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Introduzione

Capitolo 1

Anatomia della vescica urinaria

In questo capitolo saranno studiati i differenpetti della vescica urinaria, dallo
sviluppo embriologico all'ultrastruttura. La vesziarinaria € un serbatoio impari,
muscolo-membranoso, molto dilatabile, in cui I'arisi accumula di continuo per essere
espulsa ad intermittenza (minzione) nelle varié defla giornata. Essa e consistente al
tatto e poco voluminosa, risulta allungata caudatmeQuando € vuota e contratta
presenta una superficie raggrinzita; la sua form@amente cambia a seconda del grado

di replezione o di rilasciamento.

Cenni di embriologia

Durante lo sviluppo dell’intestino caudale, il setiro-rettale divide la cloaca in
retto, posto dorsalmente, e seno urogenitale, p@sttvalmente; tutte strutture di origine
endodermica. Al punto di ingresso del dotto mesudied, o di Wolff, il seno uro-
genitale primitivo si divide in una parte rostralecanale vescico-uretrale, primordio
della vescica, e una caudale, il seno uro-genjied@riamente detto, da cui originera
I'uretra peniena nel maschio o l'uretra e il vestibnella femmina. Alla parete dorsale
della vescica in via di sviluppo si associano anetestremita dei futuri ureteri e dei dotti
mesonefridici, futuri dotti del sistema genitaleoidhé queste strutture, di origine
mesodermica, sono incorporate nel trigono, ar@agolare localizzata sul dorso della
parete vescicale, I'epitelio di rivestimento dejdno avra origine mesodermica, mentre
I'epitelio della restante parte della vescica aor@ine endodermica (McGeady et al.
2006) (Fig. 1a). La vescica, che deriva dalla moreiintraembrionale dell’allantoide, si
estende nell’embrione sino in prossimita dell’onitaeldove I'uraco la unisce al condotto
allantoideo, che decorre nel cordone ombelicaledandb in comunicazione la cavita

dell’organo con quella dell’allantoide (Barone, 320



Da ciascun lato la vescica, assieme all'uraco,resgnta accompagnata dalle
arterie ombelicali (Barone 2003). Nei soggetti geali I'arteria ombelicale si oblitera,

costituisce il legamento rotondo della vescica.
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Fig. 1la. Sezione sagittale di un embrione di mammiferouinépossibile osservare la fase in cui il setto
uro-rettale divide la cloaca nel retto (dorsalmgmtanel seno urogenitale (ventralmente). Modificdéo
McGeady et al. (2006).

La vescica subisce un trascinamento post-natatiirézione dell’entrata della
cavita pelvica. Durante questa fase, anche il suwdo pcraniale si oblitera
contemporaneamente alle arterie ombelicali.

La vescica di maiale, in condizione di replezionedim, € ovoidale, di ampie
dimensioni ed e collocata quasi totalmente in adglanche quando e vuota (Fig. 1c). Il
peritoneo riveste quasi completamente la vescmandndo un fondo cieco ventrale,
denominato fondo cieco pubo-vescicakxdavatio pubovescicalise uno dorsale,
chiamato fondo cieco vescico-genitadgavatio vescicogenita)isEsso e detto vescico-

uterino nella femmina e vescico-deferenziale nedchm (Fig. 1b).



Fig. 1b. Fondo cieco vescico-genitale di scrofetta (immagitienuta in sede operatoria).

Gli osti ureterici, preceduti da colonne uretericievate che marcano il decorso
terminale sottomucoso degli ureteri, sono moltwi@wati al collo della vescica (Barone,
2003).

Fig. 1c- Immagine della vescica di verro che mostra poap con gli organi contigui. Da notare come la

vescica sia collocata interamente in cavita addalai(Modificato da Popesko 2004).



Anatomia macroscopica della vescica

Come gia osservato, la vescica urinaria € un saidbahpari, di forma ovoidale,
muscolo-membranoso e molto dilatabile, in cui sumeula I'urina, che la sua contrazione
espelle al momento della minzione. E quasi impdssitalutarne la reale dimensione,
infatti la sua capacita, misurata nel cadaverewtso replezioni sperimentali, presenta
valori differenti rispetto a quelli misurati in wit La capacita fisiologica € determinata
dall'insorgere dello stimolo della minzione, chemeoque € inferiore alla capacita
massima che si raggiunge nei Mammiferi educati cagatto) che vivono in
appartamento. Nel maiale, anche quando é vuotasleica si colloca quasi totalmente
in addome. In linea di massima si puo affermarelate@pacita massima raggiunge 2-3
litri nel maiale. Il tono della muscolatura decresartemente durante la distensione lenta

e progressiva (Barone 2003).

Fig. 1d. Veduta dorsale della vescica urinaria e dellamgtble annesse all’'apparato genitale maschile di
maiale. A sinistra animale intero; a destra aninsalgtrato. Visibili i rapporti della vescica com fleteri,

i dotti deferenti, le ghiandole vescicolari e lagtata (Modificato da Popesko 2004).

Nella vescica riconosciamo tre parti: una parteiate, I'apice (Aex vesicag
che nella sua porzione centrale spesso mostracktrice dovuta all'obliterazione

dell'uraco; una parte intermedia, o corf@n(pus vesicae che presenta nella sua faccia



dorsale e a breve distanza dal collo la penetraziem due ureteri (Fig. 1d); infine una
parte piu caudale, definita coll@érvix vesicag che si continua con l'uretra.

La cavita della vescica € rivestita da una mucadiadp, bianco-rosata o grigiastra
e fornita di pieghe irregolari, pit 0 meno pronateia seconda del grado di replezione,
che scompaiono gradualmente con la distensionkem#é con il fondo, la faccia dorsale
mostra i due osti ureterici, ognuno dei quali écpdaito da un rilievo della mucosa o
colonna ureterica, che segna il decorso nellasnitosa della terminazione dell’'uretere.
Un terzo orifizio, piu largo e mediano, corrisporadecollo della vescica. Esso e 'ostio
interno della uretra e immette in tale condottesd=sccupa il vertice di un triangolo, la
cui base e delimitata dagli orifizi ureterici eieello del quale la parete presenta una
peculiarita: il trigono vescicale, un tempo denoabin‘triangolo di Lieutaud”.

Il trigono e bordato, da entrambi i lati, dalla g@eureterica che, sul piano
mediano, si riunisce alla cresta uretrale. Il tnige la parte adiacente dell’'uretra derivano
dal segmento terminale dei condotti mesonefrici onlali. Durante lo sviluppo questo
segmento e assorbito dalla parete della vescicaado da riportare in quest’ultima
I'apertura degli ureteri, originariamente collegatcondotti mesonefrici.

Anche la struttura del trigono e diversa da quadiée regioni vicine: il connettivo
e scarso e la mucosa, piu sottile e piu aderenisgia e priva di pieghe. La parete della
vescica presenta spessori differenti a seconda stalfo di riempimento, essa € molto piu
sottile nello stato di replezione che in quellovakcuita; il suo spessore puo infatti passare
da 2-3 millimetri a 1 centimetro o anche piu.

La vescica urinaria risulta costituita da tre tdr&ada sierosa, la muscolare e la

mucosa.

Rapporti topografici

Cio che, nel maiale, consente alla vescica di imata un rapporto diretto ed
esteso con l'intestino (Fig. 1e) e il grande omefitmaschio e la femmina presentano
differenze nei rapporti della vescica con gli atirgani addominali. Nel verro, solo |l
collo della vescica prende rapporto tanto conmgieri, quanto con i dotti deferenti e con
le ghiandole vescicolari. Nella scrofa, invecepite della vescica € in rapporto con le
corna uterine, il corpo della vescica € in rappedn il corpo dell’'utero, mentre il collo



della vescica € in rapporto sia con il collo deétw che con il tratto craniale della vagina
(Bortolami-Callegari-Beghelli, 2004).

Fig. 1e.L'immagine mostra una veduta ventrale degli orgatdominali, vescica compresa (indicata con
il numero 9). Sono evidenti i rapporti con le andégiunali (indicate con il numero 4) (modificato da
Popesko 2004).

In entrambi, poi, il corpo e I'apice della vescisano in rapporto con parti
dell'intestino tenue e crasso. La faccia dorsalecdepo € in rapporto con il colon

discendente, mentre I'apice e in rapporto con geafigiunali.

Anatomia microscopica della vescica
La vescica si compone di tre tonache, dall'intevecso I'esterno: I'urotelio, o

tonaca mucosa, la tonaca muscolare e la tonacsaiéfig. 1f).
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Fig. 1f. Disegno in cui sono rappresentati gli strati dplaete della vescica di uomo. Modificato da
Krstic (2004).

Tonaca mucosa

Esso e costituito da un epitelio di transizioneulgeriato) e da una lamina
propria; lamuscularis mucosaguo essere del tutto assente, come ad esempiate)
oppure essere poco sviluppata, come nel maiale.

L’urotelio riveste la maggior parte delle vie uniieaa partire dalla pelvi renale, &
formato da 3-4 strati di cellule e la sua altezaaavda specie a specie. Vi si riconoscono
infatti uno strato di cellule basali, uno o pitasitdi cellule intermedie ed uno strato di
cellule superficiali differenziate (Walker, 1960rth e Hicks, 1973).

Le cellule basali, tra le quali troviamo i precursielle cellule che costituiscono
gli altri strati dell’urotelio, sono di forma culmtale o colonnare, sono piccole (10 um di
diametro; Apodaca, 2004) e presentano un voluminasteo (1/3 del volume cellulare)
con profonde invaginazioni. Emidesmosomi ancorarestg cellule ad una sottile lamina
basale (Hicks, 1965). La loro vita media e stimat3-6 mesi. Questo intervallo e cosi
ampio a causa di un indice replicativo alquantmttm Questo indice, detto anche

mitotico, esprime il rapporto tra il numero di c#dl in proliferazione e il numero di



cellule totali, (Apodaca, 2004). Nel topo si aggmtorno all'1% (Levi et al. 1969) e nel
ratto € ancora minore, essendo inferiore allo 0 /Mssier e Leblonde 1960).

Secondo Matrtin (1972) la sostituzione e la diffeiamione cellulare dell’'urotelio
si svolgono secondo una precisa modalita. Iniziatendée cellule dello strato basale si
allungano fino a formare piccole cellule piriforrm. seguito, due o piu di queste cellule
si fondono costituendo una grossa cellula pirifolsnperiore; a questo punto i nuclei
possono rimanere separati o fondersi, dando luagpjesto secondo caso, a un grosso
nucleo poliploide.

Le cellule piriformi costituiscono lo strato inteegho. Esse presentano un
diametro di 10-25 pm e sono disposte in laminesgposte il cui numero varia da specie
a specie; le cellule di uno strato, tutte connessela lamina basale, si interdigitano piu
o meno profondamente con quelle dello strato stamss 0 sottostante.

Le umbrella cells grandi cellule esagonali, costituiscono lo stratosuperficiale
dell'urotelio. Esse hanno vita lunga ma possoneresgepidamente rigenerate quando
I'urotelio viene danneggiato; questa rigenerazi@ilaisultato di una divisione cellulare
all'interno di uno dei tre strati cellulari sottasti a cui segue una fusione di piu cellule
con conseguente creazionaudibrella cellsmultinucleate.

La plasticita dell’'urotelio, dovuta alla disposia® pseudostratificata delle sue
cellule, ha la funzione di consentire I'espansignkimetrica della vescica. Quando la
vescica si riempie, infatti, I'epitelio si distendde cellule piu superficiali e quelle degli
strati intermedi si appiattiscono. In questo modseespingono il loro nucleo e |l
citoplasma apicale verso il peduncolo che le anadla lamina basale, in modo da
interporsi ai nuclei delle cellule piu profondedFim, 1n).



Fig. 1m,n. Le micrografie delle sezioni istologiche (microp@ ottica) di mucosa vescicale (freccia
azzurra) dimostrano come lo stato di replezioneifiohd la forma delle sue cellule: a sinistra lese&a
vuota e le cellule dello strato superficiale deflacosa (freccia arancione) sono cosi “rilassatespadagere
nel lume vescicale. L'immagine a destra ritrae lecosa di una vescica in cui lo stato di replezipmoeoca
un evidente appiattimento delle sue cellule.

Tale disposizione pseudostratificata permettecalielle di deformarsi in risposta
a notevoli distensioni senza tuttavia perdereao kaciproci rapporti. Se I'epitelio fosse
stratificato, per spiegare la diminuzione di spessmncomitante alla sua distensione,
bisognerebbe pensare a una dislocazione dellelealitermedie, con conseguente
perdita dei rapporti cellulari, difficle da ammai in un tessuto epiteliale le cui

funzionalita dipendono, per I'appunto, da tali ragp

Fig. 1n— Le micrografie delle sezioni semifini (micros@pttica) di mucosa vescicale dimostrano come
lo stato di replezione modifichi la forma delle sugdlule: in alto la vescica € vuota e la mucogassenta
piu ispessita; le frecce nere indicanaifabrella cells L'immagine in basso ritrae la mucosa di una v&sci

in cui lo stato di replezione provoca un evidemgpiattimento delle sue cellule.
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Le umbrella cellssono unite daight junctions(Fig. 10) e sono rivestite da
particolari molecole, definite uroplachine (Fig. 1y), la cui funzione sarebbe quella di
impedire il passaggio di protoni, sostanze azdtdtantoina, acido urico ecc) e acqua.
Studi ultrastrutturali hanno infatti dimostrato dheotelio dei Mammiferi elabora, negli
stadi piu avanzati del differenziamento cellularea membrana plasmatica altamente
specializzata in grado di produrre delle placcHswperficie luminale, le uroplachine
(Wu et al. 1994). Si ritiene che queste placchd’apgdarenza rigida proteggano,

irrobustendola, la superficie apicale dell’'urotelio

Figura 1o-p -o: La micrografia (microscopia elettronica) ritraewali elementi della mucosa di vescica.
Le cellule ad “ombrello” aimbrella cellssono indicate con le lettere UC; le cellule dstyati intermedi
sono indicate con le lettere IC. La freccia indicetight junctioninterposta tra due cellule ad ombrello.
Modificato da Apodaca (2004; Microfotografia (microscopia elettronica) dellepthe di uroplachina
nel cane. Modificata da Wu et al. (1994).
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Fig. 1q — Micrografia elettronica indicante la $tmwa proteica esagonale delle molecole di uropfech
dell'urotelio di cane Modificato da Wu et al. (1994

dai danneggiamenti cellulari dovuti alla sovradisiene della vescica. Queste placche
hanno aspetto asimmetrico e presentano uno statnale di 8 nm e uno strato
citoplasmatico di 4 nm (Porter e Bonneville, 198&;ks, 1965; Koss, 1969). Lo studio
delle placche appartenenti a varie specie aninaaiiitmostrato che queste sono composte
da densi aggregati di particelle proteiche esagdmal nm di diametro) che formano
aggregati cristallini (Wu et al., 1994). Al di sapdti queste placche & presente uno strato
di mucina che sembra avere un ruolo importantéasgédicolare I'adesivita batterica e lo
sviluppo di colonie di patogeni (Parson et al.,@98Vu et al., (1990) hanno dimostrato
I'esistenza di almeno 4 tipi di uroplachine chdetiscono per peso molecolare.

La lamina propria della mucosa vescicale é formata da tessuto cvmésso
contenente numerose fibre elastiche, soprattuttsoviécollo della vescica, dove hanno
disposizione circolare. Sotto la lamina propriaemo numerosi capillari; numerose sono
anche le fibre nervose.

La muscolaris mucosaevaria di spessore da specie a specie: nel maiale,
Ruminanti e nel cane e estremamente sottile e meoropletamente nel gatto, mentre
presenta uno spessore piu pronunciato nel cavalldutti gli animali lamuscolaris

mucosadgende a diminuire a livello del collo.

12



Urothelinm

SATP
e L e T
uﬁ FLR ﬁ " fﬁ;‘*#‘
Efferents / ﬂ Affnrents
— - r—

Fig. 1r — Lo schema indica un modello ipotetico rappremaetle possibili interazioni delle fibre nervose
afferenti ed efferenti con le cellule uroteliak, iuscolatura liscia e i miofibroblasti. La stinmtme di
recettori e canali a livello dell'urotelio pud detenare il rilascio di mediatori che hanno cotaegetle
fibre nervose e altre cellule, ad esempio i mastda? cellule uroteliali possono essere attivatezee alla
secrezione per via autocrina (autoregolazione) agoma (sostanze rilasciate da differenti cellule
contigue). Abbreviazioni: Ach, acetilcolina; AdRecettori adrenergici; BR, recettori per la bradadt;
MR, recettori muscarinici; NE, nor-adrenalina; NG&ttore di crescita neuronale; NR, recettori fzer |
neurochinina; NicR, recettori nicotinici; NO, ossiditrico; P2R, recettore 2 purinergico non defir(pper
I'ATP); recettori P2X e P2Y, recettori purinergi®G, prostaglandine; SP, sostanza P; Trk-A, reeetto
tirosina chinasi A, recettore ad alta affinita peNGF (nerve growth factor). (Modificato da Birdet al.,
2010).

Tonaca muscolare

La tonaca muscolare presenta tre strati mal defirdisposizione intrecciata, in
cui lo strato interno e quello esterno sono disdosgitudinalmente, mentre lo strato
medio e circolare. Spesso ¢ visibile in superfioireccio tra i fasci longitudinali esterni
e i fasci circolari intermedi. La muscolatura delkscica &€ chiamata muscolo detrusore
e, interdigitandosi con lo strato muscolare lomdjitale dell’'uretere a livello della

giunzione uretro-vescicale, forma uno sfintere iomgedisce il reflusso dell’'urina.
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Tonaca sierosa

Come nell'uretere, I'estensione del rivestimentdtpeeale € variabile a seconda
della specie: nel maiale e nei Carnivori, dovedamo € totalmente accolto in cavita
addominale, la vescica e interamente rivestitgpdatoneo (Barone, 2003).

Uretere
Gli ureteri, abbandonato l'ilo renale, si portaraudo-ventralmente nello spazio
retro peritoneale per raggiungere il collo ves@apresentano un decorso

intravescicale sottomucoso di circa 1-3 cm (Dalmagsad. 2000) (Fig. 1s).

passaggio sottomucoso
degli ureteri

Fig.1s. Aspetto della parete interna dorsale della vesdicmaiale in seguito ad incisione ventrale. Il
colorante rosso presente all'interno dei due tubinilicone inseriti nel lume degli ureteri perteeti

apprezzare il loro tragitto vescicale intramuraletfomucoso). Le frecce indicano gli osti ureterici

La parete di ciascun uretere € composta da trethenanucosa, muscolare e avventizia.

Tonaca mucosa

La tonaca mucosa si presenta rivestita da un epdetransizione, appoggiato su
di uno strato di connettivo lasso e costituito éiadirati di cellule, che varia nello spessore
a seconda della specie. La tonaca é sollevataeghpilongitudinali che danno al lume,
in sezione trasversale, un aspetto stellato. Egsallida, giallo rosata, é relativamente
sottile e si stacca facilmente dalla muscolarennteain corrispondenza del trigono
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vescicale, dove € molto aderente. La sua tonacpriprodotata di numerose fibre
elastiche, diventa lassa vicino alla muscolare,edtas le veci di una sottomucosa,
consentendo cosi alla mucosa di formare numeregg@iquando I'organo € vuoto. La
tonaca propria e totalmente sprovvista di ghiandod&ne che nel trigono nei pressi del
collo, dove sono stati descritti rudimenti ghiaraoparagonabili a elementi prostatici
erranti. L’epitelio & del tipo di transizione, coltevole elasticita visto che le cellule
mutano forma a seconda che la vescica sia vuotparadi distese. L'assisa di cellule
basali, cubiche o prismatiche, riposa su una memablmsale estremamente sottile.
Superiormente, vi sono 4-8 file di cellule poliethe, chiare, con grosso nucleo centrale
e di forma variabile; durante la distensione, esspresentano molto piu appiattite e
sembra che si riduca il numero del loro assisénénta superficie € occupata da una fila
di cellule appiattite e provviste di una cuticolkedmpedisce la filtrazione dell’'urina
attraverso la parete vescicale, rendendola del futva di capacita di assorbimento nel
vivente.

| nervi traggono origine dal plesso pelvico (simpake dalle branche ventrali dei
nervi sacrali (parasimpatici); sulla superficieldejano, formano una rete lassa dalla
guale derivano dei rami che si distribuiscono t@feca muscolare, costituendo un plesso
cosparso di piccoli ammassi di cellule gangliaan& presenti, inoltre, delle fibre
vasomotrici, che decorrono attorno ai vasi, e déle sensitive, che si arborizzano fin
dentro I'epitelio. | nervi parasimpatici aumentahtono della muscolatura, mentre quelli

simpatici lo abbassano.

Tonaca muscolare
La tonaca muscolare presenta tre strati mal deftpiello interno e quello esterno

sono longitudinali, quello medio € circolare. Spesspecialmente lo strato esterno,
presenta i propri fasci separati da connettivodass viene quindi a creare una
spiralizzazione della muscolatura che rafforzaitae peristaltica che fa progredire
I'urina distalmente verso la vescica urinaria. Nietitere del gatto e assente lo strato
longitudinale interno, ad eccezione della porzipressimale, comunque poco sviluppata.
| due strati circolari scompaiono nel punto in gliiureteri penetrano nella parete della

vescica e i due strati longitudinali si mescolaon quelli della vescica.
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Tonaca sierosa od avventizia

A seconda dell’'estensione dei rivestimenti perigdnedel tratto urinario
considerato e della quantita di tessuto adiposmungdrale, il rivestimento piu esterno
dell'uretere pud essere un’avventizia o una sierb'ssventizia e costituita da tessuto
connettivo lasso contenente fibre collagene edieltess La sierosa ricopre la totalita
dell'organo nel maiale e questo rivestimento pagtde € molto aderente, inseparabile

dalla tonaca muscolare a livello dell'apice e debo.

Uretra

L'uretra € il condotto muscolo-membranoso medidrgeale I'urina viene
espulsa verso I'esterno. Essa origina dal coll@adedscica mediante 'ostio interno
dell'uretra Ostium urethrae externymun tempo denominato meato urinario. Nella
femmina, l'uretra e rettilinea, si presenta bredeesclusivamente urinaria; il suo ostio
esterno sbocca sul pavimento del vestibolo delignea(Barone, 2003).

Nel maschio l'uretra presenta una notevole lungaeztermina con un ostio
esterno spostato all’estremita libera del penerdira ha una parete formata da quattro
tonache: mucosa, sottomucosa, muscolare e av\veritezimucosa dell'uretra si solleva
in pieghe conferendo al lume la forma di semillreastruttura dell’'uretra va
considerata in maniera distinta per i maschi dg@&mmine, per il decorso molto piu
breve in queste ultime, e per la struttura steefiyano che si presenta differente.
In tutti i Mammiferi domestici, I'epitelio di rivésnento € un epitelio di transizione in
prossimita del collo della vescica che, avvicinaiddl orifizio esterno, si trasforma
gradualmente in un epitelio pavimentoso stratiicat

La scrofa e I'unico animale che presenta un epitiliransizione per tutta la
lunghezza dell’'uretra. Per quello che riguardaeffta maschile, in tutti i Mammiferi la
parte pelvica dell’'uretra é rivestita da urotehzlla maggior parte delle specie
domestiche, vicino al collo della vescica, sonsprdi cellule mucipare, mentre nella
scrofa e nella cavalla si trovano anche delle =etaliciformi.

La sottomucosa € piu compatta nella zona sottastapitelio, dove e frequente
la presenza di noduli linfatici in tutti gli animalomestici; nella scrofa sono inoltre

presenti dei corpi cavernosi. Nella parte profoddla mucosa si trovano isolati fasci di
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fibre muscolari lisce longitudinali, mentre norpsio parlare di una vera e propria
muscolaris mucosae

Tonaca muscolare

L'uretra del verro & dotata di un doppio strato cmlare, di cui quello interno,
prolungamento dello sfintere vescicale, e costitdd fasci di cellule muscolari lisce.
Lo strato esterno e formato da fibre striate disposposizione laterale e ventro-

laterale che costituiscono il tratto iniziale dalsnolo uretrale (Barone, 2003).

17



Capitolo 2
Urotelio = sensory welfrete sensitiva)

L'urotelio € in grado di esprimere specifiche molecin risposta a stimoli
meccanici, termici e chimici; inoltre, grazie afleesenza diight junctions costituisce
una barriera meccanica in grado di impedire il pgg® di ioni e soluti dal lume vescicale
ai tessuti sottostanti.

Nella vescica urinaria dei Mammiferi, compreso hum sono stati identificati dei
nervi sensitivi non solo nel muscolo detrusore meha a ridosso dell’'uroteligssling
e Dixon 1974; Wakabayashi et al. 1993; Maggi, 199&bella e Davis, 1998Questo
plesso nervoso sub-uroteliale € relativamente saagkcorpo della vescica, ma diventa
progressivamente piu denso in prossimita del aadl@ particolarmente importante nel
trigono.

