDIA
DALL'INIEZIONE DI IPOCRETINA O DI SOLUZIONE SALINA
NELL'RVMM

Alla temperatura ambientale di 24°C, dopo l'inie&ali ipocretina si assiste ad
un aumento significativo della PAM, che permanenificativamente piu alta del
controllo per i successivi 40 minuti ( picco: 1122.0, p < 0,05 rispetto alla salina)
(fig. 21a).

A partire dai 150 minuti ai 170 minuti dall'inizabella registrazione, si verifica
un aumento significativo della PAM rispetto al qofib ( picco: 108,9 + 1.7, p < 0,05

rispetto alla salina) (fig. 21a).
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Alla temperatura di 32°C, 40 minuti dopo l'iniezéodel neuropeptide si verifica
un picco significativo di aumento della PAM (95,234, p < 0,05 rispetto alla salina)
(fig. 21b).

Inoltre dopo 180 minuti dall'inizio della registra@e si osserva un picco
negativo della PAM (90,9 + 2,4, p < 0.05 rispetia aalina) (fig. 21b).

Alla temperatura ambientale di 10°C, 30 minuti dopmiezione del
neuropeptide si verifica un picco significativoalimento della PAM (119,8 + 2,0, p<
0,05 rispetto alla salina) (fig. 21c). Inoltre, dod20 minuti dall'inizio della
registrazione, si osserva un aumento significattetla PAM che rimane tale per i

successivi 30 minuti (picco: 125,0 + 2,1, p< 0,@petto alla salina) (fig. 21c).

2.4 EFFETTI INDOTTI SULLA FREQUENZA CARDIACA DALL'l NIEZIONE
DI IPOCRETINA O DI SOLUZIONE SALINA NELL'RVMM

Alla temperatura ambientale di 24°C, dopo l'inie&ai ipocretina si assiste ad
un aumento della FC che diventa significativo atigardai 10 minuti successivi
all'iniezione del neuropeptide e che permane sgaifamente piu alto del controllo
per i successivi 30 minuti ( picco: 352,8 + 8,4 0,05 rispetto alla salina) (fig. 22a).

Alla temperatura di 32°C, 40 minuti dopo l'iniezéodel neuropeptide si verifica
un picco significativo di aumento della FC (298,09, p < 0,05 rispetto alla salina)
(fig. 22b). Non si osservano, a questa temperatmdientale, ulteriori effetti
significativi.

Alla temperatura ambientale di 10°C, 10 minuti dopmiezione del
neuropeptide si verifica un picco significativoadimento della FC (447,1 £ 7,0 p< 0,05

rispetto alla salina) (fig. 22c). Inoltre, 110 minulall'inizio della registrazione si
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osserva un picco negativo significativo della F@44 + 11,5, p< 0,05 rispetto alla

salina) (fig. 22c).
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| dati presentati mostrano che, come descritto tameént et al. (2012), la
prolungata inibizione dei neuroni dell’ipotalamotelale in ratti esposti ad una
temperatura ambientale termoneutrale (Ta, 24°Cydedun drastico aumento della
quantita di sonno NREM ed una totale soppressiaia djuantita di sonno REM.
L’aumento della quantita di sonno NREM é caratt&ia da un concomitante aumento
dell’attivita delle onde lente (E-SWA). Questi affesono stati anche quando i neuroni
dell'LH sono stati inibiti in ratti esposti acutante ad una bassa temperatura ambientale
(10°C), condizione nota per non essere favorevblsoano (Cerri et al., 2005) e,
plausibilmente, non sono stati causati da cambitimeii’attivita del sistema nervoso
autonomo.

L’aumento della quantita del sonno NREM, come ara#l manifestarsi dell’ E-
SWA, puo essere ragionevolmente interpretata causata dall’'inibizione dei neuroni
ipocretinergici localizzati nell'ipotalamo lateraleMolte osservazioni presenti in
letteratura, sono coerenti con questa interpretazi& stato dimostrato, per esempio,
che l'inibizione acuta dei neuroni ipocretinergper via optogenetica e sufficiente ad
una rapida induzione di onde lente nellEEG (Tsuaston et al.,, 2012); inoltre,
I'antagonismo farmacologico per via sistemica dadicretina, in molti animali, induce
un aumento nella quantitda di sonno NREM (BrisbaoetR et al., 2007). Questa
interpretazione € in apparenza contestata da iedatintche mostrano che [l'inibizione
per via optogenetica della durata di un’ora deiroeu ipocretinergici nei topi
(Tsunematsu et al., 2013) é efficace nell'indurnreaumento della quantita di sonno
NREM quando condotta durante il periodo di buio, msa durante il periodo di luce
(quando l'effetto é stato osservato nel nostro isjudluttavia, in questo studio, la

quantita estremamente elevata di sonno NR@Kte 50 minuti nell’'ora analizzata)
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presente nelle condizioni di controllo (durantepdriodo di luce) ha probabilmente
mascherato, I'effetto ipnoinducente del trattamento

Sebbene il tracciato dellEEG durante [linibiziongellLH non mostri
anormalita evidenti, la caratteristica dello smetEEG durante il sonno NREM e
durante la veglia sembra differente rispetto alao | controparte fisiologica. In
particolare, lo spettro del’lEEG durante il sonn&®EM, presenta un largo aumento
della potenza al di sotto dei 2Hz ('E-SWA) ed uirastica riduzione della potenza in
tutte le porzioni piu veloci dello spettro. Anche kpettro EEG della veglia e
caratterizzato da un aumento nella potenza deljgome a bassa frequenza che e
concomitante ad una leggera riduzione nella poteletia regione ad alta frequenza.
Sebbene questi cambiamenti spettrali possano essgiteuiti al silenziamento dei
neuroni ipocretinergici (Tsunematsu et al.,, 20EL)xtato dimostrato che, negli esseri
umani, il blocco farmacologico dei neuroni ipoanetigici non induce significativi
cambiamenti nello spettro delle potenze del sonR&EM (Bettica et al., 2012; Fox et
al., 2013). Inoltre, é stato dimostrato che I'atiivdei neuroni ipocretinergici (Takahashi
et al., 2008) viene fortemente ridotta durant@iireo NREM fisiologico, a livelli molto
simili a quelli ottenuti tramite microiniezioni a@nuscimolo. L'aumento osservato nella
potenza delta e la diminuzione nella potenza dilguenze piu veloci potrebbe
suggerire un ruolo nella modulazione dello spetttle potenze EEG sia per i neuroni
MCH che per la rimanente popolazione neuronale mmtretinergica nell’LH.
L’inibizione per via optogenetica dei neuroni MCHego et al., 2013) produce un
drastico spostamento del ritmo Theta durante ihedREM verso regioni piu lente dello
spettro del’lEEG, suggerendo che ['attivita dei moemi MCH potrebbe in qualche modo
essere rilevante per questa regione dello spetE@. EConcludendo, il sonno NREM

indotto dall'inibizione dei neuroni LH puo essemnsiderato come uno stato con pure
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SWA (senza intrusioni di sonno REM, veglia o traimsii di fase) che € generato non
solo dalla riduzione del tono ipocretinergico, nehiede l'inibizione di una piu vasta
popolazione di neuroni.

Mentre [inibizione dei neuroni LH alla Ta=10°C hmdotto ipotermia,
confermando il ruolo dei neuroni LH nella termorlegione e, apparentemente,
provvedendo ad una spiegazione per la soppressie@insonno REM, la temperatura
ipotalamica e rimasta a livelli normali alla temgieira ambientale di 24°C, suggerendo
che e improbabile che un'inibizione della termogersta la causa dell’assenza del
sonno REM. La totale soppressione del sonno REMepbe essere attribuita
all'inibizione dell’attivita dei neuroni MCH, locaizati nellarea dellLH. E stato
dimostrato che i neuroni MCH sono neuroni REM-ommagkhani et al., 2009) ed é stato
proposto che la loro attivita sia necessaria peotaparsa del sonno REM (Clement et
al., 2012). Tuttavia, I'inibizione selettiva peavbptogenetica dei neuroni MCH (Jego et
al., 2013) riduce la comparsa di sonno REM, ma laoabolisce totalmente. E stata
anche identificata nell'ipotalamo laterale una gdapmne neuronale REM-on
GABAergica, non orexinergica, non-MCH, (Hassanalet 2010), che potrebbe giocare
un ruolo significativo nella modulazione della carga di sonno REM.

La forte riduzione della banda sigma durante ireo NREM suggerisce che,
durante il periodo di inibizione dell'LH, non veargp fatti tentativi per entrare in sonno
REM, dato che la transizione da sonno NREM a sdrieb! e caratterizzata da un forte
aumento della potenza sigma. (Capitani et al., RO@%atti la soppressione del sonno
REM causata dall'inibizione dell'LH e unica dat@ @& accompagnata dall'E-SWA del
sonno NREM e differisce sostanzialmente da quaadbesempio, si osserva dopo
I'esposizione ad una bassa temperatura ambien@Gderi (et al., 2005). Durante

I'esposizione a bassa temperatura ambientale mosd®EM € tonicamente abolito
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mentre il sonno NREM e ancora presente ( > 50%), impattern di sonno é
caratterizzato da una serie di tentativi abortitpdssare dal sonno NREM al sonno
REM. Quindi, mentre |'esposizione al freddo semicxcare i tentativi di entrare in
sonno REM successivamente all'attivazione del eiwork di generazione, I'abolizione
del sonno REM attraverso l'inibizione dei neurohi, lsembra essere una conseguenza
dell'inibizione dei meccanismi intrinseci che longeano. E degno di nota che, durante
I'inibizione dei neuroni dell'ipotalamo lateralbedebito di sonno REM viene totalmente
compensato, supportando lidea che la quantitaodne REM persa sia l'unico
determinante della quantita di sonno REM recupdprataci et al., 2008).

| nostri risultati dimostrano anche che i neurdell'LH hanno un ruolo limitato
nella regolazione dell'attivita del sistema nervaesmonomo. E stato dimostrato che i
neuropeptidi MCH ed ipocretina riducono (Messina &werton, 2007) ed inducono
(Tupone et al., 2011; Luong and Carrive, 2012)dtisgamente I'attivazione simpatica.
In accordo con queste osservazioni € ragionevdlerpretare i cambiamenti dei
parametri autonomici osservati nel nostro esperimeome causati dall'inibizione dei
neuroni ipocretinergici.

In accordo con quanto e stato descritto doponansiaistrazione sistemica di un
antagonista ipocretinergico (Furlong et al., 200@y) sono stati osservati nel presente
studio cambiamenti significativi dei parametri dakéscolari. L'inibizione dell'LH non
modifica l'aumento nella frequenza cardiaca e n@ltassione arteriosa causato
dall'esposizione al freddo e ha limitati effettiladfrequenza cardiaca alla temperatura
ambientale di 25 °C. L'assenza di effetti sul smstecardiovascolare dopo I'esposizione
al freddo €& consistente con quanto descritto dopmnsnistrazione nei ratti

dell'antagonista dei recettori HCRT1-R e HCRT2-Ra@kexant (Furlong et al., 2009),
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suggerendo che i neuroni LH non sono coinvoltiamgibdulazione termoregolatoria dei
parametri cardiovascolari.

La funzione termoregolatoria e stata piu interessill'inibizione dei neuroni
LH rispetto alla regolazione cardiovascolare. Aaperatura ambientale di 10°C, la
temperatura cerebrale diminuisce significativamehtente la somministrazione delle
prime 3 dosi di muscimolo, ma questa diminuzionarsésta e rapidamente si osserva
neuroni dellLH. Dato che la diminuzione della tergiura cerebrale non e stata
causata da un aumento della dissipazione termaagasendo stata osservata nessuna

by

vasodilatazione a livello cutaneo, € ragionevolppsure che sia stata causata dalla
riduzione della termogenesi. E stato suggerito kKpecretina abbia la capacita di
amplificare un tono termogenico gia presente (Tepehal., 2011). Se fosse cosi, i
nostri dati suggerirebbero che i neuroni ipocretie sono tra i primi ad essere attivati
in risposta all'esposizione ad ambienti freddi far si che venga mantenuta una
temperatura corporea costante dopo tale esposjzotenziando il tono termogenico di
base. Nei nostri esperimenti, dopo l'esposiziondreddo, l'inibizione dei neuroni
dell'lLH causa un acuto raffreddamento del corpo, quasto raffreddamento viene
antagonizzato probabilmente dall'attivazione ditesis funzionalmente vicarianti.
Oltretutto, I'effetto compensatorio € di lunga daralato che la temperatura cerebrale
risulta significativamente maggiore se raffrontatauella del controllo nel resto del
giorno sperimentale. L'esistenza di uno o di mditeistemi compensatori che
possono vicariare la funzione dell'ipocretina n@ogrendente dato che gli animali con
un deficit cronico di ipocretina sono capaci di teamere la loro temperatura corporea

durante l'esposizione al freddo (Takahashi el 3). E interessante notare che, topi

senza neuroni ipocretinergici sono molto piu susikt all'ipotermia durante
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I'esposizione al freddo rispetto agli animali chaneano solo del peptide (Takahashi et
al., 2013).