Wakabayashi e Colleglil993 hanno identificato, nella vescica di uomo, fibre
nervose immunoreattive alla sostanza P (SP-IRaselitomucosa e nella lamina propria
anche a ridosso dell'urotelio. Gabella and Dav&9@) hanno identificato, nel ratto, fibre
nervose immunoreattive al peptide correlato al gde#a calcitonina (CGRP-IR)
distribuite alla base dell'epitelio (plesso subteliale), nell’epitelio, lungo i vasi
sanguigni arteriosi e venosi e nello spessore dstolo detrusore. Nella mucosa tutte le
fibre afferenti, ad eccezione delle fibre perivdadgp sono distribuite all'interno
dell'epitelio o del plesso sub-uroteliale. La digizione del plesso sub-uroteliale € piu
consistente nel collo della vescica e nel trattziate dell'uretra, mentre diviene
progressivamente meno densa nelle regioni adiadettivia, la mucosa del corpo della
vescica non presenta fibre afferenti.

L'innervazione afferente della muscolatura, invesembra essere diffusa e
uniforme in tutto I'organo; e infatti presente umiervazione bilaterale di molte regioni
della mucosa e della muscolatura, compresi al@asaifdi cellule muscolari.

La densita delle fibre sensitive (colinergiche paisaptiche) sub-uroteliali di
donne sofferenti di instabilita idiopatica del moisc detrusore idliopathic detrusor
instability) e stata comparata con quella di donne sdwo(e et al, 199 | risultati
suggeriscono che una relativa abbondanza di femsisve sub-uroteliali consentirebbe

un miglior apprezzamento dello stato di riempimargscicale e sarebbe all’origine della
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frequenza e dell'urgenza della minzione, caratiehis in pazienti con instabilita del
detrusore. Se questo aumento delle fibre sub-uabied le perturbazioni della loro

funzione, sia effettivamente responsabile dell‘gvévita del muscolo detrusore rimane,
pero, ancora da stabilire (Apodaca et al. 2007).

Le cellule basali dell'urotelio, come gia ricordatmpra, sono piccole, formano un
singolo strato e sono in contatto con il tessutmedtivo sottostante in cui sono presenti
I vasi sanguigni. Queste cellule sono gli elememécursori degli altri tipi cellulari
(Martin, 1972; Hicks,1975). Le cellule intermedpdiformi, sembrano appoggiate sulle
cellule sottostanti e non direttamente sulla memdbizasale; in realta, se si osserva una
sezione trasversale di tessuto, si riconosce uganmzazione stratificata delle cellule
che, quando la vescica € vuota, si presentano stespga piu file il cui numero,
allaumentare del volume vescicale, si riduce prajpmalmente allo stato di
riempimento. Le cellule intermedie, infatti, sonandghe e sottili con processi
citoplasmatici che le collegano alla membrana lea¢Betry e Amon, 1966; Martin,
1972). Lo strato piu superficiale é rappresentaitedimbrella cells che sono di forma
poliedrica e molto grandi. In alcune specie, coimetto e la cavia, sono comuni le
umbrella cellsmultinucleate che, come le cellule intermedie spo® anche avere delle
proiezioni sottili che le collegano alla membra@adde (Hicks,1975; Apodaca, 2004).
Inoltre, la membrana apicale dellmbrella cellsha sulla sua superficie un corredo unico
in proteine e lipidi che contribuisce alla bassanmbilita di questo dominio di
membrana per 'acqua e per i soluti (Lewis, 2000\ é&grete, et al. 1996; Hu, et al 2002;
Apodaca, 2004). Studi recenti indicano che l'urtem pud alterare la composizione
ionica e la tipologia di proteine presenti nellénar(Lewis, 2000; Deng, et al. 2001,
Wang, et al. 2003;). Questi approfondimenti stafomoendo nuovi indizi su come siano
assemblati alcuni domini di membrana specializzsti, come le cellule epiteliali
percepiscano e rispondano a stimoli meccanici, qaadsempio la pressione, e su come
le cellule epiteliali possano comunicare stimoliceanici al sistema nervoso. L'urotelio
sembra essere thrget di numerosi neurotrasmettitori e neuromodulatoquesto é
dimostrato anche dalla contiguita di fibre nervose I'urotelio (Fig. 3a) E stato inoltre
dimostrato che le stesse cellule epiteliali possalasciare delle sostanze che sono in
grado di modulare i segnali afferenti vescicaliis 2000; Apodaca et al, 2007).
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Fig. 3a.A sinistra disegno schematico che illustra I'idiconnessione tra fibre nervose afferenti (in psso
ed efferenti (in blu) e I'urotelio. Modificato dar8er e de Groat (2007). 1r A destra micrografiaeficica

di cavia in cui la fibre nervose e le cellule dedtoato basale dell’'urotelio (frecce) sono statmtiicate
mediante reazioni immunoistochimiche: in rossodibnmunoreattive per la colina acetiltransferasi. |
verde cellule epiteliali immunoreattive per I'enzimssido nitrico sintasi neuronale (nNOS); quesiinea
sintetizza la molecola gassosa ossido nitrico (] fig. 1 s). Modificato da Gillespie et al. ()0

Risposta dell’'urotelio alle fasi di iempimento e guotamento

Un'area della biologia cellulare che sta ancoradtndo I'attenzione dei ricercatori € la
risposta dell’'uroepitelio ai cambiamenti ciclicilldepressione idrostatica durante la fase
di riempimento e di svuotamento delle vescica. &Nedscica dei mammiferi, 'aumento
della pressione interna avviene in modo trifagigla prima fase vi € un rapido aumento
della pressione; questa poi rimane relativamergéaote per un lungo periodo di tempo;
questa rappresenta la seconda fase, detta di ggpodqdevin R. e Wein A. 1982; Levin
RM. et al. 1990); segue la fase della minzione,&haratterizzata da un rapido aumento
della pressione della vescica, scandito da grandhppressori che sono il risultato della
contrazione della muscolatura liscia. Una volta éhavvenuto lo svuotamento, la
pressione torna a livelli basali e il processo pagminciare. Una funzione fondamentale
dell'uroepitelio & quella di mantenere il ruololdirriera a fronte di queste variazioni di
pressione idrostatica.

Sono due i processi attraverso i quali 'uroepatelffronta 'aumento del volume delle
urine. Il processo principale si svolge sulla stipier della mucosa che si presenta
altamente pieghettata quando la vescica e vuatagste in una distensione della parete
stessa. L'altro processo, invece, si verifica alllivcellulare e comporta cambiamenti
nella morfologia e nella funzione dell’'uroepiteliQuando la vescica si riempie, infatti,

le umbrella cellssubiscono un grande cambiamento morfologico cbgrpssivamente
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le porta ad assumere una forma cuboidale; I'urebpitli conseguenza diventa piu sottile,
apparentemente a causa del fatto che le celluenedie e basali vengono spinte
lateralmente per accogliere I'aumento del volumeritia (Hicks,1975; Apodaca, 2004;
Apodaca et al. 2007).

L'uroepitelio e stato a lungo considerato un seogplirivestimento cellulare
impermeabile, con elevata plasticita, atto a commsefa conservazione delle urine. La
maggior parte degli studi sul tratto urinario indee si sono cosi concentrati sulla
muscolatura della vescica e sulla sua innervazione.

La membrana citoplasmatica associata con le redmarniera” (le zone dove sono
presenti letight junctiond e in effetti altamente impermeabile anche ai rgeteti
relativamente forti come garcosile(N-metilglicina, aminoacido normalmente presente
nei muscoli) (Liang, et al. 1999). Oggi sappiame ghesta impermeabilita, gia descritta
30 anni fa, puo essere dovuta alla composiziondidig inusuale di questa membrana,
che é ricca di colesterolo, fosfatidilcolina, fdgld-etanolamina e cerebroside; un profilo

lipidico simile alla mielinafficks, et al. 1971

Sensibilita al riempimento vescicalecross-talktra I'uroepitelio e il sistema nervoso
Una crescente letteratura mette in evidenza chepgkli sottoposti a stimoli meccanici,
come quelli che rivestono l'intestino, le vie aaslleepolmone e le vie del tratto urinifero
inferiore, ricevono e trasmettono segnali alledilmervose presenti nella sottomucosa
(Burnstock, 2001; Cooke et al 2002;); nel casdadgkscica ci sono prove che
I'uroepitelio puo comunicare il senso di ripienezah sistema nervoso sottostante
attraverso un segnale paracrino che coinvolgdascio di ATP (Cook, et al. 1998;
Cockayne, et al 200Burnstock, 2001).

La trasmissione dei segnali tra le cellule urodipiiee i processi nervosi afferenti hanno
un’intrigante distribuzione nella vescica (Cockayetal 2000; Souslova, et al., 2000).
Questi processi nervosi rivelano diverse attitudiiirecente é stato infatti dimostrato
che i recettori purinergici (P2X3) che presentipreicessi nervosi (Lee, et al. 2000) sono
implicati in alcune forme di nocicezione e nellagezione del calore (Cook, et al. 1998;
Cockayne, et al 2000; Souslova, 2000;). E statdtray proposto che le molecole di ATP
rilasciate dall’'uroepitelio durante il iempimertella vescica si leghino ai recettori P2X3

21



presenti sulle fibre afferenti e che questo corsdat percezione dello stato di
riempimento della vescica (Cockayne, et al 2@dnstock, 2002;

Coerentemente con questo modello, vi sono studiesiienziano come l'uroepitelio
rilasci ATP in risposta ai cambiamenti di pressigApodaca, 2004). Tuttavia, anche

I'ATP rilasciata da altri tipi cellulari, come leellule muscolari lisce, pud contribuire a
segnalare questa sensazione (Namasivayam S., 1989R-epiteliale si lega in modo
paracrino ai recettori P2X3 sui processi nervoserahti. Questo legame attiva una
doppia funzione: da un lato, aumenta la possibda#'epitelio di ospitare piu urina,
dall’altro, comunica lo stato di completo riempin@della vescica al sistema nervoso.
La comunicazione tra I'uroepitelio e le fibre cmmérvano la vescica e probabilmente
bidirezionale. Accanto al rilascio di neurotrasmteti come ATP e ossido nitrico (NO)
(Birder, et al. 1998; Apodaca, 2004; Birder, et 2002;), le cellule uroepiteliali
presentano anche recettori espressi in modo casttte dai neuroni sensitivi, come |l
recettore per la capsaicina (TRPV1) e il recetb@m®@-adrenergico (Birder, et al. 2002;).
Anche le efferenze vescicali possono rilasciare ATBsi come possono liberare
neurotrasmettitori/neuromodulatori peptidici. llgeeme di questi neurotrasmettitori
all'uroepitelio potrebbe avvenire per via paracrmastimolare il cambiamento nelle
umbrella cells
L'uroepitelio & parte essenziale di usansoryweb e riceve informazioni sensitive
attraverso i canali e i recettori ad esso assoQateste informazioni stimolandirnover
dello strato piu superficiale dellambrella cells e il rilascio di output sensitivi
dall'uroepitelio nella forma di neurotrasmettitermediatori che a loro volta comunicano
I cambiamenti dell’uroepitelio ai tessuti sottostamodificandone la funzione (Veranic
e Jezernik, 2000; Apodaca, et al. 2007).

Le fibre afferenticapsaicin-sensitive transient receptor potentiahmhel, vanilloid
subfamily member TRPV1)-positive sono localizzate vicino e alleénbo dell’'urotelio;
Sono a stretto contatto con i vasi sanguigni ellele muscolari lisce. | processi periferici
dei neuroni sensitivi posseggono anche una funziafierente”; infatti in questi
terminali sono stoccate vescicole contenenti neasatettitori e neurotrasmettitori (come
ad esempio SP e CGRP) che possono agire sul fagtdrico (Maggi, 1990; Birder e
de Groat, 2007). A ridosso dell’'urotelio sono siatehe osservate fibre colinergiche e

adrenergiche, cosa che puo indicare la presenzamalinnervazione efferente. Nella

22



cavia, in prossimita dell’'uroepitelio, si possorsservare fibre sensitive immunoreattive,
ma non in quelle efferenti. Nello spazio suburalelsi trovano anche miofibroblasti che
comunicano tra loro tramitgap junctionse sono in intimo contatto con le fibre nervose
(Gillespie, 2006); queste cellule sono sensibiti@irotrasmettitori come I'ATP, rilasciati
dai nervi o dalle cellule epiteliali. Cio suggegsun loro ruolo come mediatori nelle

interazioni tra uroepitelio e sistema nervoso (Brgaé McCloskey, 2005).

Sensory Welassociato all’'uroepitelio

Nuovi dati evidenziano che l'uroepitelio non €, dua, solo una barriera passiva, ma é
parte integrante dekensory web Il web include [l'uroepitelio, le fibre nervose
intimamente associate, le cellule interstiziali ¢filiroblasti), i mastociti e le cellule
muscolari lisce del detrusore e dello sfintere i\gede interno. La funzione primaria della
sensory welg quella di coordinare l'attivita della vescicale tessuti ad essa associati
(Apodaca et al. 2007).

Percorsi dell’informazione sensitiva

L'urotelio e sottoposto a stimoli di diversa natumgeccanici (distensione della parete),
chimici (mediatori solubili come il fattore di c@ta epiteliale; EGF), neurochimici
(ATP, adenosina, SP, acetilcolina, noradrenalin@ediatori e i neurotrasmettitori sono
rilasciati dalle fibore nervose e/o da altri tipi cillule, incluse quelle uroepiteliali. Il
progredire della ricerche di settore sta permetiatididentificare un sempre maggior
numero di recettori e canali ionici a livello dilloée uroepiteliali, come ad esempio: la
famiglia dei recettori per i fattori di crescitaitgpiale EGF ErbB1-3 (epidermal growth
factor receptor; EGFR; ErbB-1; HER1 nell’'uomo)ecettori per 'adenosinaiAAsza, Asp

e Ags; | recettoria- e B-adrenergici; i recettori per le bradichinine; ce#ori per le
neurochinine; i recettori nicotinici e quelli musicéci (M1-M5); i recettori purinergici
P2X e P2Y; i recettori attivati dalle proteasi;anali epiteliali per il sodio e la famiglia
dei canalitransient receptor potentidlRP come il TRPV1, TRPV2, TRPV4 e TRPMS,

famiglia di recettori costituiti da canali ioni@ginvolti nella nocicezione (Fig. 3b).
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Fig. 3b. La sensory web associata all'uroepit&@ibinput sensitivi possono essere o la distensione della
vescica durante il riempimento, o mediatori solubtie si trovano nell'urina (1) o quelli rilasciati
dall'uroepitelio (2), o i processi nervosi affeifgfferenti adiacenti (3), o le cellule del muscdikcio
agiscono comenputs sensitivi per stimolare recettori/canali della edjgie cellulare presenti sulla
superficie apicale dellembrella cells(5), le superfici basolaterali dellanbrella cells(6) e le membrane
plasmatiche delle sottostanti cellule intermediasali. Per chiarezza, gli strati di cellule intetie/basali

e le cellule interstiziali non sono mostrati, mgmbabile che giochino un ruolo significativo nella

meccanismi di comunicazione dsnsory welfimmagine modificata da Apodaca et al, 2007).

Impatto degli stimoli sulla funzione dell’'uroepitelio

Stimolazioni di varia natura sull'uroepitelio posso indurre, nell’epitelio stesso,
profondi cambiamenti funzionali, come ad un aumeagbtraffico di membrana, del
trasporto ionico e l'alterazione della funzionédrriera (Lewis e Moura, 1984; Veranic
e Jezernik, 2000; Truschelet al, 2002; Wang e@03). L'esocitosi e I'endocitosi
giocano un ruolo importante nelensoryweb perché questi percorsi regolano la
composizione dei recettori e dei canali sulla sligerdelle umbrella cellse di altre

cellule uroepiteliali. In particolare, I'esocitdsa probabilmente un ruolo nel rilascio dei
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mediatori dall’'uroepitelio consentendo in questadméa comunicazione anche con altri
tipi cellulari nelsensory welfWang et al. 2005; Yu et al. 2006).

Il iempimento della vescica non stimola solo I'eisosi, ma anche I'endocitosi, sebbene
I'effetto netto della distensione sia quello diaumento dell’area della superficie. Oltre
alla distensione e all’ATP, non sono ancora notalgti stimoli e i segnali a cascata che
regolano I'endocitosi. Pud sembrare contro intoitthe la pressione idrostatica induca
simultaneamente sia I'esocitosi che I'endocitosipgna pero considerare che I'esocitosi
indotta dalla pressione idrostatica verosimilmemtedula 'aumento dell’area della
superficie apicale prodotta dell’esocitosi, assacilrturnover dei componenti della
membrana e, cosa molto importante pseiisory welassociato all’'uroepitelio, regola il
numero e la funzione dei recettori e dei canalassiiperficie della cellula (Apodaca et
al. 2007).

Output sensitivi dall’uroepitelio

Oltre a stimolare il traffico di membrana nell’uebbd, gli input sensitivi possono
stimolare il rilascio dioutput sensitivi dell’'uroepitelio, tra cui fattori di creisa,
neurotrasmettitori e altri mediatori. Gloutput sensitivi, una volta rilasciati,
probabilmente agiscono in modo autocrino per moaié ulteriormente la funzione
epiteliale, ma possono agire anche in modo pam@g@@n modulare altre cellule e tessuti
associati ad usensory welinteso in senso piu ampi@utputsensitivi potenzialmente
importanti prodotti dall’'uroepitelio sono: acetilo@, adenosina, ATP, NO e
prostaglandine (Frerguson et al. 1997; Cockaynal.eR000; Birder e More, 2005;
Gillespie et al. 2005; Wang et al. 2005; Lewis &ise Yu et al. 2006; Birder et al. 2006).
Altri studi hanno dimostrato che l'uroepitelio pudodulare I'attivita spontanea del
muscolo liscio o la contrazione muscolare, prolmabiite attraverso il rilascio di un
fattore solubile. L'ossido nitrico (NO) e rilasaatdall’uroepitelio in risposta alla
noradrenalina, alla capsaicina e all'isoproterer®jaud avere diverse funzioni come |l
rilasciamento del muscolo liscio, la modulazion&dzioni nervose afferenti ed efferenti
e la regolazione di barriera dell'uroepitelio. Léambsina prodotta dall’'uroepitelio,
rilasciata da entrambe le superfici cellulari, giam ruolo determinante nel modulare la

funzione sensitiva afferente e la contrazione detauolo liscio (Fig. 3c).
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Fig. 3c.La sensory web associata all'uroepiteliour overdi membrana eutput Al legame recettoriale
o all'attivazione del canale seguono dei cambiametituroepitelio, incluso il turnover di membra(@oe
esocitosi/endocitosi) nella membrana plasmaticeadg@idellaumbrella cell(e probabilmente anche in altri
domini della membrane citoplasmatica delle cellddi'uroepitelio) (7) e il rilascio dbutput sensitivi,

come acetilcolina, adenosina, ATP, NO e prostagten@) (immagine modificata da Apodaca et al, 2007

Percorsi disignaling trasmurale

Input sensitivi sulla superficie apicale dello stratdlelambrella cellspossono regolare
la funzione della vescica attraverso un percorsigialingtransmurale.

Alcuni studi mostrano che la somministrazione wescicale di carbacol, nicotina,
composti vanilloidi e ossiemoglobina (eliminatoieN®) ha effetti sulla funzione della
vescica. Di conseguenza, diversi mediatori e psrabinput ad essi associati possono
stimolare ilsignalingtrasmurale nell’'uroepitelio. In alcuni studi ctné stato dimostrato
che la somministrazione intravescicale di compeastilloidi produce effetti benefici in
pazienti con patologie della vescica quali la ®siiterstiziale e l'iperattivita neurogena

del detrusore e che la somministrazione intravageicdi ossiemoglobina ha come
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risultato una iperattivita della vescica; cio evida che I'ossiemoglobina ha un ruolo

inibitorio per 'NO nel controllo dei riflessi dellvescica.
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Capitolo 3

Centri nervosi coinvolti nell'innervazione estrinsea della vescica

Centro pontino della minzione(pontine micturition centeiPMC)

(nucleo diBarrington o regioneM)

I PMC venne scoperto da Barrington (1925) nel tegto pontino dorso-laterale di gatto;
in questa sede, Barrington noto un gruppo di newloe, in seguito a lesioni bilaterali
del tegmento dorsale pontino, provocava ritenziamnearia, mentre la sua stimolazione
elettrica provocava contrazione vescicale, inimeialello sfintere esterno dell’uretra
(EUS, acronimo che deriva definizione in inglesxternal urethral sphinctgre
rilassamento uretrale. Le ricerche successive stgpeima scoperta sono state numerose
e eseguite non solo sul gattéo{stege et al. 1979, 1986; Blok and Holstege, 12999;

de Groat et al., 1998), ma anche su altre specie.

A tutt’'oggi il PMC non é ancora ben definito e miteratura € descritto spesso come
nucleo o centro della minzione, o anche come reghndove la ‘M’ sta ad indicare la
sua posizione mediale, nel tegmento pontino, risp@tcentro della continenza o centro
dellaccumulo §torage centerRegione L).

Studi anatomo-funzionali hanno permesso di idexatié e localizzare anche nel suino la
regione M(Fig. 3a)(Dalmose et al. 2004; Jensen et al., 2009). Daete le ricerche e
emerso che il PMC nella specie suina é collocdta parte rostrale del tegmento pontino,
ventralmente al pavimento del quarto ventricolo,dialenente allocus coeruleus
esattamente nella posizione in cui era stato gideaxiato nelle altre specie studiate.

I PMC svolge la sua azione eccitando direttamen#ironi pre-gangliari parasimpatici
sacrali (Morgan et al. 1981; Blok and Holstege, 74 %asaki, 2005), utilizzando come
neurotrasmettitore il glutammat@atsumoto et al., 1995). | neuroni pregangliari
parasimpatici innervano la muscolatura liscia delescica (muscolo detrusore),

facendola contrarre. Il PMC completa la sua aziaiiendo, per mezzo di interneuroni
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GABA-ergici o GLICINergici, i neuroni somatici cheontrollano il tono della
muscolatura striata uretrale (Nucleo di Onuf) (B&ilkal.1997; Sie et al. 2001; Holstege
et al., 2010).

Fig. 3a Microfotografie raffiguranti i neuroni delocus coeruleusidentificati grazie alla loro
immunoreattivita per I'enzima tirosina idrossildai-b) e i neuroni del centro della minzione idécxit
grazie alla loro immunoreattivita percibrticotrophin releasing factorQuesti neuroni costituiscono I'area

densa evidente nelle foto c e d.

La stimolazione elettrica dell'IML provoca un rit@snento dello sfintere (Blok et al.
1998) poiché questi neuroni inibitori proiettano rabtoneuroni somatici del’lEUS
(Nadelhaft & Vera, 1996) localizzati nella partentrelaterale del nucleo di Onuf (Sato
et al., 1978). Percio il PMC provoca simultanearaemta contrazione della vescica e un
rilassamento dellEUS attraverso stimolazioni extoitie discendenti ai motoneuroni

pregangliari parasimpatici della vescica e ageiineuroni inibitori nell’IML.
Nel PMC di topo (Willette el al, 1988; Tanaka et 2003) e di gatto (de Groat et al.,

1998; Sasaki et al., 2005; Sugaya et al., 2003) stati identificate diverse tipologie di

neuroni le cui funzioni sono correlate alla minaokn gruppo di cellule, denominate
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neuroni diretti, aumenta la sua attivita duranteolatrazione della vescica e la diminuisce
guando inizia il rilassamento vescicale (Tanakale2003; de Groat et al., 1998); un
secondo gruppo, meno numeroso, e rappresentateedeoni inversi, inibiti durante la
contrazione vescicale ed attivi nell'intervallo te contrazioni. Inoltre, nel PMC si
identificano altri due tipi di neuroni: i neuroon-off che si attivano transitoriamente
all'inizio o alla fine della contrazione vescicaég] i neuroni indipendentia cui scarica

awvviene indipendentemente dalla contrazione delaica (De Groat et al. 1998)

Fig. 3b — Sezione di ponte di ratto in cui sonalewti i neuroni del PMC marcati a ritroso dal videla
pseudorabbia iniettato nello sfintere esterno didtra. Il virus, dopo 4 giorni di incubazione téts
ritrovato nelle strutture encefaliche piu rostrah. testa di freccia indica i neuroni del ganglio

mesencefalico del trigemino. Modificato da Naddil§aVera, (1996).

Il centro della continenza o regione L

Il centro nervoso che controlla 'accumulo dellhaiviene definito centro pontino della
continenzagontine urine storage cende(Griffiths et al., 1990) o regione (Holstege et
al., 1986) perché é localizzato lateralmente al PMC (Sugsdya., 1998) nel tegmento
pontino ventro-laterale. Quest’area invia proiezidimette al midollo spinale sacrale
(Holstege et al., 1986) e al nucleo di Onuf (Hajstet al., 1979, 1986) (Fig. 3c).
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Fig. 3c - Rappresentazione schematica dei cirdistendenti coinvolti nell’'accumulo (a sinistrajiella
minzione (a destra). Sono indicati effetti eccitafe) ed inibitori (-). Modificato da Blok et a(1999).