L'attivazione termogenetica compensatoria prodacehe un interessante
disaccoppiamento tra lo stato comportamentalettévita autonomica. Infatti, durante
questo periodo, I'aumento del tono autonomico (pndsiimente simpatico), mirato al
recupero fisiologico della temperatura corporeajieme mentre la quantita di sonno
NREM é ancora alta. Questa associazione sembreeg@sgguale dato che l'attivazione
della termogenesi comunemente promuove la vegkar{€t al., 2005), mentre il sonno
NREM é generalmente accompagnato da una diminuzigaikattivita simpatica,
specialmente del tono termogenico (Alfoldi et 41990). Il fatto che nel presente
esperimento, a dispetto di un aumento del tonodgemico, la propensione alla veglia
non sia stata aumentata, suggerisce che i neuréhi (jrobabilmente neuroni
ipocretinergici) abbiano un ruolo chiave nell'agmapnento autonomico-
comportamentale.

Alla temperatura ambientale di 24 °C non si € ivsga una diminuzione della
temperatura cerebrale, suggerendo che i neuroninbH giocano un ruolo nel
mantenimento di base della temperatura corporeapéttatamente, e stato osservato un
aumento della temperatura cerebrale durante lonezdi salina. Questo pud essere
spiegato tramite la procedura di iniezioni ripetabte, nonostante gli sforzi da parte
degli sperimentatori, potrebbe aver prodotto urevdi stress nell'animale. Una
spiegazione alternativa potrebbe essere che i neypocretinergici siano attivati da
una diminuzione del pH (Williams et al., 2007). Aecse il volume delle iniezioni di
soluzione salina é stato molto piccolo, la posisibdhe una transiente riduzione nel pH
extracellulare potrebbe aver indotto un'attivazideé neuroni ipocretinergici non puo

essere esclusa, ma appare improbabile. E degnootdi che, qualunque sia la
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spiegazione per l'aumento nella temperatura cdeelmdotta dalla soluzione salina,

I'iniezione di muscimolo l'abolisce. Seguendo kessa linea di pensiero, la differenza
significativa nella frequenza cardiaca che si asséra le iniezioni di muscimolo e di

veicolo potrebbe essere causata da una tachicaudb#a dall'iniezione di soluzione

salina piuttosto che da una bradicardia indotthiniakzione di muscimolo.

La limitazione maggiore di questo studio e la n@awza di selettivita per le
specie neuronali che sono interessate dalle miemoni di muscimolo nell'LH. Se
questo da un lato non ci permette di definire cotigione quale sia I'esatto substrato
neuronale responsabile degli effetti osservatil'almb lato potrebbe dare maggiori
informazioni sulle funzioni complessive esplicate guest'area, riempiendo il vuoto di
altri approcci sperimentali: i) mentre il silenzianto dei neuroni ipocretinergici per via
optogenetica é stato condotto solo per un limipgisodo di tempo (1 ora), i nostri dati
producono informazioni sugli effetti di una acetarolungata (6 ore) inibizione (tra gli
altri) dei neuroni ipocretinergici; ii) I'antagom® farmacologico dei due recettori
ipocretinergici ha effetto per un esteso periodotadtnpo, ma non produce alcun
informazione sul ruolo nei neuroni ipocretinergitato questi che esprimono molti altri
neurotrasmettitori come il glutammato (Abrahamsorale 2001; Rosin et al., 2003;
Torrealba et al., 2003), dinorfina (Chou et al.Q2)) galanina (Hakansson et al., 1999),
e ossido nitrico (Cheng et al., 2003). In partioelalcune disfunzioni termoregolatorie
sono state collegate alla mancanza di neuroni gboergici piuttosto che alla
mancanza del neuropeptide ipocretina (Zhang eR@L0; Takahashi et al., 2013); iii)
I'ablazione genetica dell'ipocretina (Chemelli Bt #999), dei recettori ipocretinergici
(Lin et al.,, 1999), o dei neuroni ipocretinergidiafa et al., 2001), non produce

informazioni sull'effetto acuto prodotto dalla manza di ipocretina; iv) all'interno
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dell'LH ci sono altri neuroni correlati al sonnoechon sono né ipocretinergici né
MCHergici (Hassani et al., 2010)

In conclusione i risultati di questo primo espeiito mostrano che l'inibizione
acuta dei neuroni all'interno dell'LH produce unssiao aumento nella componente E-
SWA del sonno NREM, una consistente diminuziondadguantita di veglia, una
soppressione delle fasi di transizione tra sonn&MFR sonno REM e una conseguente
inibizione della comparsa del sonno REM. Inoltr@ostri dati indicano che i neuroni
localizzati nellLH sono coinvolti nella rispostairparia di difesa dal freddo e che
questi neuroni o subpopolazioni neuronali allinterdell’LH giocano un ruolo
fondamentale nell'accoppiamento tra comportameshttevita autonomica.

In seguito ai risultati ottenuti in questo printadio, abbiamo quindi esplorato il
ruolo svolto dall'ipocretina nel modulare la risgogermoregolatoria, agendo in un‘area
chiave della regolazione di questa funzione comBVMM e valutando altresi se e
come questa modificasse il comportamento dell'aleima

| dati osservati dopo microiniezione di ipocretimel RVMM mostrano effetti
sia autonomici che comportamentali. Dal punto diavieutonomico, abbiamo osservato
sia effetti termoregolatori che cardiovascolari.

Dal punto di vista termoreglatorio, € stato suggesulla base di esperimenti
condotti nel ratto anestetizzato, che lipocretadzbia un ruolo di amplificazione
dell'attivita termogenica guidata dai neuroni d¥INRVI (Tupone et al., 2011). Secondo
guesta ipotesi, l'ipocretina di per sé avrebbe pdtatto in presenza di un ridotto tono
eccitatorio diretto ai neuroni dellRVMM mentre shbe molto piu efficace in
condizioni nelle quali I'organismo & gia impegnatbattivare una risposta termogenica.
| nostri dati, ottenuti su animali liberi di muogere non anestetizzati, confermano

guesta ipotesi. Infatti 'aumento di temperatunatizde che abbiamo osservato € netto a
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10C°, modesto a 24°C e praticamente nullo a 32°@es dati suggeriscono che
l'ipocretina da sola non sia in effetti in gradoiminescare una risposta termogenica
efficace dai neuroni del RVMM se non in presenzaltti neurotrasmettitori eccitatori,
0, alternativamente, in presenza di un elevato oitdtorio.

Anche la funzione cardiovascolare e influenzaltadaesenza di ipocretina nel
RVMM, specialmente per quanto riguarda la PAM. A°’Q4abbiamo osservato un
significativo incremento della PAM che non vieng@eeplicato a 32°C o a 10°C. A
32°C, la mancanza dell'effetto puo essere attabalia mancanza di tono eccitatorio o
all'aumentato tono inibitorio sui neuroni del RVMdusato dall'esposizione ad elevata
temperatura ambientale. L'esposizione a 10°C dawvsae un'elevazione della PAM. E
possibile che i livelli piu alti di PAM impediscarth vedere un ulteriore incremento di
pressione. In quest'ottica gli effetti pressori @ito dall'ipocretina non produrrebbero
incrementi para-fisiologici ma riprodurrebbero d\ehzione pressoria osservata in
condizioni fisiologiche di attivazione comportameadet

Molto minori sono risultati gli effetti a caricoetla FC. Questo dato €
interessante, in quanto i neuroni del RVMM sonoe® noti per poter esercitare
un'importante effetto sulla FC (Cerri and Morriso2Q05). E' possibile che la
popolazione di neuroni su cui agisce l'ipocretie'RVMM non sia quindi la stessa
che viene attivata in seguito a diverse stimolazfarmacologiche di questi neuroni.
Per esempio, la somministrazione nellRVMM delbamyanista dei recettori GABA
bicucullina (Cao WH and Morrison SF, 2003) producemassivo incremento di FC,
come per altro la somministrazione di NMDA (Tupa@tel., 2011). Anche l'attivazione
della termogenesi evocata da centri superiori, cpereesempio la somministrazione
dell'antagonista dei recettori GARAbicucullina nel DMH (Samuels et al., 2004,

Zaretskaia et al., 2008), produce incrementi ingartdi FC mediati dal RVMM. Le
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stimolazioni farmacologiche appena descritte, bérsgecifiche per un tipo recettoriale,
sono sicuramente in grado di agire su diverse papmi neuronali, essendo i recettori
GABAA e NMDA molto comuni. La ridotta efficacia dell'ip@tina nel provocare un
aumento della FC ci farebbe quindi supporre cpedlietina stessa possa agire su una
sottopopolazione specifica di neuroni nel RVMM. particolare, la popolazione di
neuroni serotoninergici nellRVMM potrebbe esseneottimo candidato bersaglio per
l'azione dell'ipocretina. Questi neuroni serorab@ngici non sono infatti tonicamente
attivi (Corradetti R. et al., 1996), non essendati slescritti effetti in seguito alla
somministrazione nellRVMM dell'antagonista deiatori 5-HT1A WAY 100635, e
sono gia stati identificati come gli unici della reo a possedere recettori per
un'importante pirogeno come la PGE2 (Nakamura klet2000). Su queste basi, si
potrebbe ipotizzare che l'effetto evocato dall'netioa nel'lRVMM differisca da quanto
osservato in seguito ad attivazioni di piu sottpgiuneuronali della zona. Un'analisi
immunoistochimica permetterebbe di verificare seeuroni serotoninergici dell'area
siano gli unici ad esprimere recettori per l'ipticre e ad essere attivati in seguito alla
sua somministrazione.

Dal punto di vista comportamentale, la sommingtnae di ipocretina
nel’lRVMM produce un incremento importante dellantita di veglia. Tale incremento
e stato massiccio a 24°C e a 10C° e modesto a &Ai€sto dato € stato inaspettato, in
quanto le popolazioni neuronali del’lRVMM sono pipalmente efferenti, e quindi non
direttamente in grado di modificare lo stato divaitione corticale. Un'eccezione a
guesta osservazione é data dalla popolazione domeO@N e OFF presenti nell'area e
coinvolti nella percezione del dolore (Fay R.M. a&t, 1990). Questi neuroni
faciliterebbero la trasmissione della sensazionéorifica quando attivati, mentre

verrebbero inibiti dai sistemi antinocicettivi. Euigdi possibile che [l'attivazione
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corticale osservata nel nostro esperimento possaeesausata dall'attivazione di questa
popolazione neuronale, anche se questa ipotesiraappebole alla luce di alcune
considerazioni. Per esempio, per quale motivobleréizione di ipocretina, che avviene
in coincidenza con comportamenti motivati da paeé#'animale, dovrebbe aumentare
la percezione del dolore. Se questo fosse il casalunque condizione di attivazione e
di espressione di comportamenti motivati, come #dngiare per esempio, sarebbe
accompagnata da dolore. Un'ipotesi alternativaepb essere proposta ipotizzando
che [lattivazione autonomica periferica venga sitmassa ai centri integratori
ipotalamici responsabili della determinazione dedtato di vigilanza, come riflesso
neuro-vegetativo. In questo caso, l'attivazionessstedel sistema nervoso simpatico
porterebbe con sé [lattivazione corticale come egumsnza necessaria. Questa
osservazione fa pero sorgere domande interessdative alla funzione dei neuroni
ipocretinergici dell'LH: sono essi una popolaziameogenea o differiscono in funzione
delle aree a cui proiettano? Se infatti l'attivaeiodell'efferenza ipocretinergica
allRVMM é sufficiente ad attivare la corteccia,aj@ il ruolo delle proiezioni corticali
dei neuroni ipocretinergici? Ulteriori esperimers#dno necessari per districare il
controllo dello stato comportamentale dal contrdiéb necessario supporto autonomico.
In conclusione, questo secondo esperimento haratoesthe [attivazione

autonomica da parte dell'ipocretina dei neuron'REMM e sufficiente a produrre
un‘attivazione corticale e dello stato comportamente suggerisce che [I'effetto
autonomico indotto possa essere mediato da unapsptilazione specifica dei neuroni

dellRVMM.
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Gli esperimenti presentati evidenziano il ruolo asl@ che i neuroni
dellipotalamo laterale svolgono nel coordinardtiVda autonomica con lo stato
comportamentale. L'induzione di uno stato di SONREM caratterizzato da un'elevata
potenza Delta, dall'assenza di sonno REM e dabasstotale di ogni transizione di
stato in seguito ad inibizione dei neuroni in gaest suggerisce che questa regione
svolga un ruolo essenziale nell'innescare episogglia sostenuti e di sonno REM.

| substrati neuronali responsabili di tali regadae sono probabilmente diversi.
Da un lato l'inibizione acuta dell'attivita dei meni ipocretinergici sembra ridurre la
capacita del'SNC di innescare stati di veglia esmsta, mentre l'inibizione dei neuroni
MCH potrebbe essere responsabile dell'inibizioné dmmparsa di sonno REM. Gli
effetti riscontrati dopo inibizione dell'intero LBono pero piu netti rispetto a quanto
osservato dopo inibizione selettiva dell'attiviegi deuroni ipocretinergici o dei neuroni
LH, suggerendo che altre popolazioni neuronaliadeibna giochino un ruolo nella
complessa regolazione dell'alternanza degli statiportamentali.