E’ stato dimostrato che la stimolazione della ragit del gatto provoca una contrazione
del pavimento pelvico e della muscolatura del’EbiBIstege et al., 1986).

In seqguito a lesioni bilaterali della regione Losiservano gravi forme di incontinenza
(Griffiths et al., 1990), capacita vescicale foreate ridotta ed espulsione precoce
dell'urina a causa di un’attivita eccessiva detusire accompagnata da un rilassamento
dellEUS. Queste osservazioni suggeriscono chenderd riempimento vescicale la
regione L eserciti un effetto eccitatore continwb sucleo di Onuf che, a sua volta,
agendo sull’'EUS permette la ritenzione urinaria.

Griffiths et al. (1990) hanno ipotizzato che iassamento dellEUS osservabile durante
la minzione possa essere dovuto ad una inibiziafla degione L da parte del PMC;
tuttavia questa ipotesi funzionale non é convadidit dati sperimentali che confermino
la presenza di una connessione anatomica tra leregieni. Comunque, sebbene
manchino dati morfologici che dimostrino dtoss-talkfra le due regioni, sono state

dimostrate interazioni indirette tra i due nuckipk et al. (1997) hanno infatti dimostrato
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che il PMC eccita neuroni inibitori GABA-ergici latizzati nella commissura grigia
dorsale del midollo spinale sacrale, i quali, imde i neuroni del nucleo di Onuf,
provocano il rilassamento dellEUS (Fig. 3c). Imjica, il PMC inibisce a livello sacrale

i motoneuroni del nucleo di Onuf, eccitati inveeadla regione L. Al contrario, la regione
L non sembra in grado di inibire i neuroni parasatnp che innervano il muscolo
detrusore (Holstege et al. 1986). Sembra dunquéaiegione L non abbia un ruolo vero
e proprio durante la minzione, ma che sia attivigpegodi interposti tra una minzione e
I'altra (Block e Holstege, 1999).

Argomento di grande interesse sono le afferenzeraflione L, cioé le aree encefaliche
in grado di modulare il centro della continenzaeQa vie afferenti non sono facili da
studiare; Blok et al. (1999) hanno comunque dinadstche il PMC e la regione L
agiscono in maniera indipendente e che molto prbhehte sono dotati di circuiti
afferenti differenziati. La regione ki ritiene principalmente coinvolta nelle fasi di
accoppiamento, dovendo inibire fenomeni di minzidueante I'attivita sessuale. Sugaya
et al. (1998) hanno dimostrato che il nucleo sulleere il nucleo del rafe mediano sono
strettamente coinvolti sia nellaccumulo di urineecnell’erezione peniena; le loro
funzioni sono cosi coordinate e controllate chesogigetti che presentano erezione del

pene si sviluppa anche la continenza urinaria.

La sostanza grigia periacqueduttaldperiaqueductal greyRAG)

Holstege et al. (1986) hanno messo in luce lataterrelazione tra l'attivazione del
PMC e la minzione. Il controllo del PMC e un argotedi primaria importanza dato
che la sua stimolazione, encefalica o artificipl®yoca la minzione. Il PMC non riceve
infatti stimoli diretti dal midollo spinale sacralma € bersaglio di impulsi molto forti
provenienti dal PAG (Kuipers et al., 2005) (Fig).3d
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Fig. 3d — Schema che illustra il percorso deller&iize vescicali per raggiungere il PAG mesenaoefali
Dal PAG partono gli stimoli (freccia rossa) chegamto il PMC sono in grado di evocare il riflessalla
minzione. Modificato da Block & Holstege (1998).

Il PAG riveste un ruolo di grande importanza nejéstione del riflesso della minzione
anche nelluomo, dove e stato dimostrato che uoeofa lesione nella parte destra del
PAG causa una forte ritenzione urinaria (Yagusthi.e€2004). Si ritiene che il PAG sia
organizzato in modo tale che la sua area centicdea le afferenze direttamente dal
midollo spinale sacrale, mentre i neuroni resideetie aree piu laterali inviano stimoli
al PMC,; le afferenze vescicali vengono quindi efabmnel PAG che in seguito attiva il
PMC.

Il PAG riceve un flusso continuo di informazioniopenienti dalla vescica relative allo
stato di riempimento. Quando viene percepito igraggimento di un volume soglia di
riempimento, da questo centro nervoso partono $tohe attivano il PMC. Lattivazione
del PMC non € dovuta, pero, soltanto alla stimolazi del PAG ad opera del
riempimento. Molte altre regioni dell’encefalo, atti, hanno diretto accesso al PAG,
come ad esempio le parti laterale, caudale ediargedell'ipotalamo, la regione pre-
ottica mediale e laterale, il nucleo centrale defligdala, il nucleo del letto della stria
terminale ed una grossa porzione della cortecetigntale (Andrew e Nathan, 1964). Si

ritiene che queste strutture siano attivate al inprovvedere alla sicurezza ambientale
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ideale per la minzione. Se non esistono tali coadiz questi centri inibiscono
I'attivazione del PMC da parte del PAG.

Aree cerebrali che influenzano il centro della minione

La minzione e controllata da un sistema defisipgnal-brain stem-spinal systemel
quale l'informazione sul riempimento vescicaleasimessa ai neuroni del midollo spinale
sacrale, che a loro volta trasmettono questa irdarome alla parte centrale del PAG.
Altri gruppi di cellule nella parte dorso-mediake,specialmente in quella laterale del
PAG, attivano il PMC quando & necessario che stteifla minzione (Blok et al. 1994;
Kuipers et al. 2005). La decisione di iniziarenbpesso della minzione deriva dal PAG
ed e basata su informazioni afferenti dal midofimale sacrale e da strutture cerebrali.
Questo & molto importante per gli animali perchstimolo della minzione in condizioni
di rischio, come un combattimento, deve esserechtoc

Che relazione c’e tra le emozioni e la minzione?flwazione piu importante della
minzione é quella di svuotare la vescica in modelitainare I'urina, un liquido che
contiene varie sostanze. Mentre nell’'uomo l'urirtan micopre piu ruoli importanti dal
punto di vista della comunicazione interspecifioal]’animale gioca ruoli fondamentali.
Molte specie, infatti, usano la minzione come urpomante segnale sessuale e per
marcare il proprio territorio; quindi I'urina norede essere eliminata solo quando la
vescica € piena, ma anche quando e necessaridtp@racessi della vita di relazione
dell’'animale; per questa ragione, la minzione netr&tamente correlata a riflessi spinali
ma é sotto lo stretto coordinamento dell’encefblol$tege, 2005).

Nel gatto le afferenze vescicali terminano su umpgo di cellule situate nella parte
laterale del corno dorsale, dove, tra l'altro, reivino anche i dendriti delle cellule
parasimpatiche sacrali pre-gangliari. 1 neuroniqdiesto gruppo di cellule inviano
informazioni inerenti lo stato di replezione delkscica al PAG, ma non direttamente al
talamo; questo spiega la mancanza di consapevotkgieavarie fasi di replezione. Le
afferenze vescicali non eccitano mai direttamenteuroni del PMC, perché questo
avviene ad opera degli interneuroni del PAG (Hgiste2005). E percio evidente che
esistono, all'interno del PAG, anche cellule chegiono da interneuroni. E altrettanto
evidente che le varie sottopopolazioni si scambiaf@mazioni determinanti al fine di

organizzare la minzione e che il PAG e il talamanserfacciano al fine di avere la

34



consapevolezza del raggiunmento del livello sogk#a fase di replezione. Il PMC
stimola direttamente, attraverso fasci discendenthotoneuroni parasimpatici della
vescica e gli interneuroni inibitori GABA-ergici (@& et al. 1997a) e glicinergici (Sio et
al., 2001) a livello sacrale che inibiscono i maoroni del nucleo di Onuf (Blok et al,.
1998a) i quali, a loro volta, innervano lo sfintezsterno striato della vescica. La
stimolazione del PMC causa dunque la contraziolla descica e il rilassamento dello
sfintere vescicale. Oltre al PAG, solo 'area ptiea (ipotalamo) e il gruppo di cellule
localizzate nella parte caudale dell'ipotalamo nsarad impulsi direttamente al PMC,
quindi molte strutture utilizzano il PAG per comeaie con il PMC (Zermann et al.
1998).

Le connessioni tra le basse vie urinarie e il Bisi@ervoso centrale sono state studiate
nel ratto (Nadelhaft & Vera, 1996). Gli Autori, gia all'iniezione del virus della
pseudorabbia (PRV) nella parete vescicale e ndildese uretrale esterno, hanno
tracciato le principali vie nervose che governafuhzioni di accumulo e di evacuazione
della vescica urinaria. Il PRV migra rapidamentesgell midollo spinale (2-4 giorni)
percorrendo le vie nervose rappresentate dai pedvico e ipogastrico (vescica) e dai
nervi pudendo, pelvico e ipogastrico (uretra); d&intri sacrali il virus migra,
oltrepassando le barriere sinaptiche, verso lersgpase superiori che si suppone essere
deputate al controllo della minzione. Gli Autoringostati in grado di identificare, grazie
ad opportune reazioni di immunoistochimica, i neurcoinvolti in questi circuiti. |
risultati ottenuti da questi brillanti studi sonrdhematizzati nelle figure 3e e 3f.
Zermann et al. (1998), utilizzando la stessa tecdicNadelhaft e collaboratori, hanno
iniettato il trigono vescicale ottenendo risultavrapponibili. Numerosi neuroni
raggiunti dal PRV sono stati osservati nel midgiinale sacrale (neuroni pre-gangliari
parasimpatici) e toracico (neuroni pre-gangliangatici), al livello di lamina X e di IML
(Fig. 3g) e nel PAG (Fig. 3h).
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Fig. 3e — Il diagramma illustra la sequenza di eoigimento delle strutture nervose dopo iniezioeé d

virus della pseudorabbia nello sfintere esterntiudetra di ratto. Elaborato sui dati di Nadelh&ftvera
(1996).
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Fig. 3f — Il diagramma illustra la sequenza di eoigimento delle strutture nervose dopo iniezioeé d

virus della pseudorabbia nella parete della vedtiicatto. Elaborato sui dati di Nadelhaft & Vef®96).
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Altri neuroni sono stati osservati nei nuclei defkr, & stato dimostrato che questi neuroni
inviano numerose fibre a vari livelli nel midollpisale, come ad esempio ai neuroni pre-
gangliari simpatici e parasimpatici della IML. Egstbile supporre che, inoltre, i neuroni
del rafe proiettino ai neuroni della lamina X deldoilo spinale toraco-lombare (Du,
1989) e ai neuroni del corno dorsale (Zermann.e1898). Gli Autori hanno evidenziato
marcature anche nlkglcus ceruleusun centro nor-adrenergico in grado di inviaredibl
corno dorsale ed al corno ventrale del midollo al@nma non all’'IML (Nygren, 1977).
Cellule marcate sono state osservate anche nedmua$so, che invia fibre a numerosi
distretti del midollo spinale sino ai tratti lomisacrali (Chiocchetti et al., 2006).

Fig. 3g-h g) La figura mostra una sezione del midollo sjgirf@13) di ratto in cui sono evidenti numerosi
neuroni della lamina X e della colonna intermeditetale (IML) immunopositivi per il virus della
Pseudorabbia. h) La figura mostra una sezione @slkenctefalo di ratto in cui sono evidenti numerosi
neuroni del grigio periacqueduttale (PAG) immunaisper il virus della Pseudorabbia. Modificata d
Zermann et al. (1998).

Il nucleo paraventricolare ipotalamico e stato atmtamtemente raggiunto dal PRV, cosa
resa evidente dalla marcatura. E noto che il nupke@ventricolare invia numerose
efferenze ai segmenti L6-S1 del midollo spinaler@Bein et al., 1990) ed agisce come
stazione di coordinamento per le attivita viscesatnpatica e vagale (Zermann et al.,
1998).

Un’altra regione in cui é stato rinvenuto il PRVarea preottica mediale, che, pur non
presentando connessioni dirette con il midollo al@n invia numerose proiezioni
all'ipotalamo, al PMC e ad altre regioni del trorewefalico (Rizvi et al., 1994). Insieme

al nucleo ipotalamico paraventricolare, quest’a&eainvolta nel controllo di differenti
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funzioni viscerali, come ad esempio la termoredola, la circolazione, I'attivita
sessuale, la respirazione ed il bilancio idricoclela corteccia, come gia dimostrato dal
gruppo di Nadelhaft, viene ben rappresentata taléecature” con il virus. La corteccia
puo proiettare le proprie fibre al midollo spinsia direttamente, attraverso la via cortico-
spinale, modesta nei nostri animali, che indiregata, attraverso l'interposizione di
nuclei molto importanti, come ad esempio il nualesso.

La marcatura dei neuroni corticali & inoltre dateretin relazione alle varie funzioni di
controllo che la corteccia esercita sulle divetseioni vegetative. Nonostante nell’'uomo
la minzione non ricopra ruoli di demarcazione terrale e non sia espressione di
comportamenti sessuali, questa funzione viene clati® da regioni sopraspinali; il fatto
stesso che I'encefalo sia cosi importante nel otlatdella minzione comporta uno dei
piu gravi disturbi nella societa modernaovéractive bladdefOAB). L'OAB € un
disturbo centrale causato da lesioni delle areefahche che influenzano il PMC. Questo
€ un grave problema sociale perché lo stimolo dellazione é cosi frequente che le
persone non riescono a dormire a sufficienza g@dae con continuita, vista la continua
necessita di mingere.

Il nucleo retrombiguale, localizzato nella parteidale del midollo allungato (Holstege
& Tan, 1987) e, a seconda della specie, nei pragirenti del midollo spinalecervicale
(Chiocchetti et al. 2003), e coinvolto nel contodlei muscoli della parete addominale
che regolano la pressione intra-addominale ed b&zoni sul nucleo di Onuf che
probabilmente giocano un ruolo nel controllo defiamzione (Sato et al. 1978). Questo
circuito esistente tra il nucleo retroambiguo eutleo di Onuf potrebbe essere parte in
causa nell'incontinenza da stress, in cui la detzaledello sfintere vescicale farebbe si
che l'urina sia espulsa durante aumenti di pressioinaddominale dovuti all’esecuzione

dei normali movimenti del fisico.

Il nucleo di Onuf

Bronislaw Onuf-Onufrowicz, brillante studente russioorigine polacca (1863-1928)
emigro negli Stati Uniti nel lontano 1890 per diteme in seguito uno dei piu noti
neuropatologi del suo tempo. La sua fama duraogt’ per aver identificato un gruppo
di neuroni, localizzato nelle corna ventrali dedollo spinale sacrale (S2-S4) di uomo,

coinvolto nella continenza urinaria e defecatodasi come nelle complesse attivita
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contrattili dell'organismo durante I'accoppiamenfuesto nucleo, definitoucleo X
dallo stesso Onufrowicz, fu successivamente ribaéti® nucleo di Onuf. Nel secolo
scorso, cosi come recentemente, numerosi sonogtitatiudi estesi alle varie specie
animali incentrati sul nucleo di Onuf. Esperimatitmarcatura retrograda in gatti, cani,
conigli e sub-primati hanno identificato un nuctaaologo al nucleo di Onuf e mostrato
la diretta connessione dei suoi neuroni con gtitefi esterni dell’'uretra e dell’ano tramite
il nervo pudendo (Sato et al. 1978; Nagashima gt1879; Kuzuhara et al., 1980;
Roppolo et al., 1985). L'anatomia e la fisiologi& ducleo di Onuf sono interessanti: i
suoi neuroni sono simili ai motoneuroni destinatmauscoli degli arti (Mannen et al.
1977) ed innervano la muscolatura striata a cdotralontario degli sfinteri suddetti,
presentando anche simili caratteristiche ultrastrali anche a livello di giunzione neuro-
muscolare. Queste caratteristiche fanno si chaidléd di Onuf sia identificato come
nucleo somatico; stranamente, pero, questo nuoledivide anche alcune caratteristiche
tipiche dei neuroni del sistema nervoso autononsuol neuroni ricevono infatti fibre
mesencefaliche indirizzate anche ai neuroni predgangarasimpatici sacrali (Holstege
& Tan, 1987). Nelle patologie del sistema nervostom@omo, come ad esempio la
sindrome di Shy-Drager (Sung et al. 1979), i neudah nucleo di Onuf degenerano,
come degenerano i neuroni pre-gangliari del sisteemaoso autonomo. Diversamente,
nella sclerosi laterale amiotrofica (SLA), che ¢ste specificamente i neuroni motori
somatici, il nucleo di Onuf € solo relativamentenmieggiato (Mannen, 1977; Sasaki e
Maruyama, 1993) e gli sfinteri esterni di ano etnarsi conservano integri, almeno sino
alle fasi piu gravi della malattia (Mannen, 199Questi dati dimostrano che i neuroni del
nucleo di Onuf presentano caratteristiche intermedche si comportano quindi sia da
motoneuroni somatici che da neuroni pre-gangliari.

In molti Mammiferi, uomo compreso, il nucleo di Graigeneralmente diviso in una
regione dorso-mediale (DM) e una ventro-laterale)(($ato et al. 1978; Nadelhatft et al.,
1996). La componente VL e responsabile dell'inneiwae della muscolatura striata
dello sfintere uretrale esterno. La componente DMneece responsabile della
contrazione dello sfintere anale esterno. Questecdmponenti possono essere molto

distanti, come nel ratto, (Fig. 3i) oppure ess@ieopmneno ravvicinate (Fig. 3j).
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Fig. 3i Lo schema a sinistra mostra la posiziomé nmdollo spinale L6 di ratto, delle due compomneiet
nucleo di Onuf; la componente ventro-laterale (\L)esponsabile dell'innervazione della muscolatura
scheletrica dello sfintere uretrale esterno. Lapomente dorso-mediale (DM) € invece responsablla de
contrazione dello sfintere anale. Abbreviazioni:NSHeuroni pregangliari del nucleo parasimpatico
sacrale; Barra = 1 mm. Nella micrografia di desiramotano i neuroni della componente VL marcati a

ritroso con il virus della pseudorabbia. Barra mrh. Modificato da Nadelhaft et al. (1996).

COEG6E

RAT (L6-S1) CAT(S1-S2) DOG(S1-S2)  PIG(S1-S3) MONKEY (L7-S1) HUMAN (51-53)

Fig. 3j. Rappresentazione schematica della locatione del nucleo di Onuf in differenti Mammifeln.
parentesi sono indicati anche i tratti del middjmnale sede del nucleo. Con la lettera U si indica
componente destinata all'innervazione dello sfim@sterno dell’'uretra, mentre con la lettera Adida la
componente dedicata allo sfintere anale esterntarbleome nel maiale la posizione del nucleo dif@nu
alquanto differente dalle altre specie. ModificdtoBlock & Holstege (1998).

Nel gatto l'utilizzo di traccianti retrogradi, irttati negli sfinteri uretrale esterno ed anale
esterno, ha dimostrato marcatura retrograda deonedel nucleo di Onuf. | neuroni

marcati si estendono dal segmento medio-cauddfd di tutto il segmento S2 (Pullen,
1988). In questa specie la lunghezza del nucleOrdif € simile a quella riscontrata
nell'uomo (2,6-8 mm) (Thor et al., 1989; Sasakiakt 1993); la densita si presenta

costante eccetto che nella parte caudale del n¢8Bo(Sato et al., 1978). Nel coniglio
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la marcatura retrograda ha mostrato che i motomeurnervanti lo sfintere anale vanno
da S2 a S3 (Nagashima et al., 1979). Nel'uommkizgione (Fig. 3k) e le caratteristiche
morfometriche del nucleo di Onuf e dei suoi neursmo state studiate in dettaglio; il
range di lunghezza del nucleo € di 4£7 mm (Schrat@81; Pullen et al., 1997) anche
se, studi di Forger et al. (1986) avevano dimastrette il nucleo poteva essere
leggermente piu corto. Non vi sono differenze digliezza del nucleo tra il corno destro
ed il corno sinistro (Schroder, 1981).

Fig. 3k. Lo schema a sinistra indica la precisaliazazione del nucleo di Onuf nel corno anteriore
(ventrale) del midollo spinale (S2) di uomo. Leofptafia a destra mostra una sezione istologica gedsso

livello; la freccia indica un gruppo di neuroni dricleo di Onuf. Modificato da Pullen et al. (1997)

I neuroni del nucleo di Onuf sono stati descrittistudi riguardanti le loro dimensioni,

come piccoli o medi (Onufrowicz, 1890; Mannen ef &B77; Iwata e Hirano, 1978;

Schroder, 1981). Pullen et al. (1992) hanno vajutiatiametro dei motoneuroni del

nucleo di Onuf nell'uomo in 39£13 pum. Pullen et @997) hanno studiato il numero
(6251137 cellule) e il diametro (tra 1@n e 60um) dei neuroni del nucleo di Onuf. La
densita maggiore di neuroni e stata rilevata, cgraaisultava dagli studi dello stesso
Onufrowicz (1889, 1890), nella zona centrale dallemi rispetto all’estremita craniale e
caudale dello stesso; dal punto di vista morfologic37% dei neuroni presentano una
forma approssimativamente sferica, il 44% ellissad il 19% fusiforme.

Nel nucleo di Onuf il dimorfismo sessuale & unattaristica molto accentuata nel ratto
(Breedlove & Arnold, 1981, 1983a,b) e nel cane ¢eor& Breedlove, 1986), mentre

nelluomo non é stato ancora accertato. Si ritemeele variazioni relative al dimorfismo

sessuale siano dovute alle proiezioni efferentiNletleo di Onuf ed al comportamento

41



riproduttivo. Nel cane maschio il nucleo di Onupeesenta 2,2 volte piu grande e con un
maggior numero di neuroni rispetto a quello dediamina (Forger & Breedlove, 1986).
E stato dimostrato che questa differenza & ledatareedo ormonale dei soggetti; infatti
un trattamento della femmina con androgeni perngitigsparmiare quei neuroni del

nucleo di Onuf che diversamente andrebbero incantmorte.
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Capitolo 4

Innervazione della vescica

Sistema nervoso della vita di relazione

Nervo pudendo

Il nervo pudendo innerva la muscolatura striatarale Nel suino il nervo pudendo, che
presenta un diametro di 1.5-2.2 mm ed é chirurgasdaeraggiungibile (Wen et al.,1999),
e costituito, similmente a quanto osservato nefliop da fibre originatesi dai
motoneuroni del nucleo di Onuf che costituiscondepdei nervi sacrali S2-S4, e S5,
quando presente (Wen et al., 1999). Il nervo pudémaerva, inoltre, gli organi genitali

interni ed esterni ed il retto, distribuendosi anahvari muscoli della regione perineale.

Sistema nervoso simpatico

Nervo ipogastrico

Il nervo ipogastrico origina dal margine caudalegdnglio mesenterico caudale. | suoi
rami si dirigono caudalmente verso la parete dtasarale della cavita pelvica dove, in
sede retro-peritoneale, si suddividono nei loro irdenminali e, insieme ai nervi
splancnici sacrali della parte pelvica del cordanéante ed ai rami pelvici parasimpatici
dei primi nervi sacrali, prendono parte alla cogittne del plesso pelvico situato sulle
pareti laterali del bacino e dellampolla rettatesede retro peritoneale. Gli assoni post-
gangliari decorrono attraverso questo nervo ed\atso il plesso pelvico raggiungono il
corpo ed il collo della vescica e l'uretra; queasisoni post-gangliari simpatici che
terminano sul muscolo liscio del corpo della vegsacconcludono al livello di recettori
adrenergic} e sono inibitori per la muscolatura liscia. Laol@ttivazione permette alla
parete vescicale di espandersi ulteriormente, glisswo cosi un maggior quantitativo
di urina.

Quando predomina l'attivita del Sistema simpaticda I'accumulo dell’urina nella

vescica (fase di accumulo).
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Sistema nervoso parasimpatico

Nervi pelvici

Il nervo pelvico é costituito da fibre motrici diestte al detrusore e da fibre sensitive che
forniscono informazioni relative allo stato di replone della vescica. Questo nervo
origina, nel maiale cosi come nell'uomo, dai segin®@-S3 del midollo spinale. Nel
maiale presenta la peculiare caratteristica, neoontrata in altre specie, di essere
identificabile, prima della sua unione con il dstste, come un singolo nervo lungo 2.5-
4 cm (Wen et al., 1999). Nel nervo pelvico risiedda fibre sensitive (propriocezione
generale) che rispondono allo stiramento e/o a#agione della parete vescicale. Alcune
di queste fibre terminano nella colonna dorsaléadsstanza grigia dei segmenti spinali
sacrali; a tale livello prendono sinapsi con neusamsitivi secondari che inviano i loro
neuriti nel cordone laterale per risalire percod@ite vie spino-talamiche. Altri fibre
sensitive non si arrestano nella colonna dorsdla sestanza grigia del midollo spinale,
ma si portano direttamente nel cordone di sosthrazeca dorsale per raggiungere, nello
spessore del fascicolo gracile, il nucleo gractealizzato nel midollo allungato.
Entrambe queste vie fanno riferimento al talamorpggiungere in seguito la corteccia
somestesica; mediante queste vie la sensazionecalescaggiunge la percezione

cosciente.
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Fig. 4a. Rappresentazione schematica del circifiésso spino-bulbare della minzione.

Impulsi afferenti dalla vescica attivano neuronceawlenti spinali. | neuroni ascendenti
forniscono un forte impulso al grigio periacquedlgt(PAG periagueductal grayed un debole
impulso al nucleo di Barrington. | neuroni del reeldi Barrington eccitano i motoneuroni
parasimpatici della vescica (nervo pelvico) e stamo gli interneuroni inibitori localizzati nella
commissura grigia dorsale nel midollo spinale da¢ra turno inviano impulsi ai motoneuroni
dello sfintere esterno nel nucleo di Onuf. Le affeze uretrali del nervo pudendo, attivate dal
flusso di urina attraverso I'uretra, rinforzano laad circuito del riflesso centrale della minzione
Le frecce indicano sinapsi eccitatorie con conioessnono o poli-sinaptiche; cerchietti bianchi:
sinapsi inibitorie; cerchietti neri: neuroni a m@oione spinale. Non €& indicato il circuito del
riflesso spinale dell'accumulo tramite il nervo gastrico. Modificato da Sasaki (2004).

Meccanismi di controllo della minzione e della comenza

La funzione delle basse vie urinarie € quella duatulare ed eliminare urina secondo la
volonta in tempi desiderati. Queste funzioni, inpagnza semplici, richiedono un

controllo nervoso piuttosto complicato che coinelgcettori localizzati nella parete

vescicale, un circuito sovra spinale in grado dicave il riflesso della minzione e diverse

vie nervose inibitorie segmentarie e sovra spi(Bdrrington, 1925; Kuru, 1965; de
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Groat, 1975; Torrens & Morrison, 1987; Yoshimural&Groat, 1997). Sfortunatamente
la complessita di questi circuiti rende il sistepiattosto vulnerabile, tanto che piccole
lesioni e/o disfunzioni nervose possono provocdiettdquali incontinenza urinaria o

difetti di svuotamento vescicale. La delicatezzguksti circuiti nervosi provoca, sia in

ambito umano che veterinario, moltissimi probleogie-sanitari.

Controllo nervoso delle basse vie urinarie

Innervazione periferica delle basse vie urinarie

Esistono tre classi di nervi periferici respongatidllo svuotamento della vescica: |l
sistema nervoso parasimpatico sacrale, il sisteemzoso simpatico toraco-lombare e i
nervi somatici lombo-sacrali. Questi nervi contemgsia fibre efferenti che afferenti. Lo
svuotamento vescicale € a carico del sistema nergagasimpatico e un disturbo di
guesto sistema pu0 generare uno svuotamento inetonpl ritenzione urinaria. |
motoneuroni pregangliari parasimpatici sono disititalla base della sostanza grigia del
corno ventrale nel midollo spinale sacrale. Nektm#e fibre efferenti parasimpatiche
originano da S1- S3 (Fig. 4b), nel ratto dai metarh@ S1 e nelluomo nei metameri
S2-S4 (Jiang, 1999). Nel suino non e ancora ndtachdizzazione precisa di tali neuroni
parasimpatici pre-gangliari; per semplicita soratishdicati nella figura 4c i metameri
S3-S4 del midollo spinale.

Hypogastric n.

Pelvic
plexus

| | Pudendal .

Fig. 4b. Diagramma schematico dell'innervazioneiestca delle basse vie urinarie del gatto.

46



GANGLI DELLA
RADICE DORSALE

CATENA GANGLIARE
SIMPATICA

URETERE

Fig.4c - Innervazione simpatica, parasimpatica matwa del tratto urogenitale di verro. Le fibreepr
gangliari simpatiche emergono dal midollo spinaenbare, passano attraverso i gangli della catena
simpatica vertebrale e da questi, tramite i ngslarscnici lombari (NSL), giungono al ganglio mesgito
caudale (CMG= caudahesenteric ganglignLe fibre simpatiche pre- e post-gangliari peroaop il nervo
ipogastrico per raggiungere gli organi uro-genitadi fibre pre-gangliari parasimpatiche, che orgio dai
metameri sacrali, percorrono il nervo pelvico simbarrivare ai gangli del plesso pelvico. Da quildee
post-gangliari si distribuiscono alle vie urinifeneferiori. Le vie sacrali somatiche sono contenute
all'interno del nervo pudendo, che innerva il pamayscoli ischio cavernoso, bulbocavernoso e gcalp
sfintere uretrale esterno (EU@&xternal uretral sphinct@r | nervi pudendo e pelvico ricevono anche fibre
post-gangliari simpatiche che originano nei ganglila catena vertebrale. Questi tre nervi conteagon
anche fibre afferenti provenienti dai gangli detkdice dorsale lombo-sacrale. (Disegno personale
modificato da De Groat & Yoshimura 2010).

Le fibre efferenti, appartenenti al gruppo dellerdi mieliniche piu sottili (fibre A),
emergono dal plesso sacrale per formare il nenheigee Questo nervo si divide in
numerose sottili branche e forma il plesso pelvigo, insieme di fibre e neuroni
localizzato su entrambi i lati del retto (de GroB®93). Queste fibre pregangliari si
ramificano diverse volte prima di terminare su w@upostgangliari. Nel cane, cosi come
nell'uomo (Elbadawi, 1996), questi gangli sonorlistiti a ridosso della parete vescicale.
I neuroni del plesso pelvico destinati alla vessizao localizzati in prossimita del trigono

vescicale. Le sottili fibre motrici postgangliaaimieliniche di tipo C, terminano nei fasci
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di muscolatura liscia che costituiscono il musodétrusore della vescica. Questo vuol
dire che la maggior parte delle fibore mielinichevaate nella parete della vescica,
specialmente le piu grandi, sono afferenti (de Gedaal., 1980; Mallory et al., 1989;
Vera & Nadelhaft, 1990).

Il plesso pelvico di ratto, se paragonato con qued#l gatto e dell'uomo, possiede una
struttura molto semplice, con modeste ramificazemterconnessioni. Il nervo pelvico
forma un singolo tronco e converge con il nervogaxirico in un ganglio pelvico
principale. Nel ratto non sono presenti altri gamgprossimita della vescica o all'interno
della sua parete (Purinton et al., 1973; TorrerMdrison, 1987).

I nervi postgangliari parasimpatici liberano, consrotrasmettitore, I'acetilcolina che,
legandosi in maniera specifica ai recettori musgairdistribuiti sulle cellule muscolari
lisce, evoca contrazione muscolare (Yoshimura &uodweat, 1997). Come co-trasmettitore
viene rilasciato ATP (adenosin-trifosfato) che agisper il tramite dei recettori
purinergici, provocando un aumento della contraziotuscolare in varie specie, inclusi
il gatto ed il ratto (Fig. 4d). Questa component®-golinergica, atropino-resistente,
sembra invece ricoprire un ruolo secondario nallazione fisiologica del detrusore

nell'uomo e nei Primati (Craggs et al. 1986).

Pelvic Nerve — ACh
(Parasympatheticj=—> ATP

NO

Hypogastric Nerve
Sympathetic) NA

Pudendal N |
e — #ch ——= ¢}

Fig. 4d. Innervazione delle basse vie urinariaelvo pelvico (parasimpatico) stimola il muscolérdsore
della vescica, azione mediata da recettori musicagiil ;) attivati dall’acetilcolina (ACh) e da recettori
purinergici (P2X1) attivati dall’ATP, e rilassantuscolo uretrale liscio con l'intervento dell’ossiditrico
(NO). Il nervo ipogastrico (simpatico) stimola ilustolo liscio uretrale, tramite recettafi-adrenergici,
ed inibisce il muscolo detrusore della vescica tranecettori33-adrenergici. Il nervo pudendo (somatico)
stimola il muscolo uretrale esterno striato tramiéeettori nicotinici (N) ad attivazione acetilgutia. N =
Norepinefrina. | segni “+” e “-” indicano la stimatione nervosa, eccitatoria ed inibitoria. Modificda
Yoshimura et al. (2008).
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Il sistema parasimpatico pud anche agire rilassdmdietrusore mediante liberazione di
ossido nitrico (Andersson & Persson, 1994).

Le funzioni piu importanti del sistema nervoso satigo consistono nell'inibire la
contrazione vescicale, permettere la contraziorlecoko della vescica e indurre la
chiusura dell'uretra al fine di consentire la caetiza urinaria. Il circuito pregangliare
simpatico prende origine dai neuroni del nucleermiedio laterale del midollo spinale
toraco-lombare (Elbadawi, 1996). Le fibre pregaagliraggiungono il ganglio
mesenterico caudale attraverso il nervo ipogasteicattraverso la catena dei gangli
simpatici sacrali (Kuo et al., 1984). Le fibre nese simpatiche postgangliari, che
rilasciano nor-adrenalina, esercitano un’azionéitoria sulla muscolatura liscia del
corpo della vescica agendo su recettori adrene(Biai) B2; nel collo della vescica e
nell'uretra l'azione del sistema nervoso simpatdiviene invece eccitatoria grazie
all'attivazione dei RAa1 (de Groat, 1997). Nel ganglio pelvico di gattdatadimostrata
un’azione inibitrice del sistema nervoso simpasiatle efferenze post-gangliari (ganglio
pelvico) del sistema nervoso parasimpatico (de G&®ooth, 1980; Malloryet al.,
1989); questo stimolo & mediato dai RA¢(de Groat, 1997).

I nervi somatici lombo-sacrali innervano la mustaia striata del pavimento pelvico.
Questo circuito ha origine da specifici motoneumlinucleo di Onuf (Sato et al., 1978;
Torrens & Morrison, 1987). Questo nucleo si troWanairca allo stesso livello dei
metameri dei neuroni pregangliari parasimpaticladeéscica (S3-S4 nel suino, S1-S3
nel gatto, L6- S1 nel ratto, S2- S4 nell'uomo). Daktleo di Onuf originano fibre che
viaggiano nel nervo pudendo; questo contingentgiuage lo sfintere uretrale, costituito
da muscolatura striata. L’innervazione della musitoh del pavimento pelvico riceve
invece un contributo anche da altri nervi del ppesacrale (de Groat, 1997). Le fibre
nervose del sistema somatico liberano acetilcotihe@,agisce sui recettori nicotinici dello
sfintere striato uretrale provocandone la contrazi@Yoshimura & de Groat, 1997).
L’attivazione coordinata del sistema nervoso simgpatsu vescica e uretra) e somatico

(sull'uretra) determina continenza urinaria.
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Recettori vescicali e sensibilita vescicale

Le fibre dei nervi afferenti provenienti dalla vesc sono sottili, mieliniche (& e
amieliniche (C), e viaggiano sia nel nervo pelv{g@ parasimpatica) che nel nervo
ipogastrico che proviene dal ganglio mesentericalake (sistema nervoso simpatico);
queste fibre sono associate a meccanocettori, t&ttooi, nocicettori e anche a specifici
chemiocettori (Torrens e Morrison, 1987; Hableraét 1993a,b; Morrison, 1997).
Tuttavia l'esatta morfologia e la topografia deglecifici recettori € ancora da
determinare. | meccanocettori della vescica inforona centri nervosi sullo stato di
replezione della vescica e attivano e guidandlésso della minzione; molti di questi
sono tensiocettori localizzati in serie insiemefasci di cellule muscolari lisce del
muscolo detrusore e rispondono sia alla distensjpassiva della vescica che alla
contrazione attiva del detrusore (Iggo, 1955; Badtral., 1987; Habler et al., 1993a,b;
Downie & Armour, 1992). Tali risultati sono somnariente descritti dalla legge di
Laplace (Jiang, 1999), che indica che ci sono npiltistimoli sensitivi al variare della
pressione della vescica che al variare del sucmwel@Questo € un dato importante perché,
durante I'accumulo fisiologico di urina, il detrusosi puo dilatare senza scatenare |l
riflesso della minzione; solo al raggiungere dicento grado di replezione si ha anche un
aumento della pressione di sufficiente ad evodaiftesso della minzione. Possiamo dire
quindi che la tensione della parete vescicale ttviga dei meccanocettori aumentano
molto lentamente. | meccanocettori della vescicgspno essere sensibilizzati da agenti
inflammatori (Habler et al., 1993a,b), il che gifisa il carattere d’urgenza dei sintomi
della cistite. In situazioni simili, cioé in corslbinfiammazione, vengono reclutate fibre
C, normalmente silenti, di recettori dolorifici (W& Morrison, 1995); un sottogruppo
di questi nocicettori sembra essere rappresenttmetcanocettori ad alta soglia che

rispondono alla sovradistensione della vescica (igan, 1997).

Controllo centrale della minzione

L’effettivo svuotamento della vescica richiede umena coordinazione tra il muscolo
detrusore e lo sfintere uretrale e percio una bumw@dinazione anche tra sistema
nervoso autonomo e somatico. A differenza di ditrezioni viscerali, la minzione & un

atto volontario che richiede il coinvolgimento aeintri cerebrali superiori. Barrington

(1925), eseguendo i suoi primi esperimenti sulogaitbtdo che neuroni localizzati nel
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ponte, ventralmente al collicolo caudale, avevanouolo fondamentale nel controllo
della minzione. Un’interruzione delle vie discent@hlivello del tronco encefalico o del
midollo spinale caudali a questa area pontinaMiClimpedisce il normale svuotamento
della vescica; al contrario, lesioni rostrali dlicolo caudale provocano uno svuotamento
vescicale dovuto alla mancanza di stimoli inibiarl centro dell’accumulo, localizzato,
come precedentemente descritto, lateralmente al.PMC

Queste osservazioni indicano che la minzione e at@dia un circuito di riflessi che
risalgono il midollo spinale, oltrepassano il midoallungato e vengono integrati al
livello di PMC. Il circuito agisce come un intertoite on-off e viene attivato dai
meccanocettori vescicali. La funzione del centrotipm €, a sua volta, quella di regolare
gli stimoli inibitori ed eccitatori provenienti dal diverse aree encefaliche rostrali al
PMC, come, ad esempio, il diencefalo e la cortecerabrale (Gjone & Setekleiv, 1963;
Gjone, 1966; Torrens & Morrison, 1987; de GroatQ2)9 Le informazioni sul grado di
riempimento della vescica raggiungono il PMC atrae fibre ascendenti spinolbulbari
che corrono nella parte dorsale del funicolo ldéetze cellule di origine sembrano essere
localizzate in prossimita del nucleo parasimpasecrale e del nucleo commissurale
dorsale.

E stato dimostrato che nel gatto I'informazionegpiacettiva, che raggiunge le lamine |,
V, VIl e X del midollo spinale, viaggia nel nervelgico e pudendo e raggiunge i centri
superiori percorrendo aree laterali del cordonesalerdella sostanza bianca midollare.
Gli stimoli dolorifici, condotti da fibre amielinfee di tipo C del nervo ipogastrico e
pelvico, risalgono il midollo spinale percorrendasdi localizzati nel cordone laterale
della sostanza bianca midollare (de Groat, 2006)yganizzazione del circuito a livello
di tronco encefalico non € ancora chiara: secondistege e Collaboratori (Blok &
Holstege, 1994, 1998; Blok et al., 1995), nel getiaformazioni provenienti dal midollo
spinale raggiungono indirettamente il PAG; neloraegmbra che le afferenze raggiungano
il PAG direttamente (Ding et al., 1997).

Le fibre discendenti originatesi dai neuroni del ®Morrono lungo il funicolo laterale
del midollo spinale per terminare direttamente surani parasimpatici pregangliari
sacrali o su interneuroni (Blok & Holstege, 19978. stesse fibre terminano anche su
interneuroni inibitori, posti dorsalmente al canaéntrale, che proiettano al nucleo di

Onuf (Blok et al., 1997a); si puo ritenere che tmegwoiezione sia responsabile del
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rilassamento dello sfintere. Le fibre discendesgigiungono anche i neuroni pregangliari
simpatici inibendoli. Da tutto questo si evince &itriflesso della minzione coinvolga
circuiti nervosi parasimpatici, simpatici e somatic

| neuroni ascendenti e discendenti sono neuroriiiadéod glutamatergici (Yoshimura &
de Groat, 1997). Lindstrom e collaboratori (198dhimo ipotizzato che il riflesso della
minzione sia organizzato da meccanismi a feedbaskiyo. Un riflesso di contrazione
del detrusore genera un aumento della tensiona pallete vescicale che porta a un
ulteriore attivazione dei meccanocettori della v&sce ad un piu potente stimolo
eccitatorio inviato dal PMC. Questo processo harapala crescita e provoca la massima
risposta dei neuroni che inviano il proprio neurite! nervo pelvico (parasimpatico,
svuotamento); inoltre questo stimolo e incremendalaontatto dell’urina con i recettori
uretrali (Barrington, 1928). Quando la vescica etaua pressione esercitata sui suoi

recettori decresce e percio si esaurisce il riflekdla minzione.

Controllo nervoso della continenza

Un accumulo efficace di urina richiede una cerfpac#a dilatativa del detrusore e un
condotto uretrale in grado di contenere l'urina.aldunque stimolo che provochi una
piccola salva di impulsi provenienti dai meccantargtad esempio un colpo di tosse,
uno stiramento o un balzo, pud scatenare il riflesiella minzione e portare
inevitabilmente alla perdita di urina. Fortunatateen sistema di controllo nervoso della
vescica e dotato di circuiti di sicurezza, siavello spinale che sovraspinale, che possono
mantenere inattivi i motoneuroni parasimpatici @aekscica e chiusa l'uretra (Sugaya et
al., 2005). Un tipico esempio ¢ il riflesso di Etsen (Edvardsen, 1968), attivo durante
il riempimento vescicale; tale riflesso coinvolgeiicuiti simpatici che inibiscono il
detrusore e provocano la contrazione della comgenmuscolare liscia dell'uretra, il
cosiddetto sfintere interno dell’'uretra, che nel&eaon sembra esistere. Questo riflesso e
attivo solamente durante la fase di riempimentdadedscica ed € inibito durante lo
svuotamento (de Groat & Lalley, 1972). Allo stessado, durante il riempimento della
vescica, i motoneuroni dello sfintere esterno atete del pavimento pelvico sono attivati
dai meccanocettori vescicali; I'uretra rimane chidsirante l'intera fase di riempimento.
Come gia detto, durante la minzione, questo rifiéssibito anche da segnali discendenti

pontospinali (Torrens & Morrison, 1987).
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Altri segnali inibitori vescicali sono veicolati d#bre afferenti presenti nella branca
anorettale del nervo pelvico (parasimpatico) e enddtanche clitoridee, peniene e
muscolari nel nervo pudendo (de Groat, 1971; Liddst& Sudsuang, 1989). Queste
afferenze, che attivano i neuroni inibitori simpag inibiscono attraverso un’inibizione
centrale i neuroni pregangliari parasimpatici sia¢fall & Lindstrom, 1991), inibiscono

il riflesso della minzione durante I'accoppiameriteegnali inibitori influenzano anche i
neuroni spinali che inviano le fibre ai centri stpe e che rappresentano il “braccio”
afferente del riflesso della minzione (Jiang efl8P1); durante 'accumulo di urina si ha
ovviamente anche un’attivazione delle vie nervdseportano alla chiusura dello sfintere
striato esterno (nervo pudendo).

Sono stati descritti effetti inibitori sulla minzie dopo stimolazione elettrica di molti siti
sovraspinali della corteccia cerebrale, dell'ipatab, dei gangli basali e della
neocorteccia (Gjone & Setekleiv, 1963, Gjone, 19K@ru, 1965); ciononostante,
I'organizzazione di questi sistemi di controllo nérancora ben chiarita. E comunque
ipotizzabile che un ridotto funzionamento di quessiemi inibitori sovraspinali possa
portare ad uno squilibrio tra i controlli eccitatoed inibitorio del riflesso della minzione.
Problemi di questo tipo possono provocare varimédi instabilita vescicale e urgenti
problemi di incontinenza urinaria (Lindstrom et, 4l984; Fall & Lindstrom, 1991, de
Groat, 1997).

Innervazione intrinseca della vescica

I primi studi sull'innervazione intrinseca dellaseggca risalgono ai primi decenni del
ventesimo secolo e riguardano la vescica di ghttsély, 1936; Kuntz & Mosely, 1936).
In seqguito, dalla seconda meta del secolo scorsggigdsono state pubblicate interessanti
ricerche inerenti ad altre specie di Mammiferi [ai@i (Crowe & Burnstock, 1989;
Pidsuko, 2004; osservazioni personali, Fig. 4epecéArrighi et al., 2008); gatto
(Hamberger & Norberg, 1965; Feher et al., 1973joréangworthy, 1965; Lakomy et
al., 1989, 1990; Persson et al., 1995; Alian & Gab&996; Uvelius & Gabella, 1998;
Gabella, 1999), cavia (Crowe et al., 1986; GaldEd@0; Smet et al., 1996; Werkstrom et
al., 1998; Hu et al., 2004; Davidson & Mccloske@032; Gillespie et al., 2006), furetto
(Gabella, 1990), cavallo (Prieto et al., 1989), oof@Gilpin et al., 1983; Dixon et al.,

1983),], che sono riuscite ad ottenere dati redatiente precisi e dettagliati riguardanti la
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morfologia, la morfometria, la distribuzione, landéa e la neurochimica della
componente nervosa intramurale. Ulteriori impoitalatti sono stati ottenuti in merito
alla localizzazione di questi neuroni nelle diveasee della vescica in relazione alle varie
specie. Le continue, anche se non numerose, azignisscientifiche hanno permesso di
formulare interessanti ipotesi funzionali, sebb&mhgtt’'oggi non sia ancora chiaro il ruolo
di questi neuroni. Ad esempio, ai neuroni riscantreella parete vescicale & stato
attribuito un potenziale ruolo, eccitatorio o indsio, nel controllo del muscolo detrusore,
degli osti ureterici e della componente muscole&d che costituisce, a seconda della
specie, il cosiddetto sfintere uretrale interndt(gdehér et al., 1979; uomo, Gilpin et al.,
1983; cavia, Hu et al., 2004). Altre funzioni esate dai neuroni vescicali potrebbero
essere quelle di regolare il flusso sanguigno efatico e di fungere da
modulatori/integratori dei segnali nervosi estrise

Un altro aspetto da considerare in merito alle ifmmzdei neuroni intravescicali riguarda
una loro ipotetica funzione come meccanocettosiaéo infatti dimostrato che durante i
movimenti muscolari gli stessi neuroni subisconkedaodificazioni che possono essere
percepite come stimoli meccanici; queste sono $aeicmi che derivano dallo studio del

sistema nervoso enterico, ipotizzate gia nel 1981Gabella e riprese di recente

dall’equipe del Prof. Michael Schemann in GermgMazzuoli et al., 2007).

~ i Y N . NS =,

Fig. 4e. Sezione istologica di vescica di maiallma con la tecnica del cresilvioletto. E evidenh

piccolo ganglio intramurale situato nello spessiaita muscolatura liscia costituito da tre neuroni.

Il sistema nervoso vescicale intramurale e costitda popolazioni cellulari di numero
variabile nelle diverse specie; Pidsuko (2004)feonando in parte i risultati ottenuti

sulla stessa specie da Crowe & Burnstock (1989)pds®rvato piu di 6000 neuroni
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vescicali nel maiale, distribuiti per '80% in gdngn posizione sub-peritoneale o
localizzati nello strato muscolare esterno debinigvescicale. La rimanente parte (20%)
dei neuroni, organizzati in piccoli gangli di quaécdecina di cellule, era distribuita nella
parete ventrale della vescica. Pidsuko et al. (R®@hno identificato questi neuroni
iniettando un tracciante fluorescente a traspogtoogrado, il Fast Blue, nelle pareti
vescicali laterali al trigono. Considerata la sdidaiezione si puo evincere che nel maiale
gran parte dei neuroni vescicali proietti a stmatntravescicali.

Gli elementi del sistema nervoso centrale e autanpossono subire delle modificazioni
durante lI'invecchiamento. Il sistema nervoso indisoicale non sembra sfuggire a questa
regola. Negli animali, cosi come nell’'uomo, I'e@lld senescenza porta inevitabilmente
a dei disturbi legati alla continenza urinaria.