L'attivazione dei neuroni dellipotalamo lateraembra poi rappresentare una
modalita di pronta risposta a sfide ambientali afihiedano [l'attivazione della
termogenesi. La loro inibizione a bassa temperatunhientale produce una modesta
ipotermia transitoria, che viene compensata mehiibizione dello stesso substrato
neuronale perdura. Questo fa pensare che la maredtata in funzione del
meccanismo di pronto intervento termoregolatoriomsli ['attivazione di aree
vicarianti, che possano supplire alla sua inattovaz e riportare la temperatura centrale
entro ranghi fisiologici. L'attivazione di tale neamismi sembra poi perdurare piu a
lungo nel tempo, mantenendosi la temperatura elepat il resto della giornata
sperimentale. E inoltre interessante notare charderl recupero della normotermia, gli

animali si trovano ancora ad esprimere alte guamlitsonno NREM, una condizione
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normalmente associata con una termolisi, a riproli@ l'associazione fra stato
comportamentale e attivazione autonomica di suppochieda l'integrita della rete
neuronale intra-ipotalamo laterale.

Al fine di valutare il ruolo autonomico termoreguiao dell'ipocretina, una popolazione
chiave dell'ipotalamo laterale, abbiamo quindiutato il suo effetto in seguito a
microiniezione nel RVMM, un relay essenziale peattivazione degli organi
termogenici. Questo secondo esperimento ha eviatenzome l'ipocretina di per sé non
sia in grado di produrre attivazione sostenuta'atBilita termoregolatoria senza la
presenza di un precedente tono eccitatorio attivaeuroni dellRVMM. In questo caso
inoltre, l'attivazione autonomica € stata accomptgn da un'attivazione
comportamentale, inaspettata se prese in considaeate proiezioni del'/RVMM, per
lo piu efferenti. E' possibile interpretare quesftfetto come la risultante di un riflesso
neuro vegetativo, nel quale l'attivazione autonanperiferica verrebbe percepita dal
SNC e causerebbe un'attivazione comportamental@st@uinterpretazione solleva
comunque interessanti domande sul ruolo delle afireiezioni dei neuroni
ipocretinergici, per esempio quelle corticali, #asloro effettiva necessita nel modulare
I'alternanza degli stati comportamentali.

In conclusione, l'lpotalamo Laterale si rivela we& ad elevata complessita che si
manifesta nella capacita di regolare ed integratiévita autonomica e stato
comportamentale in una modalita che non e sempéo&nspiegabile come la somma

delle attivita delle sue singole popolazioni nealon
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FIGURE



Figura 1. Le figure mostrano schematicamente le principadigmioni provenienti da
diverse zone dell'encefalo e dirette all'ipotalalat@rale (in alto) e le proiezioni che

viceversa partono dall'ipotalamo laterale (in bagsche sono dirette a tutto il nevrasse.

129



Rewarding & Multimodal associations & memories

Punishing cues
Emotional stimuli

Vagal
sensory
& taste

Hippocampus
Olfactory

bulb Parabrachial

Accumbens

K-‘-__ \
: Raphé
4 scN A + N MRF  RVLM
Smell il Medial Hypothalamus
Light/Dark .
Circulating metabolic Somatosensory
state signals & nociceptive

Decision making Cognitive functions
Pleasure / Emotions 1 I Attention

Autonomic

Hippocampus
outflow

Locus
Olfactory coeruleus

bulb Striatum

Parabrachial ;
Dorsal Vagal
Complex

Caudal
Raphé

MRF

Medial Hypothalamus

Sensory

processing .. ' Arousal Loco.r'notor &
Endocrine outflow Sleep/Wake  oromotor controls

Berthoud and Munzberg, Physiol Behav. 2011; 104(1): 29-39

130



Figura 2. La figura mostra le interazioni dei neuroni deiiplamo laterale con altre
aree ipotalamiche e le piu importanti proiezioni fenzioni comportamentali,
autonomiche ed endocrine di dette aree. La figaitammente schematica, non mostra la
relazione con altri nuclei ipotalamici come i nuaersomediali e ventrali. Inoltre non
mostra l'intensa reciproca connessione che dalfeama e dalle strutture limbiche é
diretta all'ipotalamo laterale. Le frecce che amiraei tre nuclei, ma che non contattano
singoli neuroni, indicano potenziali proiezioni @tit i differenti neuroni presenti in
quell'area. Abbreviazioni: AgRP, peptide correlalia proteina agouti; AVP, arginina-
vasopressina; CART, trascritto regolato dalla coead dall'anfetamina; CRH, ormone
di rilascio della corticotropina; DYN, dinorfina; ABA, acido gamma-aminobutirrico;
Gal, galanina; Glu, glutammato; MCH, ormone conearie la melatonina, NPY,
neuropeptide Gal, galanina; Glu, glutammato; MCHmane concentrante la
melatonina, NPY, neuropeptide Y; NT, neurotenskhert, ipocretina; OT, ossitocina;
POMC, proopio-melanocortina; TRH, ormone di rilasdella tireotropina; LHA, area
dellipotalamo laterale; PVN, nucleo paraventriceladell'ipotalamo; SNC, nucleo

soprachiasmatico; 3V, terzo ventricolo.
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Figura 3. La figura mostra schematicamente che i neuronirgiowrgici inviano e
ricevono numerose proiezioni da tutto il nevraske. frecce rosse mostrano le
proiezioni eccitatorie, mentre le linee blu mostrate proiezioni inibitorie.
Abbreviazioni: Arc, nucleo arcuato; DR, nucleo igphe dorsale; LC, locus coeruleus;
LTD, nucleo tegmentale laterodorsale; PPT, nuclegmentale peduncolopontino;
TMN, nucleo tuberomammillare; VTA, area ventralggnentale; VLPO, nucleo

preottico ventrolaterale.
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Figura 4. La figura mostra, in corrispondenza della zampardeg punto di accesso
chirurgico all’arteria femorale ed il catetere fgeregistrazione della pressione arteriosa
in essa inserito. La freccia indica il trasmetttéelemetrico che viene alloggiato sotto

cute.
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Figura 5. Le figure a e b, mostrano il cranio del ratto con una visionesdte che
mostra i punti in cui sono state effettuate le iwmie durante l'intervento chirurgico
sull’animale in anestesia generale.