E noto che il iempimento vescicale & modulatoedfiire adrenergiche che agiscono su
B-adrenorecettori presenti sulle cellule muscoletd del detrusore (Andersson and
Wein, 2004). Esistono differenti sottotipi @irecettori adrenergicip-1, p-2 e p-3,
diversamente distribuiti e dotati di peculiari fiord a seconda della specie considerata
(Michel and Vrydag, 2006). Considerando il ruolditetico dei neuroni colinergici
(eccitatori) e nitrergici (inibitori) si puo ipottare che nell’anziano l'incontinenza
urinaria sia attribuibile ad uno squilibrio tra glfetti reciproci delle due popolazioni
neuronali, conseguenza di una sempre piu defigifawpolazione colinergica (Yoshida
et al., 2001).
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Parte sperimentale

Questa ricerca si e sviluppata in collaborazione it@ipartimento di Scienze
Medico-Veterinarie dell’'Universita di Parma. Lo &io, che si € svolto in piu fasi, ha
avuto lo scopo di studiare I'innervazione afferesleefferente del trigono vescicale e del

muscolo uretrale del maiale.

Fase 1) Nella prima fase sono state applicate dedizioni di immunoistochimica
con il fine di caratterizzare, dal punto di viseunochimico, i neuroni dei gangli spinali
lombo-sacrali di maiale; nello specifico sono stistti sei diversi anticorpi diretti contro
i seguenti marcatori neuronali: il peptide correlat gene della calcitoninadlcitonin
gene-related peptideCGRP), la sostanza Bupstance PSP), I'ossido nitrico sintasi
neuronale rfeuronal nitric oxide synthaseaNOS), il neurofilamento ad alto peso
molecolare ifeurofilament 200kDa\NF200), il recettore per la capsaicina VRar{lloid
receptorl), detto anche TRPV1rénsient receptor potential vanilloidl), e l'isolectina

B4 (IB4), glicoproteina derivata dalla piar@aiffonia simplicifolia

Fase 2) Nella seconda fase e stata coniugataraaedei traccianti neuronali a
trasporto assonico retrogrado e le tecniche di inoratochimica che hanno permesso di
identificare e caratterizzare i neuroni dei gaspginali deputati all'innervazione sensitiva
del trigono vescicale. Nello specifico e stato asktracciante Fast Blue (FB) che e stato
iniettato direttamente nello spessore della padsetrigono vescicale di 4 maiali
(maschi). | neuroni dei gangli spinali destinafiimhervazione del trigono vescicale
marcati con il tracciante citoplasmatico FB, sotadisn seguito analizzati dal punto di
vista morfometrico e neurochimico. | risultati @eficerche eseguite nelle fasi 1 e 2 hanno

portato alla pubblicazione dei seguenti articolisBo et al. 2013.
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Fase 3) Contemporaneamente, sempre utilizzandte$sas tracciante, € stato
possibile identificare i motoneuroni gangliari deltema nervoso autonomo (simpatico e
parasimpatico); sui neuroni della componente sitopasono stati eseguiti studi di
morfometria e di caratterizzazione neurochimicdizatindo anticorpi in grado di
riconoscere i seguentharkersneuronali: la tirosina idrossilasiy(osine hydroxylase
TH) e la dopamina beta-idrossiladopamine beta-hydroxylasBBH) che sono i tipici
enzimi utilizzati dai neuroni del sistema nervosonmatico per la sintesi dei
neurotrasmettitori dopamina e nor-adrenalina, ulrapeptide Y (NPY), il CGRP, la SP,
il peptide vasoattivo intestinalevgsoactive intestinal polypeptid®IP), il nNOS, il
traspotatore delle vescicole di acetilcolimagicular acetylcholine transport¢ AChT),
la leucoencefalinal¢uenkephalin LENK) e la somatostatinasgmastatin SOM). |
risultati delle ricerche eseguite nella fase 3 logportato alla pubblicazione dei seguenti

articoli: Ragionieri et al. 2013.

Fase 4) L'ultima fase, ancora in corso, e dediet@entificazione dei neuroni
motori (somatomotori) e sensitivi destinati all'ewazione del muscolo uretrale, di
natura striata. Anche in questo caso sono statécapmple metodiche descritte in
precedenza; gli anticorpi utilizzati sono, in quesaso, diretti contro i marcatori NNOS,
SP e VRL. | risultati delle ricerche eseguite nfke-3 hanno portato alla pubblicazione

dei seguenti articoli: Gazza et al. 2011.
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Fase 1-2

Caratteristiche neurochimiche dei neuroni del ganglspinali lombo-
sacrali di maiale e caratterizzazione dei neuroniensitivi che innervano

il trigono vescicale.

Russo D, Clavenzani P, Sorteni C, Bo Minelli L, 8M, Gazza F, Panu R, Ragionieri
L, Chiocchetti R.

Neurochemical features of boar lumbosacral dorsal ot ganglion neurons and

characterization of sensory neurons innervating theirinary bladder trigone.

J Comp Neurol. 2013 Feb 1; 521(2):342-66.

Riassunto

In questa ricerca sono stati caratterizzati neunaicmente i neuroni dei gangli
spinali (DRG, dorsal root ganglia) lombo-sacralnaiale di sesso maschile; a tal fine
sono stati utilizzati sei marcatori neuronali: dptide correlato al gene della calcitonina
(calcitonin gene-related peptid€EGRP), la sostanza Bupstance PSP), I'ossido nitrico
sintasi neuronalenguronal nitric oxide synthasaNOS), il neurofilamento ad alto peso
molecolare ifeurofilament 200kDa\NF200), il recettore per la capsaicina VRar{lloid
receptorl), detto anche TRPV1rénsient receptor potential vanilloid), e l'isolectina
B4 (IB4), glicoproteina derivata dalla piar@aiffonia simplicifolia

Inoltre, il fenotipo e I'area dei neuroni dei DR@stinati al trigono della vescica
urinaria (UBT,urinary bladder trigong sono stati valutati accoppiando la tecnica della
iniezione di un tracciante a trasporto retrograoio tecniche di immunoistochimica. Le
sottopopolazioni neuronali dei gangli spinali lomba sacrali sono risultate
immunoreattive (IR) al CGRP (30+3% e 29+3%, rigpathente), alla SP (26£8% e
27+£12%, rispettivamente), al nNOS (21+4% e 26x7%pattivamente), al NF200
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(75+14% e 81+7%, rispettivamente), al TRPV1 (48+18%3+6%, rispettivamente) e
marcate con IB4 (56+6% e 43+10%, rispettivamenita)euroni sensitivi dell'UBT,
osservati nei gangli compresi tra il secondo ganfgimbare (L2) e il primo ganglio
coccigeo (Cal), hanno mostrato una distribuziogensatale e la maggiore densita nei
gangli L4-L5 e S2-S4. | neuroni sensitivi lombasarali destinati al trigono vescicale
hanno espresso simili percentuali di immunoreaétiper il NF200 (64+33% e 58+12%,
rispettivamente) mentre hanno espresso signifieadiferenze per quanto riguarda le
molecole CGRP, SP, nNOS e TRPV1 (561£9%, 39+15%13%4, 62+10%, vs. 16+6%,
16+£11%, 6+1%, 45+24%, rispettivamente). | neuramsstivi lombari e sacrali hanno
inoltre mostrato una differente marcatura per I'(B4+19% e 48+16%, rispettivamente).
Presi insieme, questi dati indicano che le fibresgee che viaggiano lungo i nervi
lombari e sacrali giocano probabilmente ruoli dévenella trasmissione sensitiva
trigonale. Anche i dati relativi alle dimensioniréa) dei neuroni sensitivi destinati al
trigono hanno rinforzato questa ipotesi, poichéunoni lombari erano significativamente
pitl grandi di quelli sacrali (1,112 + 624n° vs. 716+421um?).

Introduzione

La vescica urinaria (UByrinary bladde) ha due funzioni principali: lo stoccaggio
dell'urina e la sua periodica e volontaria espuaksicircuiti neuronali interconnessi sono
coinvolti nel controllo della continenza e dellanzione:
1. Il tronco cerebrale, che integra le informazisensitive della vescica e ghput
emozionali a livello della materia grigia periacdutale del mesencefalo e il centro
pontino della minzione (nucleo di Barrington) (Helge, 2005; Birder et al., 2010; Drake
et al., 2010). Le vie discendenti controllano iNé# dei neuroni autonomi pre-gangliari
e dei neuroni del nucleo di Onuf, che, attravelsteivo pudendo attivano lo sfintere
uretrale esterno striato (Fowler et al., 2008).
2. |l sistema nervoso parasimpatico, che promuaveihzione attraverso l'attivazione
del nervo pelvico, stimolando la contrazione desomlo detrusore e il rilassamento dello
sfintere uretrale interno liscio.
3. Il sistema nervoso simpatico, che determinaildssamento del detrusore e la

contrazione del muscolo sfintere uretrale interscid.
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Inoltre, il sistema nervoso intramurale della veagbotrebbe giocare un ruolo
funzionale importante almeno in quelle specie inpcasenta ampia distribuzione, come
ad esempio nell'uomo (Gilpin et al., 1983), maidlekomy et al., 1990; Pidsudko, 2004;
osservazione personale Chiocchetti), gatto (Fdledr,d.979) e cavia (Crowe et al., 1986;
Gabella, 1990).

Le fibre nervose afferenti presentano un ampiaidistione nello spessore della
vescica, essendo stati identificate fibre sensdivielosso (Andersson, 2002) e all'interno
dell'urotelio (Gabella e Davis,1998; Birder e de&r 2007; Radziszewski et al., 2009),
intorno ai vasi sanguigni (Smet et al., 1997) eeuroni intramurali (Gillespie et al.,
2006). Sebbene i dettagli sui meccanismi sensrggcicali siano ancora scarsi, nuove
informazioni emergono di continuo al fine di computere il meccanismo sensitivo
coinvolto nella fisiologia e patologia della vesci@pplebaum et al., 1980; Keast e de
Groat, 1992; Fowler et al., 2008; de Groat e Yosinan2009; Wyndaele, 2010; Arms e
Vizzard, 2011). E noto che l'informazione sensitasirinseca trasporta informazione
nocicettiva (A4-, As-,C-fibre) e non-nocicettiva (#p-, e As-fibre) lungo le tre divisioni
sopra menzionate del sistema nervoso (Djouhri esbaw2004). In specie come il ratto,
il topo, il gatto, l'uvomo e il maiale, i neuroni nsttivi del'UB sono distribuiti
segmentalmente lungo i gangli spinali; secondoeltedatura disponibile, i neuroni
sensitivi dell'UB del ratto e del topo sono priradipente localizzati nei gangli T11-T13,
L1-L3 e L5-S1 (Applebaum et al., 1980; Nadelha®ath, 1984; Keast e de Groat, 1992;
Bennett et al., 1996; Yoshimura et al., 1996; @aH€encic e Mense, 1997; Nandigama
et al., 2010); i neuroni sensitivi del gatto sonoalizzati nei gangli L2-L7 e S1-S3
(Applebaum et al., 1980; Downie et al., 1984). Nelino i neuroni sensitivi sono
distribuiti nei gangli T11-L2 e S2-S4 (de Groat es¥iimura, 2009) mentre nella maiale
(studio riferito alla parte laterale destra dekaaica), i neuroni sono localizzati nei gangli
L3-L6, S3-S4 e Cal (Bossowska et al., 2009).

Tutti questi studi sono stati eseguiti iniettandactianti a trasporto retrogrado
nella vescica e sono stati progettati per iderréda maggior parte dei neuroni afferenti.
Nel presente studio consideriamo in particolar mkatea trigonaletfigonum vesicag
area dorsale triangolare delimitata dagli orifizeterico e uretrale e ricoperta da un
epitelio classicamente considerato di origine mesodtta (McGaedy et al., 2006) ma la

cui origine endodermica € stata suggerita di rec€hinaka et al, 2010). Il trigono
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urinario vesciale mostra aspetti particolari; itifasso € il sito nel quale la maggior parte
dei vasi e delle fibre nervose penetrano nellUx(ér et al., 2008; Birder et al., 2010)
e dove le fibre neuronali e i neuroni intramuraing piu concentrati (Andersson, 2002;
Pidsudko, 2004). E stato mostrato che il colloaleéiscica ha piu fibre sensitive di altre
regioni dell'UB nel gatto (Uemura et al., 1975)), ra¢to (Gabella e Davis, 1998) e anche
nel maiale (Larsen et al., 1978; Lakomy et al.,Q)9®9emura et al. (1973, 1975) hanno
dimostrato che la UBT del gatto contiene un nunemrcezionalmente alto di terminali
sensitivi che hanno origine nei nervi lombari splani e ipogastrico (principalmente
distribuiti nella sottomucosa) e nei nervi pel{iincipalmente distribuiti nel detrusore).
Le fibre sensitive distribuite nella sierosa didg@mbrano originare dai nervi splancnici
(Xu e Gebhart, 2008).

L'UBT rappresenta un sito elettivo per la prolifgome del cancro tanto in
medicina veterinaria (Wilson et al., 2007; SaukTieoff et al., 2008) quanto in medicina
umana (Shokeir, 2004). Durante gli interventi dnokione del cancro vescicale o
prostatico, I'area trigonale, densamente innergataisce un'ampia dissezione anatomica
che puo danneggiare o distruggere l'innervaziofexaafte ed efferente del trigono (e
dell'uretra). Questa situazione non solo puo akela sensazione uretrale negli uomini
(John et al., 2001) ma é anche alla base di digfonhaeurologiche come l'incontinenza.
E necessaria grande cura durante la rimozionergigaudei tessuti poiché una parziale
innervazione e, conseguentemente, la continenzariaipuo essere ristabilita pochi mesi
dopo la chirurgia se l'integrita dell'innervazidrigonale € preservata (John et al., 2001).

La neoplasia vescicale non €& frequente nel maiadenunque, i casi piu
frequentemente registrati coinvolgono animali gra@lieberle e Cohors, 1967; Nielsen
e Moulton, 1990). Il cancro o altre condizioni gatiche localizzate o invasive che
affliggono il trigono, come linflammazione (cig)t innescano sensazioni di dolore
eccitando i recettori delle fibre C edAHabler et al., 1990), che possono agire come vie
nocicettive e/o meccanocettive (Wyndaele, 2010).

La conoscenza dei circuiti delle fibre sensitivstoate alla vescica urinaria e
fondamentale per la chirurgia sperimentale e tertaqse in particolare, nel caso di lesione
del midollo spinale, la vescica e il muscolo uretraeesterno si contraggono
simultaneamente (dissinergia dello sfintere detejs@utzenberger et al., 2005).
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Il maiale inoltre, contrariamente agli animali giiccoli come ratti e gatti, ha il
vantaggio di presentare conformazione anatomicagioni e funzionalita del sistema
urinario simili a quello dell'uomo (Wen et al., IPDalmose et al., 2000) e rappresenta

quindi un modello sperimentale animale estremamaahdtto.

Materiali e metodi

Tutte le procedure descritte oltre sono state eseguaccordo con la direttiva
dell’European Comunities Councikel 24 novembre 1986 (86/609/EEC) e la legislazion
italiana riguardante gli animali da sperimentaziatggo approvazione da parte del
comitato etico scientifico per la sperimentazionglisanimali dell'universita di Parma
(Prot. Rif. 68/09). Sono stati compiuti tutti i tativi possibili per ridurre al minimo |l
numero degli animali utilizzati e la loro sofferanz

Cinque maiali maschi interi ottenuti dall'incroctelle razzeLarge white x
Landrace x Durodpeso medio: 34+3 Kg, intervallo 30-38 Kg) sonatishlimentati con
una dieta ad libitum per una settimana prima dgéeimento. Gli animali sono stai
sottoposti a digiuno per 24 ore prima del’'intergeahirurgico. La profilassi antibiotica
pre-operatoria € stata eseguita con ceftiofur sod{Maxcel, 5 mg/Kg i.m., Pfizer,
Sandwich Kent, UK). Gli animali sono stati sedatincazaperone (4-10 mg/10Kg;
Stresnil, Janssen Cilag, Cologno Monzese, Itakgtamina (150 mg/10Kg; Ketavet 100,
Intervet Italia, Aprilia, Italy) somministrati peta intramuscolare. Dopo il decubito e la
cateterizzazione venoseaefia auricularis lateralisl'anestesia e stata indotta attraverso
la somministrazione di propofol (2-6 mg/Kg i.v.; jdaovet, Schering Plough, Segrate,
Italy) e mantenuta con isofluorano 1,5-2% in 100%ssigeno distribuito da un circuito
aperto attraverso un tubo orotracheale cuffiatoiNMag profilassi post-operatoria € stata
eseguita per 5 giorni dopo lintervento, con toifed (2 mg/Kg; Vetoquinol, Magny-
Vernois, Lure Cedex, France) per I'effetto antianimatorio e buprenorphine (10 mg/kg
I.m.; Temgesicl, Schering Plough, Segrate, Itabr) gmrantire 'analgesia.

| maiali sono stati posizionati sul tavolo operaion decubito dorsale, la pulizia
del campo operatorio e stata eseguita utilizzandtadine e alcool isopropilico.
L'intervento di laparotomia €& stato effettuato amma incisione post-ombelicale sulla
linea alba lunga 10-12 cm. Una volta esposta laigpe dorsale della vescica, sono stati

iniettati, per mezzo di una micro-siringa in veltamilton da 1Qul, 50 ul di tracciante
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fluorescente a trasporto retrogrado Fast Blue (&&)ma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Germany; soluzione acquosa al 2%) in 5 siti dgbtib vescicale. Le iniezioni sono state
eseguite al centro dell'area trigonale e vicina gllunzione di ciascun uretere con la
vescica; i siti di iniezione erano facilmente indivabili per la presenza del colore giallo
lasciato dal deposito del tracciante al di sottbadgierosa. Una esecuzione attenta e
scrupolosa di questa fase della procedura é impterfzer evitare qualunque fuoriuscita
del tracciante dai siti di iniezione. Dopo averosionato correttamente i visceri in
addome, questo € stato chiuso con una suturatieatre strati. Il ricovero e il periodo
post-operatorio sono stati privi di eventi sigratiei. Due settimane dopo la chirurgia, i
maiali sono stati profondamente sedati ed anez#dtie sottoposti ad eutanasia per
somministrazione intravenosa di embutramide, mel@om iodide e tetracaine

idrocloride (Tanax, Intervet, Italy; 0,3 ml/Kg).

Preparazione del tessuto

Immediatamente dopo la soppressione dellanimalestaia eseguita una
laminectomia al fine di esporre e prelevare il Mimepinale da T11 a Ca2. Questa
procedura e stata eseguita con particolare atteapier evitare di tagliare le radici spinali
che assicurano il riconoscimento dei diversi segnteh midollo spinale e dei DRG cosi
da consentire il loro riconoscimento durante il peonamento. Un altro importante punto
di repere utilizzato e stato il riconoscimento détiimo nervo spinale toracico localizzato
caudalmente alla XIV costa.

Midollo e gangli sono stati fissati per 12 ore argformaldeide al 4% in tampone
fosfato (0,1M, pH 7,2) a 4°C. | tessuti sono Staseguito risciacquativernightin PBS
(0,25M NaCl in 0,01M di tampone sodio fosfato, pt2)7e stoccati a 4°C in PBS
contenente saccarosio (30%) e sodio azide (0,1%)orno seguente i campioni sono
stati trasferiti in una soluzione di PBS-Saccargszade eOptimal Cutting Temperature
(OCT) (Sakura Finetek Europe, Alphen an den Rijre Wetherlands) in rapporto 1:1 per
altre 24 ore prima di essere immersi in OCT al 10@%vaschette di plastica per
congelamento (Cryomold, Sakura Finetek Europe)edsuti sono stati congelati
utilizzando 2-metil-butano (isopentano) raffreddato azoto liquido. Criosezioni

longitudinali seriate di tutti i gangli di ambo atl (16 um di spessore), ottenute al
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criostato, sono state montate su vetrini gelatatizz_e sezioni ottenute, prive di
coprioggetto, sono state immediatamente esamihateBscopio a fluorescenza al fine
di identificare i neuroni con il citoplasma marcatal FB; successivamente sono state

stoccate a -80°C in attesa delle successive afidiss|, IB4 e IHC).

Immunoistochimica

Utilizzando la metodica di immunofluorescenza iatta si € eseguito uno studio
di doppia marcatura. Grazie ai risultati di studiliminari sulla stessa specie, si € deciso
di utilizzare nella pre-incubazione e in tutte tdugioni anticorpali, per abbattere il
backgroundcolorazione di fondo) siero normale al 20% otterdsdlla specie animale da
cui proveniva I'anticorpo secondario.
| tessuti sono stati pre-incubati in siero norn&l20% in PBS, per 1 ora, a temperatura
ambiente foom temperatureRT). Le sezioni sono state quindi incubatesrnightin
camera umida a RT in una miscela di due anticarpiagri elencati nella Tabella 1.
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Tab. 1. Anticorpi primari e IB4 usati in questo studio

Abbreviazioni: CGRP, peptide correlato al genealedlicitonina; IB4, isolectina B4, glicoproteinaigdata
dalla pianta Griffonia simplicifolia; NF200, neuilaimento ad alto peso molecolare (200 KDa); nNOS,
ossido nitrico sintasi neuronale; SP, sostanzaRPWV1, transient receptor potential vanilloid; ¥R1,
recettore per la capsaicina

i Specie Codice Diluizio .
Antisiero Immunogeno . ' Fornitore
Ospite Siero ne
CGRP - ) . .
CGRP-KLH (ratto) Coniglig C8198 1:6000| Sigma-Aldrich
neurofilamento 200 da midollp - N4142 . . .
NF200kDa spinale di bovino Coniglio #125K4814 1:200 Sigma-Aldrich

Ossido nitric sintasi neuronal

nNOS ; eConiglio AB5380 1:3000 Chemicon
recombinante umana
ANOS aminoacidi 2-300 da NOS1 Topo (A-11) 1:50 Santa Cruz
umano sc-5302

peptide sintetico (1414-1434
(CRSESIAFIEESKKDTDEVF SA-227
nNOS SS) di NOS1di cervello umanpConiglio 1:200 Biomol

: . ‘ #T4254
con aggiunto N-terminale Cy$
coniugato a KLH

10-S15A
SP Sostanza-P-BSA Rattd Clone 1:500 Fitzgerald
MO9205
Batch 115
Sostanza P Sintetica
(RPKPQQFFGLM-NH2) 20064
SP accoppiata a KLH con Coniglio 4313003 1:200 ImmunoStar
carbodiimide.
Peptide di 21 aminoacidi
corrispondente al C-terminalg
TRPV1 della proteina de_l recettore Coniglio AB5370 1:500 _Mill_ipore,
della capsaicina Billerica, MA
(TGSLKPEDAEVFK
DSMVPGEK)
Peptide (CEDAEVFK
DSMVPGEK) corrispondentg .- . Alomone,
TRPVL al residuo 824-838 del recettd rgomgho ACC-030 1:200 Jerusalem, Isragl
TRPV1 di ratto
Peptide sintetico, sequenza
aminoacidica Santa Cruz
VR1 (P-19)| (PHIFTTRSRTRLFGKGDSE( Capra Sc12498 1:50| Biotechnology,
C)(38-57) dell’N-terminale de CA

TRPV1 di ratto

Lectina daBandeiraea
B4 simplicifolia (Griffonia
simplicifolia) Isolectins B4
(BSI-B4), biotina coniugata

L2140 1:100 Sigma-Aldrich
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In seguito a lavaggio in PBS (3x10 minuti), i tedgssono stati incubati per un ora
a RT in camera umida in una miscela di due anticegzondari (Tabella 2). Le
criosezioni sono state quindi lavate in PBS (3x1@uti) e montati su vetrini gelatinizzati

con il bufferglicerolo, pH 8,6.

Tab. 2. Anticorpi secondari usati in questo studio

Abbreviazioni: FITC, isotiocianato fluorescina; TIRZ, isotiocianato tetrametibdamina

Anticorpi Diluizione Fornitore
Goat anti-mouse IgG Alexa 594 1:200 Molecular Psobe
Goat anti-mouse IgG 488 1:100 Biotium
Goat anti-rabbit IgG FITC 1:200 Calbiochem-Novalbiem
Goat anti-rabbit Alexa 594 1:100 Molecular Probes
Donkey anti-rat IgG Alexa 594 1:50 Molecular Probes
Streptavidin Texas Red-conjugated (SA-5006) 1:100 Vector Laboratories
#v0422
Streptavidin FIuoriflc(;eH-:;:onjugated (SA-5001) 1:100 Vector Laboratories

IB4 e colorazione immunoistochimica

Le criosezioni selezionate sono state reidrataté peinuti in PBS. Visto che in
questi esperimenti sono stati utilizzati i reagédi (coniugata con la biotina) e i reagenti
coniugati con la streptavidina, al fine di evitdrackgrounddovuto alla presenza di
avidina endogena, si e utilizzato Wit idoneo a inibire questo tipo di reazioni
(Avidin/Biotin Blocking Kit). Le sezioni sono statecubate per 20 minuti in una
soluzione di avidina, lavate per 5 minuti in PB8pwamente incubate per 20 minuti in
una soluzione di biotina (Avidin/Biotin Blockin Kitcat. no. SP-2001, Vector,
Burlingame, CA), lavate per 5 minuti in PBS e quiadciateovernightin camera umida
in una soluzione di IB4 in PBS. Il giorno segueni@yo lavaggio con PBS (3x10 minuti),
| tessuti sono stati incubati per 30 minuti a RTamera umida in streptavidina coniugata
conTexas Red isotiocianato di fluoresceina (FITC); in seguitessuti sono stati lavati
in PBS (3x10 minuti) e processati per le reazionH€, come descritto sopra.