Entrambe le figure mostrano le 4 viti (viola) pankoraggio dell'impianto, due nella
porzione antero-laterale delle ossa frontali, delkarporzione postero-laterale delle ossa
parietali; 2 elettrodi per la rilevazione del sdgnalettroencefalografico (EEG; croce),
uno a +3.00 mm antero-posteriore dal bregma e +8&@0 laterale, una nell'osso
parietale a -4.00 mm dal bregma e 1.00 mm laterhléermistore (giallo) per la
rilevazione della temperatura ipotalamica a -1.00 dal bregma e 1.00 mm laterale.

La figura A mostra 2 cannule (verdi) in corrisponde della regione dell'ipotalamo
laterale alle seguenti coordinate: AnteroPoster{&P) -2.5; LateroLaterale (LL) +/-
1.8; DorsoVentrale (DV) -8.2), per l'inserimento dile cannule guida per effettuare
microiniezioni bilaterali nell'ipotalamo lateralEgperimento A)

La figura B mostra 1 cannula (verde) in corrisporetedella regione RVMM a - 2,5/-
3.00 mm dal lambda, 0 mm laterale e -9.00/-9.5 mnsenso dorso-ventrale dalla
superficie del cervelletto per linserimento di ugannula guida per effettuare

microiniezioni nel'RVMM (Esperimento B).
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Figura 6. La figura mostra la quantita del tempo trascorsweglia (espressa come
percentuale di ogni intervallo temporale) duranseiigiorni sperimentali (i pallini neri
indicano i giorni 1,2,3; i pallini bianchi indicaniogiorni 4,5,6) per gli animali del
gruppo 1 (mantenuti ad una temperatura ambient® £T24°C, nel grafico a) e per gli
animali del gruppo 2 ( esposti ad una Ta = 10°@edaDO0 alle 17:00 del giorno 2, nel
grafico b). Ogni animale di ogni gruppo € statetipamente iniettato con l'agonista
GABAergico muscimolo durante il giorno 2 ( pallineri, 100 nl, 1 mM, 1 iniezione
all'ora bilaterale) e con salina durante il giofaqpallini bianchi, 100 nl, 0.9%, 1
iniezione bilaterale all'ora). La risoluzione termmgde e di 12 ore per il giorno 1,3,4e 6 e
di 30 minuti per il giorno 2 e 5.

Le linee verticali tratteggiate dividono i giornpeximentali consecutivi. La Ta, il
periodo di luce (L)/buio (B) e la significativitaasistica sono posizionati sopra ciascun
grafico. Inoltre ciascuna freccia indica un'iniemo| dati sono visualizzati come media

+ SEM, * = p< 0,05.
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Figura 7. La figura mostra la quantita del tempo trascorsednno NREM (espressa
come percentuale del tempo totale) durante i smingisperimentali ( i pallini neri
indicano i giorni 1,2,3; i pallini bianchi indicaniogiorni 4,5,6) per gli animali del
gruppo 1 (mantenuti ad una temperatura ambient® £T24°C, nel grafico a) e per gli
animali del gruppo 2 ( esposti ad una Ta = 10°@edaDO0 alle 17:00 del giorno 2, nel
grafico b). Ogni animale di ogni gruppo € statetypamente iniettato con l'agonista
GABAergico muscimolo durante il giorno2 (pallini mel00 nl, 1 mM, 1 iniezione
all'ora bilaterale) e con salina durante il giofaqpallini bianchi, 100 nl, 0.9%, 1
iniezione bilaterale all'ora). La risoluzione termmgde e di 12 ore per il giorno 1,3,4e 6 e
di 30 minuti per il giorno 2 e 5.

Le linee verticali tratteggiate dividono i giornpeximentali consecutivi. La Ta, il
periodo di luce (L)/buio (B) e la significativitaasistica sono posizionati sopra ciascun
grafico. Inoltre ciascuna freccia indica un'iniemo| dati sono visualizzati come media

+ SEM, *=p< 0,05.
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Figura 8. La figura mostra la quantita del tempo trascors@anno REM (espressa
come percentuale del tempo totale) durante i smingisperimentali ( i pallini neri
indicano i giorni 1,2,3; i pallini bianchi indicanogiorni 4,5,6) per gli animali del
gruppo 1 (mantenuti ad una temperatura ambientg £T24°C, nel grafico a) e per gli
animali del gruppo 2 (esposti ad una Ta = 10°Ced@i00 alle 17:00 del giorno 2, nel
grafico b). Ogni animale di ogni gruppo € statetipamente iniettato con l'agonista
GABAergico muscimolo nel giorno 2 ( pallini nerip@ nl, 1 mM, 1 iniezione all'ora
bilaterale) e con salina nel giorno 5 (pallini ik 100 nl, 0.9%, 1 iniezione bilaterale
all'ora). La risoluzione temporale e stata di 12 per il giorno 1,3,4 e 6 e di 30 minuti
per il giorno 2 e 5.

Le linee verticali tratteggiate dividono i giornpeximentali consecutivi. La Ta, il
periodo di luce (L)/buio (B) e la significativitaasistica sono posizionati sopra ciascun
grafico. Inoltre ciascuna freccia indica un'iniemo| dati sono visualizzati come media

+ SEM, * = p< 0,05.
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Figura 9. La figura mostra 'andamento della potenza delladharheta (5,5 — 9,0 Hz)
del’lEEG durante il periodo di veglia nei sei giosperimentali per gli animali del
gruppo 1 (mantenuti ad una temperatura ambient® £124°C, nel grafico a) e per gli
animali del gruppo 2 (esposti ad una Ta = 10°CedalD0 alle 17:00 del giorno 2, nel
grafico b). Le potenze sono state normalizzateasukdia della potenza dellEEG del
giorno precedente quello d'iniezione ed espresgeioentuale. Ogni animale di ogni
gruppo e stato ripetutamente iniettato con l'agfanGABAergico muscimolo durante il
giorno 2 (pallini neri, 100 nl, 1 mM, 1 iniezion#'@a bilaterale) e con salina durante il
giorno 5 (pallini bianchi, 100 nl, 0,9%, 1 iniezeiilaterale all'ora). La risoluzione
temporale € stata di 12 ore per il giorno 1,3,4e2db 30 minuti per il giorno 2 e 5. Le
linee verticali tratteggiate dividono i giorni spaentali consecutivi. La Ta, il periodo
di luce (L)/buio (B) e la significativita statisicsono posizionati sopra ciascun grafico.
Inoltre ciascuna freccia indica un'iniezione. lidano visualizzati come media £ SEM,