Le reazioni di marcatura con IB4 e di immunoistotica sono state eseguite

utilizzando i tessuti provenienti da almeno tregeit); per ogni animale sono stati valutati
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e registrati almeno 100 neuroni per ogni marcatitezzato, in ogni combinazione di
doppia marcatura.

Per determinare le proporzioni di ogni popolazinaearonale (CGRP, SP, nNOS, NF200,
TRPV1 e IB4) in confronto alla popolazione neurenghngliare totale, le sezioni a
singola marcatura con ogni marcatore neuronaleagtudono state contro-colorate con
una soluzione di Nissl verde fluorescente (Neuro@ra00/525green fluorescent Nissl
stain N21480, Molecular Probes, Eugene, OR). Differamade proporzioni di singoli
marcatori a differenti livelli dei DRG (L4-L6 e S24) sono state valutate attraverso |l
test Chi-quadro. Un valore di P < 0,05 é stato iclamato significativo.

Le criosezioni contenenti neuroni FB-marcati soiabesprocessate con la tecnica
dell'immunofluorescenza indiretta, con singola @pi@a marcatura, come gia descritto in
precedenza. Il test Chi-quadro é stato applicatadeatificare differenze neurochimiche
tra i neuroni FB-marcati localizzati nei gangli Ibari e sacrali. Il livello di significativita
e stato posto a P < 0,05.

Le preparazioni sono state esaminate con un migpascZeiss Axioplan
(Axioplan epifluorescence microscope, Carl Zeidsei®ochen, Germany) fornito di filtri
per la luce ultravioletta (360 nm), per i fluoraf&iTC e Alexa 488 (filtro di eccitazione
450-490 nm; filtro di emissione 515-565nm) e Alex84 e Texas Red (filtro di
eccitazione 530-585 nm; filtro di emissione 575-61%).

Le immagini sono state registrate con una fotocardegitale Polaroid DMC (Polaroid,

Cambridge, CA) e software DMC 2. Leggere correz@mincontrasto e alla luminosita
sono state effettuate usando Adobe (San Jose, Gdtpshop CS, e le immagini sono
state preparate usando Corel Draw (Mountain Viettgua, Canada).

Il software KS300 Zeiss (Kontron, Elektronik, Gemyga e stato utilizzato per
I'analisi morfometrica dei neuroni FB-marcati; sa@t&ti considerati i corpi neuronali con
nucleo evidente (vedi di seguito). Le aree dei oeuUfB-marcati dei gangli lombari (L4-
L6) e sacrali (S2-S4) sono state misurate tracoaménualmente il perimetro dei
neuroni. L'analisi statistica e stata eseguitarpezzo del test di ANOVAne-wayin
combinazione copost-testli Tukey. Tutte le analisi sono state eseguite dsaaoftware
commerciali (Analyse-it, version 2.03, Analyse-tfvare, Leeds, UK).

Il test ANOVA one-waye stato utilizzato per controllare la variabilita le aree

dei neuroni dello stesso livello (gangli lombarsacrali) in ogni singolo animale e tra
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animali differenti. Lo stesso test & stato utiltozaer rilevare variazioni tra i gangli
lombari e sacrali differenti in ogni animale. Irditutti i dati dei gangli spinali lombari e
sacrali sono stati sommati e analizzati statistexate con il test ANOVAone-way |l

livello di significativita e stato posto a P < 0,05

Caratterizzazione e specificita degli anticorpi

La specificita degli anticorpi anti-CGRP (Sigma-Adth, St. Louis, MO), anti-
NNOS (Chemicon/Millipore, Temecula, CA), anti-NF2@gma-Aldrich) e anti-TRPV-
1(Rabbit anti-TRPV-1; Millipore, Billerica, MA) étata testata con analisi Western blot.

L'anticorpo prodotto in coniglio contro il TRPV-M({llipore), che riconosce il C-
terminale del recettore, e stato utilizzato da abeeal. (2008) su gangli spinali di maiale.
Noi abbiamo testato un altro anticorpo prodotto gmliglio (Alomone, Gerusalemme,
Israele) la cui specificita sui tessuti di maialetata testata da Bratz et al. (2008). Per
consentire gli esperimenti di co-localizzazione gbmltri anticorpi prodotti nel coniglio
(anti-CGRP, anti-NF200) abbiamo inoltre utilizzdtanticorpo anti-VR-1 (vanilloid
receptor 1, P-19 sc-12498, Santa Cruz Biotecnol®ggta Cruz, CA) ottenuto dalla capra
che riconosce I'N-terminale del recettore e ch&ato secentemente testato con analisi
Western blot da Pereira et al. (2010) su coltulallee di neuroni di DRG di maiale. |
data sheetlei produttori di tutti gli anticorpi anti-TRPV4ifhdicano che gli anticorpi sono
specifici solo per neuroni dei gangli spinali dditori (topo e ratto) e di uomo. Di
conseguenza, abbiamo preventivamente testatodaparcificita su criosezioni di DRG
toraco-lombari di ratto e lombo-sacrali di suincgamdo un protocollo di doppia
marcatura. Sulle criosezioni di DRG di ratto entipagli anticorpi anti-TRPV-1 prodotti
in coniglio (Millipore e Alomone) e l'anticorpo antR-1 prodotto in capra hanno
mostrato piena co-localizzazione in tutti i neurartie apparivano fortemente marcati,
fornendo valore addizionale alla specificita di titugli anticorpi anti-VR-1.
Sfortunatamente non e stato possibile utilizzarerdtocollo presente nella recente
letteratura di Pereira et al., 2010, dato cheitarpo anti-VR-1 prodotto dalla capra
(Santa Cruz Biotecnology) in questa ricerca noniwscito a fornire nessuna
immunoreattivita sui tessuti di maiale. Entrambi agiticorpi anti-TRPV-1 prodotti in
coniglio (Millipore) hanno consentito una ottimarmmnolocalizzazione dei neuroni dei

gangli spinali ma non sono riusciti a marcare imteazioni sensitive del midollo spinale.
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Si ritiene utile sottolineare che l'immunomarcatateenuta con entrambi gli anticorpi
anti-TRPV-1 prodotti in coniglio e stata possitst#do dopo I'aggiunta di albumina sierica
bovina (BSA; 1%) alle soluzioni di anticorpi prinna secondari. Inoltre si ritiene
necessario evidenziare che, senza l'aggiunta di ESAemente raccomandata dal
fornitore Alomone), entrambi questi anticorpi hanegonsentito una buonissima
immunolocalizzazione soltanto su criosezioni di D&@vello di L6.

E’ stato possibile utilizzare solo gli anticorpitafRPV-1 prodotti in coniglio (Alomone

e Millipore). La doppia marcatura di TRPV-1 con C&R NF200 non e stata eseguita a
causa dell'incompatibilita delle specie in cui eratati prodotti gli antisieri.

L'anticorpo policlonale anti-nNOS ottenuto dal @diui e stato inoltre testato con
un protocollo di doppia marcatura insieme all’aotpgp monoclonale prodotto in topo
ottenuto contro gli aminoacidi 2-300 di nNOS umandue anticorpi hanno mostrato
corrispondente marcatura nelle fibore e nei pirenpflmornendo ulteriore valore alla
specificita dell'anticorpo anti-nNOS. L'anticorpatianNOS prodotto in topo e stato
anche testato usando un protocollo di doppia mar@a&bn un altro anticorpo policlonale
prodotto nel coniglio ottenuto contro un peptidentetico corrispondente agli
amminoacidi 1414-1434 di nNOS di encefalo umanaifiil, Plymouth Meeting, PA).
Questi test indicano che i tre anticorpi anti nN@8enuti contro differenti porzioni
dell'antigene, riconoscono gli stessi corpi celiub@uronali e le stesse fibre.

La specificita dell'anticorpo monoclonale anti-SFstata testata dal fornitore
(Fitzgerald, Concord, MA), il quale non ha ripoatatlcunacrossreattivita rinvenibile
con Leu- o Met-encefalina, somatostatina o betadimi. Questo antisiero € stato
inoltre testato usando un protocollo di doppia cE#@ne con un altro antisiercabbit
anti-SP, 20064, Immunostar, Hudson, WI) diretto tamna sostanza P sintetica
(RPKPQQFFGLM) accoppiato a KLH con carbodiimidemonoStar ha valutato il suo
anticorpo anti-SP con test di assorbimento; quasttcorpo noncrossreagisce con
neurochinina A, neurochinina B, somatostatina eropeptide K. | due anticorpi
(Fitzgerald e ImmunoStar) sono stati totalmentdéocalizzati. Inoltre, la sequenza di SP
e molto ben conservata tra le specie di Mammifewdiate (Holmgren e Jensen, 2001),
con una identica sequenza di amminoacidi in aldd@ammiferi come per la cavia, il
bovino e il cavallo (RPKPQQFFGLM).
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Western blotting

| campioni di gangli spinali di maiale sono statieolti, congelati in azoto liquido
e stoccati a -80°C. In seguito, per l'analisi dpleteine i tessuti sono stati scongelati e
omogeneizzati direttamente in una soluzione didaiecil solfato di sodio (SDS) (Tris-
HCI 62,5 mM, pH 6,8; SDS 2%, 5% glicerolo) con M di fenilmetilsulfonilfluoride
(PMSF). Il contenuto proteico dei lisati cellularstato determinato con &mnotein Assay
Kit (TP0O300, Sigma-Aldrich). Le diverse aliquote, @r@nti 10ugr di proteine, sono
state separate su NuPage 4-12% bis-Tris Gel (Qibdtrogen, Paisley, UK) per 50
minuti a 200 V. Le proteine sono state successinéeneasferite elettroforeticamente su
una membrana di nitrocellulosa. Le macchie sone sa&ate in PBS e in trasferimento
proteico é stato controllato colorando le membrdimétrocellulosa con Rosso di Ponceau
al 2%. Dopo aver bloccato il trattamento, le membrsono state incubate a 4°C durante
la notte con i rispettivi anticorpi ibuffer Tris saline-T20 (TBS-T20: 20 mM Tris-HCI,
pH 7,4, 500 mM NacCl, 0,1% T-20); anticorpo policha prodotto in coniglio anti-
aCGRP (Sigma-Aldrich, 1:7.000); anticorpo monoclenptodotto in topo anti-nNOS
(Santa Cruz Biotecnology,1:500); anticorpo poli@tenprodotto in coniglio anti-NF200
(Sigma-Aldrich, 1:2.000); e anticorpo policlonalatiaflRPV-1 prodotto in coniglio
(Millipore, 1:2.000). Dopo diversi lavaggi con P29, le membrane sono state incubate
con anticorpo secondario coniugato con la biotisaasessivamente con una diluizione
1:1.000 di un anticorpo anti biotiterse-radish peroxidase (HRP)-linked

Le bande del Western sono state sviluppate usando sub-strato
chemiluminescente (Super Signal West Pico Chemnasuent Substrate, Pierce
Biotecnology, Rockford, IL) secondo le istruziomil ¢ghroduttore. L'intensita del segnale
luminescente delle bande risultanti e stato vadutah un Fluor-STM Multimager usando
il software Quantity One (Bio-Rad, Hercules, CAanalisi delle bande del Western ha
confermato la specificita degli anticorpi primatiliazati nel presente studio. La banda
prodotta dall’anticorpo anti-nNOS ha un peso mdereodi approssimativo di 160 KDa
(peso molecolare teorico 160 KDa; Fig. 1). La bapéa I'anticorpo anti-CGRP ha
mostrato un peso molecolare approssimativo di 14 iKBe corrisponde alla sequenza
completa di pre-pro-peptide (peso molecolare teorledd KDa; Fig. 1). L'analisi
dell’anticorpo anti-NF200 ha prodotto una doppiadsmche mostrava pesi molecolari di

190 e 210 KDa (Fig. 1); questo risultato e coereote la presenza di diverse isoforme
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fosforilate gia dimostrate da Petzold (2005). Umndelle bande Western per il TRPV-
1 ha determinato una sola banda di peso molecpkmiea 95 KDa (peso molecolare
teorico 95 KDa; Fig. 1).

Fig. 1. Immunomarcatura Western Blot di NNOS, CGRP, NFRO®RV-1 nel tessuto del ganglio spinale
nel suino. Il numero sulla sinistra di ogni colonndica il peso molecolare. La piu bassa delle lolrede
della colonna del CGRP, di circa 14 KDa, corrisppiadla sequenza completa del pre-pro-peptide (peso
molecolare teorico 14 KDa), mentre la banda superidi circa 40 KDa corrisponde alla coloraziona no
specifica dovuta all'anticorpo secondario. Le daade della colonna dell'lFN200 corrispondono alle
isoforme fosforilate 190-KDa e 210-KDa della pratei questo &€ compatibile con la presenza di varie
isoforme fosforilate come riportato da Petzold &00Le immagini delle diverse bande sono state

leggermente corrette nella luminosita e contrastdgrnire un sfondo uniforme.

160 —— 210 e
190 '

95 w—

14

nNOS CGRP  NF-200 TRPV1

Specificita degli anticorpi secondari
La specificita degli anticorpi secondari & stattutzda applicandoli sul tessuto
senza la presenza degli anticorpi primari. In segali’'omissione degli anticorpi primari

non vi sono state marcature di fibre e pirenofori.
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Nei protocolli di doppia marcatura sono stati eseganche esperimenti di
controllo per verificare I'eventuale presenza djdmi non specifici degli anticorpi
secondari con gli anticorpi primari, omettendo amipi gli anticorpi primari. Per
escludere eventuatirossreattivita tra gli anticorpi primari e secondarieseseguito un
ulteriore esperimento incubando il tessuto con ahtecorpi primari seguiti da un solo
anticorpo secondario. Infine é stata eseguita éasst procedura incubando ciascun
anticorpo primario con I'anticorpo secondario appaio, per assicurare cheatterndi
marcatura per ogni anticorpo nelle sezioni doppramenarcate fosse in accordo con
quello osservato nelle sezioni a singola marcatNoam € stata trovata prova di legami

aspecifici.

Specificita dell'lB4

La determinazione della specificita per la colovagi IB4 e stata eseguita pre-
incubando la lectina biotinilata in una soluzionk B di D-galattosio (Sigma-Aldrich) e
N-acetilgalattosamina (Sigma-Aldrich). Tutte le gedure hanno eliminato reazioni

specifiche della lectina.

Analisi quantitativa

Il numero dei neuroni dei gangli spinali marcati @ e stato calcolato contando,
nelle sezioni, soltanto le cellule nelle quali ei@noscibile il nucleo. Il numero dei
neuroni FB-marcati e stato calcolato applicando ftamula di Abercrombie
(Abercrombie, 1946; Guillery, 2002); il fattore ebrrezione utilizza il rapporto T/T +h,
dove T = spessore della sezione (@) e h = diametro medio dei nuclei delle cellule
FB-marcate; a tal fine € stato misurato il diametredio (14+2um) dei nuclei di 100
neuroni considerando, nelle criosezioni colorate itdleuroTrace, soltanto i nuclei nei
quali era visibile il nucleolo. Il fattore di com@ne era 0,53, il che significa che il numero

delle cellule FB contate doveva essere moltipliqeo0,53.
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Risultati
Immunoistochimica sui gangli spinali

| neuroni CGRP-IR erano rispettivamente il 30+3%9%3% della popolazione
neuronale totale dei gangli lombari e sacrali, meent neuroni SP-IR erano
rispettivamente il 26x8% e 27+12% (Fig. 3c, D)elnoni nNOS-IR sono stati il 21+4%
nei neuroni lombari e il 26£7% nei neuroni sactgig. 3e, F). | neuroni NF200-IR erano
il 75+14% dei neuroni lombari e I'81+7% di quellirali (Fig. 3g, H). | neuroni TRPV1-
IR erano il 48+13% nei gangli lombari e il 43£6%duoelli sacrali (Fig. 3i, J). Vale la
pena notare che alcune cellule gliari (anficitinha mostrato TRPV1-IR (dato non
mostrato), come gia osservato nelle cellule garatto (Doly et al., 2004).
La marcatura IB4 era presente nel 56£6% dei nedamnbari e nel 43£10% di quelli
sacrali (Fig. 3k, N). | vasi del midollo spinalegst come i gangli, hanno mostrato alta
affinita per IB4 come precedentemente dimostrathwaet al. (1999) nel maiale e da
Lorenzo et al. (2008) nel ratto (neonato). | datigriassunti nella Tabella 3.

Tab. 3. Percentuali dei marcatori neuronali NEi neuroni giengli spinali lombari e sacrali di maiale
NeuroTrace (NT) & stato utilizzato come marcataaa-peuronale. | dati sono espressi come media +
deviazione standard. Il numero di cellule contaitedécato in parentesi. Le conte sono state eseguitre
animali.

Abbreviazioni: CGRP, peptide correlato al genealedlicitonina; IB4, isolectina B4, glicoproteinaigdata
dalla piantaGriffonia simplicifolig NF200, neurofilamento ad alto peso molecolar® (RDa); nNOS,

ossido nitrico sintasi neuronale; SP, sostanzaRPVIF1,transient receptor potential vanilloid 1

Marcatori L4-L6 S2-S4
CGRP/NT 30+3% (189/614) 29+3% (169/567)
IB4/NT 56+6% (300/542) 43+10% (240/556)
NF200/NT 75+14% (468/638) 81+7% (553/680)
NNOS/NT 21+4% (331/1558) 26+7% (194/682)
SPINT 26+8% (195/765) 27+12% (157/552)
TRPV-1/NT 48+13% (972/2220) 43+6% (182/429)
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CGRP-IR

Fig. 2. A-N.Immunoreattivita a CGRP, SP, nNOS, NF200 e TRRM1iarcatura IB4 nei DRG suini, dove

i neuroni sono stati colorati con NeuroTrace (A-M)B: la stella indica un neurone che era CGRPBR (
C,D: le frecce indicano i neuroni SP-IR (D), charer generalmente piu piccoli delle cellule SP riegat
(stella). E,F: le frecce indicano tre neuroni nNIBS#). G,H: le frecce indicano due grandi neurcimg
presentano NF200-immunoreattivita (H); le stelldiéano neuroni pit piccoli che erano NF200 negativi
(H). 1,J le tre frecce grandi indicano neuroni TRPNR di grande taglia; le frecce piccole indicari®PV-
1-immunoreattivita in piccoli neuroni. K,L: le free indicano due neuroni che mostravano marcatuta 1B
intensa (L); le stelle indicano neuroni che nomermarcati IB4 (LJ). M,N: le frecce indicano dueireni
fortemente marcati IB4, mentre le stelle indicane deuroni IB4 negativi. Scale bar = o in A-D, M-

N; 100pm in E-J, K-L.
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Co-localizzazioni

Quasi tutti i neuroni SP-IR hanno co-espresso CGRPR: livello lombare
(99+1%) e sacrale (98+£2%), mentre 1'86:10% dei o@UCGRP-IR lombari e '85+1%
di quelli sacrali erano anche SP-IR (Fig. 3A, B).

| neuroni SP-IR hanno inoltre espresso nNOS-IRpétisvamente il 56£8% dei
neuroni sensitivi lombari e 64+£12% di quelli sagrahentre i neuroni NNOS-IR che co-
esprimevano SP-IR sono stati il 53£7% nei DRG lombd 59+6% in quelli sacrali.

| neuroni SP-IR hanno ampiamente co-espresso NFRJ{@3+10% nei DRG
lombari e 73+x8% in quelli sacrali) mentre un numarmore di cellule NF200-IR ha
mostrato SP-IR (24+£4% nei DRG lombari e il 22+7%uelli sacrali) (Fig. 3C, D).

| neuroni CGRP-IR lombari e sacrali hanno inoltreegentato nNOS-IR
(rispettivamente il 64+13% e il 73+10%; Fig. 3E, R)lo stesso modo, i neuroni NNOS-
IR hanno co-espresso CGRP-IR (66+13% nei DRG lon&aB8+17% nei DRG sacrali).

La marcatura IB4 € stata co-espressa dalla maggiardei neuroni NnNOS-IR
(96+5% nei DRG lombari e 97+3% in quelli sacradgguita dai neuroni SP-IR (75+16%
nei DRG lombari e 83£15% in quelli sacrali; Figc3H), dai neuroni CGRP-IR (65+17%
nei DRG lombari e 70+x16% in quelli sacrali; Fig.l,3J), e dalle cellule NF200-IR
(50+£16% nei DRG lombari e 47£10% in quelli sactalija i neuroni marcati 1B4, la
maggior parte delle cellule ha espresso NF200-k&htrambi i livelli (lombari e sacrali),
rispettivamente il 93x7% e il 92+6%, sequiti dalla-espressione di un fenotipo
peptidergico. Infatti, il 72+20% delle cellule satmarcate 1B4 lombari e il 59£20% di
quelle lombarii hanno co-espresso anche il CGRRHIg. 3 I, J), mentre le cellule
marcate IB4 co-localizzate con la SP-IR sono stapettivamente il 52+3% e il 53+16%
nei DRG lombari e sacrali,. | neuroni marcati IBfedanno espresso anche nNOS-IR
sono stati il 36x5% nei DRG lombari e il 36:8% inetji sacrali.
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Fig. 3. A-J: Studi di co-localizzazione che mostrano imongattivita a CGRP, SP, nNOS e NF200 e
marcatura IB4 nei DRG lombosacrali suini. A, Bstelle indicano neuroni CGRP-IR (A) che erano anche
SP-IR (B), mentre la stella indica un neurone Sgatieo CGRP-IR. C, D: le stelle indicano due grandi
corpi NF200-IR © che erano SP negativi (D); la iedndica un neurone NF200-IR tenue coesprimente
forte SP-immunoreattivita. E, F: le stelle indicameuroni coesprimenti nNOS- (E) e CGRP-
immunoreattivita (F), mentre le stelle indicano moei che erano CGRP-IR ma nNOS negativi. G-J: le
stelle indicano neuroni che presentano marcatuda(@®l) e SP (H) e CGRP-immunoreattivita (J); due

frecce indicano neuroni marcati IB4 (G) che eraRon8gativi. scale bar = 50n in A-J.

| neuroni TRPV1-IR lombari e sacrali che hanno espo SP-IR sono stati
rispettivamente il 30+8% e il 26£2%, mentre i neurBP-IR che hanno espresso TRPV1-

IR sono stati rispettivamente il 47+11% e il 60£16%g. 4 A, B).
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Fig. 4. Studi di co-localizzazione che mostrano immundigtt a TRPV-1, SP e nNOS e marcatura 1B4
nei DRG lombo-sacrali suini. A, B: le stelle indimadue neuroni SP-IR che erano TRPV-1 negativi; le
stelle grandi indicano due neuroni TRPV1-IR chener8P negativi. Le piccole doppie frecce indicano u
piccolo neurone che co-esprimeva SP- e TRPV-1-inuraattivita. C, D: le frecce indicano due neuroni
TRPV1-IR co-esprimenti nNOS-immunoreattivita; leellt indicano neuroni TRPV-1 negativi che
mostrano NNOS-immunoreattivitad. E, F: le stelle ra® neuroni TRPV1-IR che erano marcati 1B4; le

stelle indicano neuroni TRPV1-IR che erano IB4 tiegeScale bar = 5am in A-F.

| neuroni sensitivi TRPV1-IR lombari e sacrali dienno co-espresso nNOS-IR
sono stati il 40+19% e il 31£12%, rispettivamembentre i neuroni NNOS-IR che hanno
co-espresso TRPV1-IR sono stati il 62£9% e il 78] ispettivamente (Fig. 4 C,D).
Tra i neuroni dei DRG lombari e sacrali TRPV1-IRteapercentuali di cellule
(rispettivamente il 36x12% e il 49+18%,) erano oodlizzate con I'IB4; al contrario la
maggior parte (95+4% dei lombari e 89+10% dei dgatai neuroni marcati IB4 hanno
co-espresso TRPV1-IR (Fig. 4 E,F).

| dati sono riassunti nella tabella 4.
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Tab. 4. Co-localizzazione (percentuale) dei marcatorimaiuroni di ganglio spinale lombare (L4-L6) e

sacrale (S2-S4) di maiale

| dati sono espressi come media + deviazione stdndarcento. Il numero di cellule contate € treeptesi.

Le conte sono state tutte eseguite su tre animal)(

Abbreviazioni: CGRP, peptide correlato al genealedlicitonina; IB4, isolectina B4, glicoproteinaigata

dalla piantaGriffonia simplicifolig NF200, neurofilamento ad alto peso molecolar® (RDa); nNOS,

ossido nitrico sintasi neuronale; SP, sostanzaRBVF1,transient receptor potential vanilloid; ht, non

testato
SP nNOS NF200 1B4 TRPV-1
CGRP L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4
86+10% | 85%1% | 64+13% | 73+10% nt nt 65+17% | 70+16% nt nt
(528/656) | (525/623) | (385/562) | (367/487) (398/657) |  (223/337)
CGRP nNOS NF200 1B4 TRPV-1
sp L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4
99+1% 98+2% | 56+8% | 64+12% | 73+10% | 73+8% | 75+16% | 83+15%| 47+11 60+16
(437/441) | (383/397) | (198/365) | (311/509) | (348/449) | (317/405)| (343/472) | (274/334) | (149/319)| (195/324)
CGRP SP NF200 1B4 TRPV-1
nNOS L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4
66+13% | 53+17%| 53+7% 59+6% nt nt 96+5% 97+3% 6249 78+12
(408/583) | (289/481) | (214/414) | (305/517) (559/582) | (333/344) | (202/329)| (257/344)
CGRP SP nNOS 1B4 TRPV-1
NF200 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4
nt nt 24+4% 22+7% nt nt 50+16% | 47+10% nt nt
(153/636) | (236/868) (176/342) | (178/371)
CGRP SP nNOS NF200 TRPV-1
IB4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4
72+20% | 59+20% | 52+3% | 53+16% | 36+5% | 36+8% | 93+7% 92+6% 95+4 89+10
(385/515) | (193/321) | (279/530) | (174/336) | (259/708) | (186/496)| (317/341) | (351/380) | (292/305)| (231/379)
CGRP SP nNOS NF200 1B4
TRPV-| L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-S4 L4-L5 S2-Sp L3- S2-S4
1 Nt Nt 308 | 26:2 | 40+19 | 31x12 | t 3612 | 4918
(97/330) | (81/314) | (221/499) | (139/453) (131/366) | (141/310)

Midollo spinale

Per determinare la laminazione del midollo spinaldyiamo impiegato il metodo

di doppia colorazione NeuroTrace/SP e CGRP (FA). §u sezioni vicine a quelle in cui

avevamo impiegato i marcatori neuronali. Il Neuad& (NT) sembra essere il marcatore

piu affidabile (Lorenzo et al., 2008). | risultaiitenuti sono stati comparati con le

descrizioni della laminazione del midollo spinalei drandi Mammiferi (Barone e
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Bortolami, 2004). Nella lamina | erano presenti lgoe piccoli neuroni fusiformi,

orientati parallelamente alla superficie convesshabrno dorsale (Fig. 5 A). Nelle
lamine Il e Il era osservabile una popolazione gamea di piccoli neuroni, con 'asse
maggiore orientato parallelamente all'asse maggiereorno dorsale. Nella lamina IV
erano presenti neuroni di dimensioni eterogeneenal cellule erano grandi e di forma
irregolare (Fig. 5 A). Quindi, mentre e stato pagife riconoscere il limite tra la lamina

[l e la lamina IV, é stato piu difficile distingueil limite le lamine Il e III.
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nNOS-IR

nNOS-IR

Fig. 5. A-L: Studi di co-localizzazione che mostrano immunttigta nel corno dorsale di L5 (D, J) e nei
segmenti S2-S3 di midollo spinale (A, G) a: SP, ®GRNOS e IB4 . A-C: immagini che mostrano la
marcatura con il NT e SP-IR nelle prime lamine mhédollo spinale sacrale. Sono indicati il profileld
corno dorsale e la posizione delle prime lamind-(¥). Le frecce indicano neuroni di taglia media
localizzati nella lamina IV. D-F: immagini che masto fibre e varicosita SP- e CGRP-IR distribuigdien
lamine I, Il ( e 1ll) dei corni dorsali; I'immagindi sovrapposizionenfergg (F) focalizza I'ampio grado di
co-localizzazione tra neuropeptidi. G-I: immagiheanostrano la distribuzione delle fibre e delleoasita
SP-IR (G) e marcate IB4 (H) nel midollo spinalersée Nelle immagini dinerge(l) € osservabile I'ampia
co-localizzazione SP/IB4 nelle lamine I-ll e chiB# era pill concentrato nella lamina Il. E degnmatia
che I''B4 ha inoltre fortemente marcato i vasi saggi del midollo spinale. J-L: Immagini della
distribuzione delle fibre e delle varicosita NNGSCGRP-IR negli strati superficiali del midollo sale
lombare; le varicosita NnNOS-IR hanno mostratotanget di distribuzione pit ampio rispetto a quelle
CGRP-IR. Neuroni piccoli e medi nNOS-IR (freccehsastati osservati nelle lamine superficiali. M-O:
immagine dei neuroni e delle fibore NNOS-IR e fil@&RP-IR nel nucleo intermedio-laterale (IML) del
midollo spinale (L5). Le frecce indicano i neureMOS-IR (M) circondati dalle fibore CGRP-IR (N, O).
Scale bar=10@m in A-O.
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Le marcature con anticopri anti-CGRP- e SP-IR eolarazione con I1B4 hanno
mostrato distribuzione simile nelle lamine del nlidgpinale (Fig. 5 D-F). In particolare
le fibre e le varicosita CGRP- e SP-IR erano laealie nelle lamine | e Il con una
moderata presenza nella lamina Ill, mentre la pitsitall'lB4 era piu concentrata nella
lamina Il (Fig. 5 E, H). Nelle lamine piu profon@&/-VI) sono state inoltre osservate
fibre e varicosita CGRP-IR, SP-IR e marcate IB4rse ed isolate, tanto nei segmenti
lombari del midollo spinale quanto in quelle sacrAlcune fibre marcate sono state
osservate lateralmente e medialmente al corno legeddivello della commessura grigia
dorsale (lamina X); i neuroni simpatici e parasitigpaono stati osservati al livello del
midollo spinale (lamina VII) lombare e sacralelivkllo dell'intensita della marcatura
puo essere cosi riassunto: SP > CGRP > IB4. Unsad®arcatura IB4 é stata osservata
intorno al canale centrale (cellule ependimali).fioee e le varicosita nNOS-IR erano
meno concentrate nelle prime lamine (I-11), ma erparesenti anche nelle lamine Il e IV.

Inoltre nel corno dosale e nella lamina X dellaaosa grigia sono stati osservati
neuroni allungati NNOS-IR (Fig. 5 J, L); questelel erano tuttavia rare nelle corna
ventrali. Nel nucleo intermedio-laterale lombararer raggruppati grandi neuroni nNOS-
IR (Fig. 5M-0), ma non nel nucleo parasimpaticaalac Nelle cellule ependimali & stato
osservato una reattivita allnNOS-IR (dato non rmais). TRPV1-IR era totalmente
assente nei segmenti L5 di midollo spinale. Nonta@ospossibile inoltre osservare
TRPV1-IR nel segmento L6 del midollo spinale, (segto corrispondente al ganglio
L6), nel quale la TRPV1-IR era maggiormente espress

Iniezione del tracciante
Specificita dei siti di iniezione

| siti delle iniezioni con il FB sono stati facilmi identificati per la presenza del
deposito giallastro lasciato dal tracciante neb slt iniezione. Per verificare che il
tracciante non fosse migrato nell'uretra, abbiamadizzato, in criosezioni e per mezzo
di tecnica di colorazione istologica ematossiliogira, la giunzione tra I'UBT e la
porzione craniale dell'uretra. In tutti i 5 soggitracciante era confinato all'interno della

muscolatura liscia dellUBT. Per verificare se asde tracciante diffuso nel muscolo
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sfintere uretrale (muscolo striato a controllo vaério), abbiamo anche analizzato
sezioni trasversali del midollo spinale L7 e S15®le dei motoneuroni (Nucleo di Onuf)
responsabili dell'innervazione del muscolo uretréle fibre viaggiano nel nervo

pudendo); dati sono disponibili per quanto rigudigamo (Onufrowicz, 1889; Pullen et

al., 1997), la scimmia (Ueyama et al., 1985; Roppetl al., 1985), il cane e il gatto
(Kuzuhara et al., 1980; Ueyama et al., 1984) @ézie murine (McKenna e Nadelhatft,
1986; Polak e Freeman, 2010).

La letteratura non fornisce informazioni relativa gosizione dei neuroni del
nucleo di Onuf destinati al muscolo uretrale neiateg al contrario esistono dati relativi
al contingente neuronale destinato allo sfintesdeaasterno del maiale (Blok et al., 1996;
Bo Minelli et al., 2003), al muscolo bulbo-spongigBotti et al., 2009) e al muscolo
ischio-cavernoso (Bo Minelli et al., 2000, 2001¢l Khaiale i neuroni destinati al muscolo
bulbo-spongioso occupano una posizione dorso-lateispetto al canale centrale del
midollo spinale S1-S2. | neuroni destinati al miisdschiocavernoso sono distribuiti
invece nella parte centrale del corno ventraleségimenti S1-S2. A riprova che nella
presente ricerca non € stato inavvertitamentetat@etl muscolo uretrale non sono stati

osservati neuroni FB-positivi nei segmenti L7-SBrdelollo spinale

Marcatura neuronale con il tracciante FB

| neuroni sensitivi marcati dal FB hanno mostratopattern di distribuzione
particolare; questi presentavano distribuzione aitrica lungo il tratto compreso tra L2
e Cal ed erano per0 concentrati soprattutto nenesety L4-L5 e S2-S4 (Fig. 6). Il
numero totale medio dei neuroni era di 418+132 (medev. Stand, n=4), il 41+18%
dei quali era localizzato nei gangli di sinistrail 69+18% in quelli di destra. La
distribuzione dei neuroni FB-marcati nei ganglingpii sacrali S2-S4 superava nettamente
il numero dei neuroni trovati nei gangli spinaliribari L4-L5 (rispettivamente il 82+6%
e il 9+7%).
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Fig. 6. Diagramma a barre che mostra la distribuzione satateedei neuroni sensitivi del trigono della
vescica urinaria (UBT) identificati dopo l'inieziedlel Fast Blue nel UBT di maiale. Le barre rapgmésno
le percentuali medie dei neuroni localizzati nengja spinali di entrambi i lati. Le barre di errore

rappresentano la deviazione standard.

Il numero piu alto di neuroni FB-marcati osservet@uesti segmenti e stato di
319 cellule in S4 (pig-1), 247 cellule in S3 (pig-B46 cellule in S2 (pig-4), 50 cellule in
L5 (pig-3), e 51 cellule in L4 (pig-4). La maggijearte dei neuroni sensitivi marcati erano

concentrati nel polo prossimale dei gangli spinali.

Analisi morfometrica dei neuroni sensitivi marcaticon il FB

Le aree dei neuroni lombari (L4-L6) e sacrali (SB-&FB-marcati sono state
misurate manualmente. Nel presente studio, i nedeRG sono stati suddivisi, sulla
base della classificazione di Bossowska et al. 4200 tre categorie: 1) piccoli (neuroni
con un diametro fino a 30m, corrispondenti a un'area < di 7@7); 2) medi (neuroni

con un diametro medio da 31 a@f), corrispondente ad un area da 700 a 200%); 3)
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grandi (neuroni con un diametro oltre i joh, corrispondente ad un area > di 2Q06).
Considerando tutti i neuroni FB-positivi, il 54,20883/706 cellule, n=4) dei neuroni
marcati erano piccoli, il 42,4% (299/706 celluledh erano medi e solo il 3,4% (24/706
cellule, n=4) erano grandi. Separatamente, abb@otuwio suddividere i neuroni lombari
in piccoli (29,3%, 55/188 cellule, n=4), medi (6%4,/116/188 cellule, n=4), e grandi (9%,
17/188 cellule, n=4); al contrario, la maggior patdei neuroni sacrali era di piccola taglia
(63,3%, 328/518 cellule, n=4), seguita da 35,3%adironi medi (183/518 cellule, n=4)
e 1,4% di neuroni grandi (7/518 cellule, n=4).

Nel presente studio non e stata rinvenuta vartalia i gangli spinali dello stesso
livello (lombare o sacrale) dello stesso animale 09); i dati riassunti nella tabella 5
mostrano che in tutti gli animali il valore medielkhrea dei neuroni lombari FB-marcati
era significativamente piu grande (a volte mostoafatte significativita statistica) di
quello dei neuroni sacrali FB-marcato (ANOVA oneywR < 0,0001). Inoltre, quando
sono stati considerati insieme tutti i valori medil'area dei neuroni lombari e sacrali
FB-marcati, la dimensione dei neuroni FB-marcativallo lombare ha evidenziato una
differenza estremamente significativa rispetto ellgudei sacrali, cioe rispettivamente di
1112+624um? (diametro medio=37+10m) e di 716 + 421um (diametro medio=29+8
um).

Tab. 5. Area dei neuroni destinati all’innervazione sewaitdel trigono della vescica urinaria di maiale
marcati con il Fast Blue. | neuroni utilizzati pprest’analisi erano distribuiti nei gangli spinai-L6 e
S2-S4 (quattro animali utilizzati). E indicato @go corporeo di ogni soggetto. Il numero di neunaisurati

per ogni soggetto € tra parentesi.

Gangli spinali
L4- L6 S2-S4
Valore medio dell’area di sezione Valore medio’datla di sezione
Suino 1 11524554 urh 7214439 prh
Peso 33 Kg (44) (229)
Suino 2 1071+785 urh 7334513 purh
Peso 38 Kg (53) (61)
Suino 3 12824581 urh 675+281 purh
Peso 30 Kg (44) (123)
Suino 4 9624479 urh 7424459 prh
Peso 33 Kg (47) (107)
- 11124624 purh 7164421 pni
Suini 1-4 (188) H (521)“
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Immunoistochimica dei neuroni marcati dal FB

Sebbene in misura differente, i neuroni FB-posigvano positivi a tutti i
marcatori utilizzati, cioe CGRP, SP, nNOS, NF20BPV-1 e I1B4 (Fig. 7A-F). Gran
parte dei neuroni FB-marcati ha espresso un femgigptidergico al livello lombare.
Infatti, l'immunoreattivita al CGRP e alla SP étatsignificativamente piu abbondante
nei neuroni lombari (56£9%, 39+15%, rispettivamértke in quelli sacrali (16+£6%,
16+£11%, rispettivamente). Anche i neuroni nNOS-IRB-Rarcati erano
significativamente piu rappresentati nei gangli tb@m (17+13%) rispetto a quelli sacrali
(6+£1%). Stesso discorso per i neuroni TRPV1-IR,aa@o il 62+10% nei gangli lombari
e il 45+24% in quelli sacrali. L'NF200-IR e statapeessa dal 64+33% dei neuroni
lombari e il 58+12% di quelli sacrali.

Le cellule marcate 1B4 erano rispettivamente il B3 %6 e il 48+16% dei neuroni

lombari e sacrali. | dati sono riassunti nella tkb@é.

Fig. 6. Diagramma a barre che mostra la distribuzione satateedei neuroni sensitivi del trigono della
vescica urinaria (UBT) identificati dopo l'iniezierdel tracciante fluorescente a trasporto retrayreabt
Blue nel UBT di maiale. Le barre rappresentanodeegntuali medie dei neuroni localizzati nei DR@®. L

barre di errore rappresentano la deviazione stdndar

L4-L5 S2-S4
CGRP/FB 56+9% (62%), 37/60 cellule (n=3) 16+£6% ()644/284 cellule (n=3)
IB4/FB 67+19% (69%), 51/74 cellule (n=4) 48+16% ¥B)7 301/529 cellule (n=4)
NF200/FB 64+33% (66%), 46/70 cellule (n=4) 58+1B6%), 258/392 cellule (n=3)
nNOS/FB 17+13% (20%), 14/75 cellule (n=4) 6+1% (6%w)/294 cellule (n=5)
SP/FB 39+15% (42%), 30/71 cellule (n=5) 16+£11% (25%47/584 cellule (n=5)
TRPV1/FB 62+10% (67%), 46/69 cellule (n=3) 45+2438%), 64/168 cellule (n=3)

Gli esperimenti di co-localizzazione hanno evidatziche alcuni neuroni FB-
positivi co-esprimevano anche uno o due degli aftticorpi utilizzati nella ricerca. Quasi
tutti i neuroni SP-IR erano anche CGRP-IR, menizera di quelli esprimenti CGRP-IR
erano SP-negativi (Fig. 7A-C). | neuroni CGRP- @/gellule contate) e SP-IR
esprimevano anche nNOS-IR. Grandi percentuali dirore marcati IB4 hanno
presentato SP- (48%, 22/47 cellule; Fig. 7G-1) 00~IR (34%, 38/113 cellule; Fig. 7J-
L).
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Inaspettatamente, nonostante l'alto grado di caliazione dei marcatori
impiegati, soltanto i neuroni nocicettivi lombaelllUBT (TRPV1-IR) co-esprimevano
SP-IR (27%, 8/30 cellule), mentre nessun neurataté contato nei gangli spinali sacrali
(0/34 cellule). Piccole percentuali di neuroni sevisnocicettivi del'UBT co-esprimenti
NNOS-IR sono stati osservati nei DRG lombari (69832cellule) e sacrali (3%, 1/34
cellule), mentre neuroni TRPV1-IR che erano martidi erano piu rappresentati nei

DRG lombari e sacrali (rispettivamente il 52% 83P0,).

Discussione
Distribuzione dei singoli marcatori nei gangli spati

L'espressione di CGRP, SP e nNOS nei gangli vangiamente tra le specie e
anche tra i differenti livelli dei gangli della sga specie (Kai-Kai, 1989; Lawson, 1995;
Kashiba, 1999; Zwick, et al. 2002; Weissner, 20@fice e Flores, 2007; Tan, 2008;
Bombardi, 2010; Russo et al., 2010a, 2011a).

| nostri risultati indicano che i neuroni CGRP-IReo meno rappresentati rispetto
a quelli presenti
negli stessi gangli di altri grandi Mammiferi (Roset al. 2010a, 2011a), mentre la
percentuale dei neuroni SP-IR era simile a qudllservata nel cavallo (Russo et al.,
2011a) ma meno di quanto e stato dimostrato neltana (Russo et al., 2010a).

Le percentuali dei neuroni nNOS-IR lombari e sa@w@no molto vicine a quelle
osservate nel cavallo (Russo et al. 2011a) maianfex quelle ottenute nella pecora
(Russo et al., 2010a). E degno di nota mettergideazia che i neuroni nNOS-IR erano
significativamente piu abbondanti al livello saeradjuesto potrebbe essere correlato al
piu ampio coinvolgimento di neuroni NNOS-IR nelfmérvazione viscerale (Aimi et
al.,1991). In generale i dati disponibili nei gran#lammiferi differiscono
sostanzialmente da quelli nei piccoli roditori, giantitativamente che qualitativamente.
In tutti i grandi Mammiferi studiati, cioeé scimm{iacaca mulatta; Zhang et al., 1993),
pecora (Russo et al., 2010a), cavallo (Russo ,e2@ll1a), cane (Lukakova et al., 2006)
e maiale (la presente ricerca), i neuroni DRG lomb&OS-IR sono sempre stati

osservati in percentuali piu alte di quelle riptataei DRG di topo e ratto. Questi dati
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potrebbero sottolineare un piu importante ruololideflOS nei DRG dei grandi
Mammiferi rispetto a quello dei piccoli.

Infatti la presenza di percentuali piu grandi duromi DRG nNOS-IR potrebbe essere
correlata con il coinvolgimento dell'ossido nitrinella percezione viscerale. Sulla base
dei dati quantitativi riportati nella letteraturalla distribuzione nei DRG di nNOS-IR, &
possibile classificare i Mammiferi studiati nellegsiente successione di quantita sempre
minori di nNOS-IR: pecora > cavallo > maiale > saira > piccoli roditori (Aimi et al.,
1991; Zhang et al., 1993; Russo et al., 2010a; &Rassl., 2011a; presente ricerca). E
interessante notare che la complessa organizzadeinsistema digerente dei grandi
Mammiferi diminuisce nello stesso ordine della ssqa quantitativa del'nNOS-IR,
essendo il sistema digerente della pecora (Runehdmiu complesso in termini assoluti,
e quello dei piccoli roditori il piu semplice inrigini di anatomia e organizzazione
funzionale.

Il livello dell’'espressione dellNF200 dovrebbe ergscorrelato al calibro del
neurite e al suo grado di mielinizzazione (Lawsdnalke 1993). Inoltre I'NF200 é
considerato un marcatore classico dei neutight chiari alla colorazione di Nissl
(Lawson et al. 1984). | neuroni NF200-IR sacralirdaiale erano significativamente piu
numerosi di quelli lombari (81% vs. 75%), ma adiaggn siamo in grado di spiegare
questa differenza. Il piu alto grado di mielinizizee nei gangli di maiale rispetto a quelli
dei roditori € coerente con i dati riportati nevablo (Russo et al., 2011b) e potrebbe
essere un importante adattamento evolutivo innésecara azione riflessa veloce ad uno
stimolo doloroso.

E stato osservato che nei gangli toraco-lombanaiale (Obreja et al., 2008) e di
ratto (osservazione personale R. Chiocchetti) uaadg percentuale (circa il 55%) di
neuroni esprimeva TRPV1-IR mentre nei gangli lomdtietopo la percentuale e inferiore
(~23%) (Zwick et al., 2002). Obreja et al. (2008hho usato uno degli anticorpi utilizzati
in questo studio (Millipore) per marcare i neurgangliari di maiale in coltura. | nostri
dati, ottenuti anch'essi con I'utilizzo di un alénaticorpo anti-TRPV-1 (Alomone), sono
coerenti con quelli osservati nel ratto e nel neaial

E interessante notare che nei nostri esperimehtnaiale, sebbene I'anticorpo
anti-TRPV1 prodotto nel coniglio (Millipore) mossse una immuno-marcatura non del

tutto adeguata in tutti i DRG lombari e sacralisee®ra perfettamente in grado di
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individuare questo recettore nei neuroni del salogljo L6; inoltre, nelle sezioni L4-L6
di midollo spinale non & stata osservata alcunaatara. E evidente che, sebbene la
sequenza proteica del TRPV-1 di maiale sia altaeneobhservata (>83%) tra le specie
dei Mammiferi (Ohta et al. 2005) e mostri alcumaikirita farmacologiche con il TRPV1
umano, ci sono comunque grandi differenze nellesspone antigenica delle grandi
specie. La mancanza di sei amminoacidi nella reg®erminale del TRPV1 suino puo
alterare la risposta dei neuroni sensitivi di n&ial questo anticorpo specificamente
diretto al C-terminale del TRPV1 di ratto.

Ciononostante, anche [l'altro anticorpo anti-TRPWllizmato (Santa Cruz
Biotechnology), che e specificamente diretto cofiMeterminale del recettore, & stato
incapace di identificare neuroni nocicettivi nelial@ ma non nel ratto. E verosimile che
gli anticorpi disponibili commercialmente, spedciimente prodotti per roditori di
laboratorio, non riconoscano lo stesso epitopognandi Mammiferi. Sebbene molte
proteine neuronali siano altamente preservateversie specie (dalle piccole alle grandi),
i ricercatori che lavorano sulle grandi specie spascontrano questo tipo di problema.
La discrepanza tra i nostri dati e quelli otterddi Obeja et al. (2008) e Pereira et al.
(2010) potrebbe forse essere correlata alle diveosalizioni sperimentali; infatti e
importante sottolineare che questi autori hannork#o su neuroni DRG coltivati. A
supporto dei nostri risultati, cioe la presenzéodie TRPV1-IR nei gangli L6, Kiasalari
et al. (2010) hanno recentemente osservato chenlimoreattivita al TRPV1 era
fortemente espressa in particolare dai neurongaegli spinali di ratto.

Da nostro personale punto di vista, soltanto ikdeanticorpo anti-TRPV1
utilizzato (Alomone) puod essere considerato utilzie nelle criosezioni. E veramente
strano che, sebbene gli anticorpi Millipore e Alaracondividano 15 dei 21 aminoacidi
del terminale carbonilico della recettore protegagsaicina del topo, solo I'anticorpo
diretto alla sequenza piu corta (Alomone) sia pitnfieente in grado di rilevare il TRPV1-
IR nelle sezioni dei gangli, ma non nel midollorsgde.