* = p< 0,05
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Figura 10. La figura mostra I'andamento della potenza dellabaDelta (0,75-4,0 Hz)
dellEEG durante il sonno NREM nei sei giorni spegntali per gli animali del gruppo
1 (mantenuti ad una temperatura ambiente (Ta)°€ 2del grafico a) e per gli animali
del gruppo 2 (esposti ad una Ta = 10°C dalle 9tie01&:00 del giorno 2, nel grafico b).
Le potenze sono state normalizzate sulla mediaa dedtenza dellEEG del giorno
precedente quello d'iniezione ed espresse in peer@en Ogni animale di ogni gruppo e
stato ripetutamente iniettato con l'agonista GAB#A@® muscimolo durante il giorno 2
(pallini neri, 100 nl, 1 mM, 1 iniezione all'orddtierale) e con salina durante il giorno 5
(pallini bianchi, 100 nl, 0,9%, 1 iniezione biladé all'ora). La risoluzione temporale &
stata di 12h per il giorno 1,3,4 e 6 e di 30 mimgr il giorno 2 e 5. Le linee verticali
tratteggiate dividono i giorni sperimentali consdula Ta, il periodo di luce (L)/buio
(B) e la significativita statistica sono posiziaradpra ciascun grafico. Inoltre ciascuna

freccia indica un'iniezione. | dati sono visualizzzome media + SEM, *= p< 0,05.

147



ESPERIMENTO A

SONNO NREM - Potenza banda Delta (0,75-4,0Hz)

Ta 24°C J
L/B T I
P<0.05 Jokk

200

=X
0 ] 1 |
9:00 9:00 11:00 16:00 ¢ 9:00 9:00
9:00 9:00 ll:loo 16:00 ¢ 9:00 9:00

148



Figura 11. La figura mostra I'andamento della potenza delladbaSigma (11,0-16,0

Hz) dellEEG durante il sonno NREM nei sei giorpesimentali per gli animali del

gruppo 1 (mantenuti ad una temperatura ambient® £T24°C, nel grafico a) e per gli
animali del gruppo 2 (esposti ad una Ta = 10°Ced@i00 alle 17:00 del giorno 2, nel
grafico b). Le potenze sono state normalizzateasukdia della potenza dellEEG del
giorno precedente quello d'iniezione ed espresg®iicentuale. Ogni animale di ogni
gruppo e stato ripetutamente iniettato con l'agfanGABAergico muscimolo durante il
giorno 2 (pallini neri, 100 nl, 1 mM, 1 iniezion#'@a bilaterale) e con salina durante il
giorno 5 (pallini bianchi, 100 nl, 0,9%, 1 iniezetilaterale all'ora). La risoluzione
temporale é stata di 12h per il giorno 1,3,4 ed6 20 minuti per il giorno 2 e 5. Le linee
verticali tratteggiate dividono i giorni sperimelnizonsecutivi. La Ta, il periodo di luce

(L)/buio (B) e la significativita statistica son@$zionati sopra ciascun grafico. Inoltre
ciascuna freccia indica un'iniezione. | dati sorsualizzati come media £ SEM, * = p<

0,05.
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Figura 12. La figuramostra I'andamento medio della potenza dellEEGrdari giorni
delle iniezioni dell'agonista dei recettori GABA muscimolo (100 nl, 1mM, 1
iniezione/h bilaterale) o di soluzione salina (X000,9%, 1 iniezione/h bilaterale) per
gli animali del gruppo 1 (fig. a e b) e del gruppdfig. e ed f). Le potenze sono state
normalizzate sulla media della potenza dellEEG d&rno precedente quello
d'iniezione ed espresse in percentuale. La tempara@mbientale € espressa su ogni
pannello. Le linee verticali indicano la finestratdmpo che intercorre dalla prima
iniezione ad un'ora dopo l'ultima iniezione. Leufig ¢, d, g ed h mostrano I'andamento
medio della potenza dellEEG del sonno NREM (c,gleba veglia (d,h), durante il

periodo delle iniezioni.
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Figura 13. La figura mostra I'andamento della temperaturaalpotica nei sei giorni
sperimentali per gli animali del gruppo 1 (mantemgt una temperatura ambiente (Ta)
= 24°C, nel grafico a) e per gli animali del gruppdesposti ad una Ta = 10°C dalle
9:00 alle 17:00 del giorno 2, nel grafico b). Ogmimale di ogni gruppo e stato
ripetutamente iniettato con l'agonista GABAergmmmscimolo durante il giorno 2
(pallini neri, 100 nl, 1 mM, 1 iniezione all'orddtierale) e con salina durante il giorno 5
(pallini bianchi, 100 nl, 0.9%, 1 iniezione biladé all'ora). La risoluzione temporale &
stata di 12h per il giorno 1,3,4 e 6 e di 30 mimgr il giorno 2 e 5. Le linee verticali
tratteggiate dividono i giorni sperimentali consdula Ta, il periodo di luce (L)/buio
(B) e la significativita statistica sono posiziaratpra ciascun grafico. Inoltre ciascuna

freccia indica un'iniezione. | dati sono visualizzame media £ SEM, * = p< 0.05.
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Figura 14. La figura mostra un esempio di un‘immagine allanfsso (in toni di grigio
e con codice di colore) dell'animale prima dekmone di muscimolo nellLH e 90
minuti dopo (Ta = 10°C). La freccia bianca indi@adoda (organo scambiatore di

calore).
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Figura 15. La figura mostra I'andamento della pressione agarimedia nei sei giorni
sperimentali per gli animali del gruppo 1 (mantémwlt una temperatura ambiente (Ta)
= 24°C, nel grafico a) e per gli animali del gruppdgesposti ad una Ta = 10°C dalle
9:00 alle 17:00 del giorno 2, nel grafico b). Ogmimale di ogni gruppo € stato
ripetutamente iniettato con l'agonista GABAergmmmiscimolo durante il giorno 2
(pallini neri, 100 nl, 1 mM, 1 iniezione all'oradtierale) e con salina durante il giorno 5
(pallini bianchi, 100 nl, 0,9%, 1 iniezione biladé all'ora). La risoluzione temporale &
stata di 12h per il giorno 1,3,4 e 6 e di 30 mimgr il giorno 2 e 5. Le linee verticali
tratteggiate dividono i giorni sperimentali consdula Ta, il periodo di luce (L)/buio
(B) e la significativita statistica sono posiziaradpra ciascun grafico. Inoltre ciascuna

freccia indica un'iniezione. | dati sono visualizzame media £ SEM, * = p< 0,05
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Figura 16. La figura mostra I'andamento della frequenza caedinei sei giorni
sperimentali per gli animali del gruppo 1 (mantémwit una temperatura ambiente (Ta)
= 24°C, nel grafico a) e per gli animali del gruppdgesposti ad una Ta = 10°C dalle
9:00 alle 17:00 del giorno 2, nel grafico b). Ogmimale di ogni gruppo € stato
ripetutamente iniettato con l'agonista GABAergmmmscimolo durante il giorno 2
(pallini neri, 100 nl, 1 mM, 1 iniezione all'oradtierale) e con salina durante il giorno 5
(pallini bianchi, 100 nl, 0,9%, 1 iniezione biladé all'ora). La risoluzione temporale e
stata di 12h per il giorno 1,3,4 e 6 e di 30 mimgr il giorno 2 e 5. Le linee verticali
tratteggiate dividono i giorni sperimentali consggula Ta, il periodo di luce (L)/buio
(B) e la significativita statistica sono posizidr&ipra ciascun grafico. Inoltre ciascuna

freccia indica un'iniezione. | dati sono visualizzame media + SEM, * = p< 0,.05.

159



ESPERIMENTO A

FREQUENZA CARDIACA
Ta 24°C ]
LB o S
pgos.gs * * % Jodcdddoookok *  * * ]

Ta | 24°c 10°C | |
o T —
p<0.05[ % *
550
o
)
300 : ,
9:00 9:00 11:00 16:00 9:00 9:00

160



Figura 17. Le tre figure mostrano la quantita del tempo treszaon veglia (espressa
come percentuale di ogni intervallo temporale) dtea 80 minuti di registrazione a tre
temperature di esposizione ambientale differe®?C2( grafico a), 32°C (grafico b) e
10°C (grafico c¢) a cui ciascun animale é stato s&pim giorni sperimentali consecutivi.
| pallini neri indicano i valori risultanti dal titamento con ipocretina, mentre i pallini
bianchi indicano i valori risultanti dal trattamenton salina. Ogni animale e stato
iniettato con il neuropeptide ipocretina o conrsaliLe iniezioni sono state bilanciate
alle diverse temperature. La risoluzione tempomletata di 10 minuti. La linea
verticale tratteggiata indica il momento dell'in@®. La Ta e la significativita statistica
Sono posizionate sopra ciascun grafico. | dati sesgalizzati come media = SEM, * =

p< 0,05.
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Figura 18. Le tre figure mostrano la quantita del tempo trescdn sonno NREM

(espressa come percentuale di ogni intervallo teado durante 180 minuti di

registrazione a tre temperature di esposizione emdle differenti: 24°C ( grafico a),
32°C (grafico b) e 10°C (grafico c) a cui ciascuninzle e stato esposto in giorni
sperimentali consecutivi. | pallini neri indicanovalori risultanti dal trattamento con
ipocretina, mentre i pallini bianchi indicano i @élrisultanti dal trattamento con salina.
Ogni animale ¢ stato iniettato con il neuropeptpteretina o con salina. Le iniezioni
sono state bilanciate alle diverse temperaturerid¢@uzione temporale e stata di 10
minuti. La linea verticale tratteggiata indica ilomento dell'iniezione. La Ta e la
significativita statistica sono posizionate sopi@scun grafico. | dati sono visualizzati

come media = SEM, * = p< 0,05.
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Figura 19. Le tre figure mostrano la quantita del tempo treszan sonno REM

(espressa come percentuale di ogni intervallo teadpo durante 180 minuti di

registrazione a tre temperature di esposizione emdle differenti: 24°C ( grafico a),
32°C (grafico b) e 10°C (grafico c) a cui ciascuninzle e stato esposto in giorni
sperimentali consecutivi. | pallini neri indicanovalori risultanti dal trattamento con
ipocretina, mentre i pallini bianchi indicano i galrisultanti dal trattamento con salina.
Ogni animale e stato iniettato con il neuropeptEretina o con salina. Le iniezioni
sono state bilanciate alle diverse temperaturerid@uzione temporale é stata di 10
minuti. La linea verticale tratteggiata indica ilomento dell'iniezione. La Ta, e la
significativita statistica sono posizionate sopi@scun grafico. | dati sono visualizzati

come media = SEM, * = p< 0,05.
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Figura 20. Le tre figure mostrano l'andamento della tempeaaipotalamica (°C)
durante 180 minuti di registrazione a tre tempeeatdi esposizione ambientale
differenti: 24°C ( grafico a), 32°C (grafico b) 8°C (grafico ¢) a cui ciascun animale &
stato esposto in giorni sperimentali consecutiyaallini neri indicano i valori risultanti
dal trattamento con ipocretina, mentre i pallirarghi indicano i valori risultanti dal
trattamento con salina. Ogni animale é stato miettcon il neuropeptide ipocretina o
con salina. Le iniezioni sono state bilanciate dikerse temperature. La risoluzione
temporale e stata di 10 minuti. La linea vertictdatteggiata indica il momento

delliniezione. La Ta, e la significativita staiist sono posizionate sopra ciascun

grafico. | dati sono visualizzati come media = SEM, p< 0,05.
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Figura 21. Le tre figure mostrano I'andamento della pressemeriosa media durante
180 minuti di registrazione a tre temperature giosgzione ambientale differenti: 24°C
( grafico a), 32°C (grafico b) e 10°C (grafico &)cui ciascun animale é stato esposto in
giorni sperimentali consecutivi. | pallini neri iicdno i valori risultanti dal trattamento
con ipocretina, mentre i pallini bianchi indicanealori risultanti dal trattamento con
salina. Ogni animale e stato iniettato con il opeptide ipocretina o con salina. Le
iniezioni sono state bilanciate alle diverse terapee. La risoluzione temporale é stata
di 10 minuti. La linea verticale tratteggiata irait momento dell'iniezione. La Ta, e la
significativita statistica sono posizionate sopi@scun grafico. | dati sono visualizzati

come media = SEM, * = p< 0,05.
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Figura 22. Le tre figure mostrano I'andamento della frequecai@iaca durante 180
minuti di registrazione a tre temperature di espose ambientale differenti: 24°C (
grafico a), 32°C (grafico b) e 10°C (grafico c)cw ciascun animale e stato esposto in
giorni sperimentali consecutivi. | pallini neri iicdno i valori risultanti dal trattamento
con ipocretina, mentre i pallini bianchi indicanealori risultanti dal trattamento con
salina. Ogni animale e stato iniettato con il npemiide ipocretina o con salina. Le
iniezioni sono state bilanciate alle diverse terapee. La risoluzione temporale € stata
di 10 minuti. La linea verticale tratteggiata iralit momento dell'iniezione. La Ta, e la
significativita statistica sono posizionate sopi@scun grafico. | dati sono visualizzati

come media = SEM, * = p< 0,05.
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