L'IB4 € considerato un marcatore di neuroni nontipepgici soltanto nei topi
(Zwick et al., 2002; Robinson et al., 2004), ansbeain basso grado di co-localizzazione
con il CGRP ¢ stata dimostrata anche in questaiesp@&obinson et al., 2004;
osservazione personale, D. Russo e R. Chiocchbtulti degli studi disponibili in

letteratura hanno dimostrato, in realta, che i oeudei gangli spinali marcati con I'lIB4
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esprimevano anche CGRP e/o SP (Wang et al., 198hika et al., 2001; Price e Flores,
2007; Russo et al., 2010a; presente ricerca). ttarédura, la percentuale dei neuroni
marcati 1B4 dei gangli spinali varia tra il 29 &0% (Kashiba et al., 1999; Gerke e
Plenderleith, 2002; Zwick et al., 2002; Obrejaletz008; Russo et al. 2010a). Nel maiale
i neuroni marcati con I'lB4 erano piu numerosi dietli osservati nel cavallo (Russo et
al., 2011a) ma meno numerosi di quelli osservalarn@ecora (Russo et al., 2010a).
Obreja et al., (2008) hanno contato una percenfualpiccola (29%) di neuroni marcati
con I'IB4 nei neuroni in coltura dei gangli spinatiraco-lombari di maiale. E interessante
notare che nel nostro studio i neuroni lombari mtu@n I'IB4 erano significativamente
piu numerosi di quelli sacrali, questo suggerista prevalente funzione nocicettiva dei
neuroni dei gangli lombari. Altri studi presentil@iteratura suggeriscono che I'lB4 possa
essere espresso selettivamente dai neuroni sepsithari nocicettivi in diverse specie
Mammifere (Guo et al., 1999; Michael e Priestly999Gerke e Plenderleith, 2001, 2020;
Breese et al., 2005; presente ricerca) (vedi sotto)

Studio di co-localizzazione

Gli esperimenti di co-localizzazione hanno evidatialcune caratteristiche del
gangli spinali dei grandi Mammiferi. Esse possosseee riassunte nel modo seguente:

1. diversamente dal ratto (Bergman et al., 199¥3ld¢opo (Tan et al., 2008) una
grande percentuale di neuroni CGRP-IR sono anch®@3iMR, indicando un codice
neurochimico che potrebbe essere considerato tgecmeuroni dei gangli spinali dei
grandi Mammiferi (Russo et al., 2010a,2011a);

2. le percentuali dei neuroni co-esprimenti SP-IRN®S-IR sono piu alte nel
maiale, nella pecora (Russo et al., 2010a) e nalllca(Russo et al., 2011a) rispetto a
quelle che si possono riscontrare nei roditornfiet al., 1991; Tan et al., 2008);

3. allo stesso modo le percentuali di neuroni qoiesenti SP-IR e NF200-IR
sono piu alte nel maiale, rispetto al ratto (Mc@gpe Lawson ,1989) o al cavallo (Russo
et al., 2011b);

4. infine un'altra tipica caratteristica dei gradMmmiferi € che i gangli spinali
rappresentano un'alta e mutua co-localizzazion@N@S e 1B4; al contrario nel topo,
dove il grado di co-localizzazione € basso (Taal.eR008), probabilmente a causa di un

minor coinvolgimento dei neuroni marcati IB4 neltaervazione viscerale del topo.
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E nostra opinione che bisognerebbe tenere corttdtdile differenze riscontrate
tra i neuroni dei gangli spinali di piccoli e gramdammiferi nella scelta di un animale
come modello sperimentale. E plausibile che i neiuslei gangli spinali dell’'uomo siano
piu simili ai neuroni DRG dei grandi Mammiferi risgpo a quelli dei roditori. Anche per
questi motivi i modelli sperimentali murini non debbero essere considerati piu adatti
di altri.

Per quanto riguarda gli altri risultati ottenutilaenostra ricerca sono in linea con
quelli effettuati su altre specie, infatti quadiituneuroni SP-IR co-esprimevano anche
CGRP-IR; un alta percentuale di neuroni nNOS-IResprimeva CGRP e/o SP-IR
(Zhang et al., 1993; Bergman et al., 1999; Hwangl.eR005Tan et al., 2008; Russo et
al., 2010a, 2011) e diversamente dal topo (Zwicilet2002), nei neuroni gangliari di
maiale, I'IB4 ha un alto grado di co-localizzaziaoa il CGRP, la SP e il TRPV1.

L'ampia co-localizzazione dei diversi marcatoridsti pud essere spiegata,
almeno in parte, ipotizzando un coinvolgimento exatlesse funzioni di diversi corredi
neurochimici. Tutti i marcatori utilizzati in questicerca, infatti, sono coinvolti nella
nocicezione. Il TRPV1 e un canale cationico preserdi nervi sensitivi in grado di
percepire il calore e la capsaicina, una proteima gioca un ruolo importante nella
trasduzione degli stimoli nocicettivi al midolloisple (Caterina e Julius, 2001). Si ritiene
che la SP e il CGRP agiscano in sinergia nella faathne dei neuroni nocicettivi del
corno dorsale del midollo spinale (Hanesch e Stéhait995). Per mezzo di analisi
immunoistochimiche ed elettrofisiologiche si & dstrato che una porzione importante
dei nocicettori non-peptidergici presenta anchesdettore TRPV1 (Tominaga et al.,
1998; Breese et al., 2005), cosi come si € anchmdliato che neuroni sensitivi
nocicettivi TRPV1-IR del topo (Zwick et al., 2008)del maiale (Pereira et al., 2010;
presente ricerca) avevano anche un corredo neurdipep

In diversi studi si ipotizza che I'ossido nitric@ <oinvolto nella nocicezione
viscerale nel topo (Larson et al., 2000); nellastespecie & stato mostrato che la maggior
parte dei neuroni afferenti primari TRPV1-IR chaervano il digiuno co-esprimevano
non solo NNOS-IR ma anche SP-IR e CGRP-IR (Tah,e2@08). In questo studio si e
osservata una ampia co-localizzazione tra TRPV@S3) a conferma dell'ipotesi di un
ruolo nei percorsi nocicettivi dell'ossido nitricanche del maiale. Anche nei neuroni dei

gangli spinali toraco-lombari del ratto circa il¥8%lei neuroni IB4 positivi erano TRPV1-
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IR (osservazione personale R. Chiocchetti). NelalraDbreja et al., (2008) hanno
dimostrato che la maggior parte dei neuroni deglapinali toraco-lombatri in coltura
erano anche loro IB4-positivi e TRPV1-IR; questiidg@no coerenti con quelli ottenuti
nella presente ricerca sulle criosezioni di gagginali di maiale.

Il patterndelle terminazioni nervose dei neuroni dei gasginali IB4 positivi nel
midollo spinale & intimamente correlato a quelld macicettori cutanei (Light e Perl,
1979; Kitchener et al., 1994) e viscerali (Burnkio000; Aoki et al., 2005).
Recentemente Shehab e Hughes (2011) hanno dincosirgiresenza di IB4 della
maggior parte delle fibre afferenti non mielizzdé nervo sciatico del ratto.

| processi periferici dei neuroni sensitivi dei gluispinali TRPV1-IR differiscono
nel corredo neurochimico a seconda del ltaoget di distribuzione e la specie
considerata. Nel ratto le fibre sensitive TRPV1dé&Sstinate alla vescica urinaria e alla
pelle mostrano un contenuto neuropeptidico sSiIMd&RP e SP al 60% circa). Al
contrario, le fibore TRPV1-IR destinate alla vesacalla pelle mostrano differenti livelli
di marcatura I1B4, rispettivamente il 24% e il 58kbMang et al., 2005). Curiosamente,
nel topo, la maggior parte delle fibre sensitiveaoee IB4 positive sono insensibili alla

capsaicina, quindi TRPV1-negative (Molliver et 20,11).

Marcatura nel midollo spinale

In un recente studio del gruppo di ricerca a cpiagfengo, e stato dimostrato che
I processi centripeti dei neuroni sensitivi dei glaspinali di cavallo positivi per I'IB4 e
immunoreattivi per CGRP e SP terminano nelle stesse del midollo spinale. | dati
ottenuti dalla presente ricerca inerenti la disizibne dei neuropeptidi nelle lamina | e
II, e parzialmente nella lamina 1ll, sono in acanibn i dati ottenuti nel maiale e nel
cavallo (Merighi et al., 1990; Russo et al., 2011a) gatto (Hokfelt et al., 1975), nel
ratto, nel pollo (Rossler et al., 1993) e nellarsuia (Ralston e Ralston, 1979), ma in
contrasto con i dati forniti nel ratto da Guo et(2P99), dove le fibre SP-IR, CGRP-IR e
IB4-positive erano sono confinate nelle prime daraihe. Come osservato nel maiale, le
fibre 1B4-positive erano piu concentrate nella laanll, come riscontrato nel ratto (Guo
et al., 1999),

Per quanto riguarda la distribuzione dei neurodeke fibore NNOS-IR, i nostri

dati sono in accordo con quelli ottenuti nel cracetnel ratto, in cui neuroni e fibre NNOS-
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IR sono stati osservati nelle lamine I-lll e netkgioni sede dei neuroni viscerali
pregangliari (Reuss e Reuss, 2001). NormalmembN@S-IR € espressa dai neuroni pre-
gangliari simpatici e parasimpatici in diverse spg®unn et al. 1993), nel presente
studio sono stati osservati solo neuroni pre-garnigBimpatici nNOS-IR, situazione
descritta anche in altre specie, come il gatto Z&fid et al., 1994) e la cavia (Doone et
al., 1999).

Il TRPV1-IR nel midollo spinale é stato osserva&dlenlamine I-Il, con una piu
grande concentrazione di fibre nella parte intetala lamina Il del ratto (Guo et al.
1999). Hwang e Valtschanoff (2003) hanno dimostregmpre nel ratto, che alcune fibre
TRPV1-IR sono osservabili anche nelle lamine llllkyhgo il margine mediale del corno
dorsale orientate verso la lamina X e lungo il nredaterale, orientate verso il nucleo
parasimpatico sacrale.

Sfortunatamente non e possibile comparare i ndatricon quelli disponibili in
letteratura, perché le fibre TRPV1-IR non eranaidieabili nel midollo spinale di suino.

Per quanto riguarda l'informazione sensitiva ddtdrurinario inferiore, i percorsi
afferenti, pelvico e lombare, nocicettivo e non4nettivo, dalla vescica urinaria sono
noti proiettarsi verso le stesse regioni del catasale, cioé verso le lamine |, Il, V-VII
e X (Morgan et al. 1981, Birder e de Groat, 19%2)che questi dati sono coerenti con

quelli prodotti da questo studio.

Marcatura con tracciante

La maggioranza dei neuroni FB-positivi & stata @teavin due coppie di gangli
spinali lombari e in tre coppie di sacraliphtternsensitivo dal trigono vescicale, che é
simile a quello proveniente dai vasi deferenti @€alyc et al., 2002) e dall'utero
(Wasowicz et al., 1998) di maiale. E’ probabilmenterelato al modo in cui le fibre
nervose afferenti raggiungono la vescica. Nel neaibhervo pelvico origina dal terzo (e
a volte anche dal secondo) nervo spinale sacrabk(ibkis, 1971). | neuroni sensitivi del
trigono localizzati nei gangli L4-L5 probabilmerniteviano i loro processi periferici nel
nervo ipogastrico. Vale la pena sottolineare chprésenza, per quanto scarsa, di altri
neuroni sensitivi del'UBT sparsi lungo i diversirgli spinali da L2 a Cal indica che
l'informazione sensitiva dellUBT pu0 raggiungene piu ampio tratto del midollo

spinale, indipendentemente dal nervo in cui scorre.
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La maggior parte degli studi sull'innervazione geresdella vescica ha utilizzato
come modello sperimentale i piccoli roditori (Appéaim et al. 1980; Sharkey et al.,
1983; Keast e de Groat, 1992; Vera e Nadelhaft21B8nnett et al., 1996; Yoshimura
et al., 1996; Zhou e Ling, 1997; Callsen-Cencic enbt, 1997; Wang et al., 1998;
Vizzard, 2001; Nandigama et al., 2010; Chen et28l10) e il gatto (Applebaum et al.
1980; Downie et al. 1984), mentre soltanto di réeeono stati riportati dati sull'uomo
(Fowler et al., 2008; de Groat e Yoshimura, 2009)uovi studi eseguiti sul maiale
evidenziano come questa specie possa essere wo vabdello sperimentale per la
comparazione con l'uomo nello studio del trattonario inferiore, cosi che alcuni
ricercatori stanno indirizzando i loro studi in gteedirezione (Conzen e Sollmann, 1982;
Crowe e Burnstock, 1989; Jezernik et al. 2000); wmpe, solo Bossowska et al. (2009)
si sono concentrati sui percorsi sensitivi dellaciea di scrofa, iniettando la parete
laterale destra. Da studi sui roditori, sui gattsidl'uomo € evidente che, in specie
differenti, si trovano diversi percorsi sensitivalid vescica che coinvolgono settori
diversi dei gangli spinali. Solo nell'uomo e neaiqaili roditori i ricercatori hanno trovato
neuroni sensitivi della vescica localizzati al lleedei gangli toracici caudali, mentre
soltanto nel maiale questi neuroni erano localizzegl primo ganglio coccigeo
(Bossowska et al. 2009; presente ricerca).

In questo studio i neuroni marcati FB sono locaizin tutti i ganglida L2 a Cal,
anche se la maggior parte dei neuroni marcati @naentrata nei gangli L4-L5 e S2-S4;
Bossowska et al. (2009) hanno osservato granditig@ain cellule marcate FB non solo
nei DRG S3-S4 ma anche Cal di maiali, mentre melira osservazione soltanto poche
cellule sono state identificate. Al contrario @ssin hanno osservato neuroni FB-marcati
nei DRG L7 e S1-S2. | nostri dati sullUBT di maapresi insieme a quelli forniti da
Bossowska et al. (2009) sull'innervazione sensitiehlato destro dell'UB di scrofa,
forniscono una buona rappresentazione della lazinne della totalita dei neuroni dei
DRG sensitivi dell'UB di maiale in entrambi i se€3uesti risultati anatomici confermano
ci0 che era stato sospettato tre decadi fa daigtir sperimentali Conzen e Sollmann
(1982), che hanno notato che alcuni impulsi affemel riflesso della minzione possono
raggiungere il midollo spinale suino non solo atrso il nervo pelvico ma anche
attraverso il nervo ipogastrico. | risultati dagludi sullUB e sullUBT del maiale

possono essere utili ai fisiologi e ai chirurghesmentali per poter eseguire idonei
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esperimenti sui percorsi sensitivi del tratto unimanferiore del maiale (Jezernic et al.
2000).

Dimensione dei neuroni DRG FB-marcati

Bossowska e Colleghi (2009) hanno trovato che ror@usensitivi innervanti il
lato destro della vescica urinaria di maiale eraingiccole (60%) e medie (40%)
dimensioni, mentre solo pochissime cellule eraramgp. | nostri risultati sono coerenti
con questi dati; infatti noi abbiamo osservato ciiea il 54% dei neuroni destinati al
trigono vescicale erano piccoli, il 42% erano ddmealimensioni e solo il 3% dei neuroni
erano grandi. Vale la pena sottolineare che gimahida noi presi in considerazione
avevano un peso corporeo maggiore di quello degettigutilizzati da Bossowska et al.
(2009) (30-40 Kg vs. 15-20), cosa che puo giustreéda piu alta percentuale di neuroni
grandi nel nostro studio.

In questo studio e stato inoltre osservato che duroni lombari erano
significativamente piu grandi dei neuroni sacrBler spiegare questo dato si possono
considerare alcuni aspetti: 1) La prima ragioneiglzile potrebbe essere la piu ampia
distribuzione periferica delle fibre nervose seawusitlombari. 2) Un’altra possibile
spiegazione potrebbe anche essere che alcuni mdanolpari possono avere processi
dicotomizzanti, cioé presentare processi divergdastinati a due territori differenti,
come ad esempio I'apparato digerente e la cutegagendimostrato nei piccoli roditori
da Christianson et al. (2007) e Shibata et al. 12@) Si dovrebbe anche considerare che
le fibre sensitive attraversano i gangli preverdéhitel sistema nervoso simpatico; come
gia dimostrato nelle piccole specie di laboraterrecentemente anche nel cavallo (Russo
et al., 2010b), queste fibre sensitive (lombarisgmmo inviare numerose collaterali
destinate al reclutamento dei neuroni dei gangvertebrali simpatici. Percio, anche
questa funzione potrebbe essere giustificata dalun@nsione maggiore del pirenoforo
dei neuroni sensitivi. 4) Si dovrebbe considerkteriitorio di distribuzione del processo
centripeto dei neuroni sensitivi all'interno deflastanza grigia del midollo spinale; piu
guesto e ampio e piu il neurone sensitivo presdintansioni maggiori. 5) Non da ultimo
si dovrebbero considerare le proprieta elettrdfigje dei neuroni sensitivi; infatti, &€ stata
dimostrata (Yoshida e Matsuda, 1979) una relazimeare tra il diametro della fibra

nervosa e la sua velocita di conduzione. La vaoditconduzione delle fibre sensitive
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dell'UB puo differire da specie a specie, ma aralti@terno della stessa specie, come
dimostrato da Vera e Nadelhaft (1990). Ad oggi coque non vi sono studi in merito
nella specie suina. Nel gatto e stato dimostragd nkuroni sensitivi vescicali che inviano
le loro fibre attraverso il nervo ipogastrico sqio grandi di quelli che utilizzano il nervo
pelvico (de Groat, 1986). Sebbene i neuroni affieréel nervo ipogastrico siano in
numero minore di quelli pelvici, essi risiedonouim numero piu grande di DRG (da L2
a L7), ed é degno di nota che la distribuzione reémtdelle proiezioni afferenti
ipogastriche sia piu ampia delle proiezioni centtelle fibre sensitive pelviche dellUB
(de Groat, 1986). | nostri dati sono coerenti caellgottenuti da Dang et al. (2005) nel
ratto, i quali hanno mostrato che le fibre sensitisescicali che scorrono nei nervi
splancnici lombari appartengono a neuroni che significativamente piu grandi di
quelli sacrali.

Sebbene non sia stato dimostrato elettrofisiologerae, noi potremmo presumere che i
neuroni sensitivi lombari destinati al trigono pmss avere un diverso ruolo rispetto a
quelli sacrali, ipotesi confermata anche dal défee corredo neurochimico (vedi in
seguito).

La dimensione dei neuroni sensitivi sacrali delMUBuino e simile a quella
trovata in specie piu piccole, quali il ratto eydtto (Applebaum et al. 1980; Bennett et
al., 1996; Callsen-Cencic e Mense, 1997).

E’ noto che i neuroni afferenti vescicali esibissarambiamenti neurochimici e
morfometrici in corso di lesione spinale (Yoshimetaal. 1998; Vizzard, 2006). | dati
morfometrici ottenuti in questa ricerca (su sogge#ni) potranno eventualmente
rappresentare un punto di riferimento per la vaiotae comparativa dei neuroni sensitivi

vescicali analizzati in soggetti con lesioni spinal

Fenotipo dei neuroni sensitivi destinati al trigongescicale

Studi immunoistochimici e con traccianti hanno Iate che numerosi peptidi,
inclusi SP e CGRP, sono localizzati, singolarmentecombinazione, nelle vie afferenti
della vescica e sono anche potenziali mediatofirdeElmmazione (Chapple et al. 1992;
Lasanen et al., 1992; Smet et al., 1997, CallserciCe Mense, 1997; Uckert et al., 2002;
Andersson, 2002; de Groat e Yoshimura, 2009). Caménti nell’'espressione dei

neuropeptidi sono stati osservati insieme a igeitEtdella vescica (Chapple et al. 1992,
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Lasanen et al.,, 1992; Smet et al., 1997) e in nliodeimali di inflammazione della
vescica (Callsen-Cencic e Mense, 1997; Luber-Netad., 1997; Vizzard, 2000a, 2001,
Zvarova e Vizzard, 2006; Arms e Vizzard, 2011) phrticolare, le fibre afferenti piu
sensibili del muscolo detrusore (tensocettori imeggestimolate da un aumento fisiologico
del volume di urina e da contrazioni del muscoltw®re, sono fibre sottili mieliniche
(A-8) a bassa soglia di eccitazione che si ritien&atiio piccole quantita di neuropeptidi
(Birder et al., 2010). Al contrario, le fibore C (ainiche), distribuite per lo piu
nell'urotelio e nella lamina propria, contengomeuropeptidi SP e CGRP (Radziszewski
et al. 2009). Quindi, € possibile ipotizzare cheeuroni sensitivi sacrali destinati
all'innervazione del trigono di maiale abbiano @lewnwtemente funzione propriocettiva,
mentre quelli lombari abbiano principalmente fumaamocicettiva.

Per formulare questa ipotesi, abbiamo compardémdtipo dei neuroni gangliari
di suino con quello dei neuroni del nucleo mesaiwef del trigemino, che veicolano
informazioni propriocettive provenienti dai fusiurtemuscolari dei muscoli masticatori
(hanno percio una funzione esclusivamente proptiveg Nessuno dei neuroni di
questo nucleo ha espresso immunoreattivita ai rmarcatilizzati sui gangli spinali,
indicando che i neuroni lombari e sacrali FB pesith corredo peptidergico, e marcati
con IB4 non sono probabilmente propriocettori.

Dovremmo invece considerare che, sebbene altergaatedi neuroni lombari
FB-positivi esprimessero CGRP- e SP-IR, erano ptea#te percentuali di neuroni che
non esprimevano un corredo peptidergico. Questidtai® € coerente con i dati ottenuti
da Su et al. (1986), Keast e de Groat (1992), Béenal. (1996, 2003), Vizzard (2001),
Yoshimura et al. (2003), i quali hanno riportatogeatuali rilevanti (fino al 40%) di
neuroni sensitivi della vescica non peptidergicprBbabile che tra questi neuroni FB-
positivi si annoverino neuroni sensitivi propricogt

Vale inoltre la pena notare che i neuroni lomb&irRarcati hanno mostrato una
maggiore immunoreattivita ai neuropeptidi CGRP eiSpetto ai sacrali. A supporto dei
nostri dati ci sono anche i risultati di Keast eGteat (1992) nel ratto e di Bossowska et
al. (2009) nel maiale, che indicano una piu alfaessione di CGRP-IR a livello lombare
rispetto al sacrale; al contrario Keast e de G(h882) hanno osservato una piu alta
espressione di SP-IR nei neuroni sacrali. E pléesithe nel maiale le vie afferenti

lombari e sacrali possano giocare un ruolo diffexenella trasmissione sensitiva
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dall'UBT, come suggerito anche dalla diversa modtia di questi neuroni. Langley
(1903) e stato il primo a sostenere che la magupote delle fibre nocicettive afferenti
destinate ad un viscere (cuore) siano veicolate de¢ simpatiche e non da quelle
parasimpatiche (nervo vago), mentre Lewis (194&jaéo il primo ad osservare che il
dolore viscerale addominale sembra essere mediat mteramente dalle fibre afferenti
simpatiche. Piu di recente, € stato mostrato cimeaggior parte delle fibre ipogastriche
di gatto sono fibre C (Nadelhaft e Vera, 1991; Yoshra et at. 1998) e che queste
trasportino informazione nocicettive (Evans, 1986ra e Nadelhaft, 1992). | neuroni
nocicettivi, che contengono grandi quantita di opeptidi (SP e CGRP) sono di
dimensioni piccole o medie (Harper e Lawson, 198&bpene i neuroni lombari sensitivi
dellUBT fossero piu grandi dei neuroni sacraliframbe le popolazioni neuronali
osservate nel presente studio sono di dimensioocof@ o medie (vedi sopra).
Ciononostante, &€ abbastanza peculiare che i nesgasitivi lombari, piu grandi di quelli
sacrali, abbiano mostrato una piu alta percentiateuropeptidi.

| nostri dati concernenti il fenotipo neuronale sévo dellUBT differiscono da
quelli ottenuti da Bossowska et al. (2009). Questo € sorprendente, dato che porzioni
differenti dell'UB ricevono una differente innervaze afferente (e efferente) (Uemura et
al, 1975; Vera e Nadelhaft, 1992). | nostri datistn@no che i neuroni sensitivi destinati
al trigono esprimono piu immunoreattivita al CGRRalenNOS rispetto ai neuroni
destinati al lato destro del corpo della vescicasd®dwska et al, 2009). Questo risultato
supporta l'osservazione di Persson et al. (1988tiva alla presenza di fiore CGRP- e
NNOS-IR distribuite per lo piu nel trigono di suino

| nostri dati potrebbero essere supportati dabfeltie le fibre NNOS-IR agiscono
sul collo della vescica attraverso il rilassamed&lla muscolatura liscia (Persson e
Andersson, 1992).
Il fenotipo, la morfometria e le caratteristichsidlogiche delle fibre afferenti vescicali
sono probabilmente alla base del loro alto gragediticita dimostrato in seguito a danno
spinale; infatti, in seguito ad un danno spinadeyéscica si presenta in principio in una
fase di ariflessia, di “stasi”, mentre in una satafase € in grado di ripristinare riflessi
atti alla minzione grazie all'insorgenza di unegko spinale. | cambiamenti neurochimici
nei neuroni afferenti della vescica in seguito argadel midollo spinale possono essere

spiegati dai livelli alterati (aumentati) dei faitoeurotrofici nella vescica urinaria o nel
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midollo spinale (Vizzard, 2000b). Infatti & stat@strato che un eccesso di fattore di
crescita neuronale all'interno dei gangli spinal indurre una aumentata produzione di
neuropeptidi quali SP o CGRP (Gary e HargreaveS2)19er esempio, i neuroni
sensitivi dell'lUB possono alterare i loro livelligtoteina nNOS o del RNA messaggero
dell'nNOS dopo danno al nervo pelvico (Vizzard let1895) o a causa di irritazione
cronica della vescica (Vizzard e de Groat, 1996;z¥%d, 1997). Sebbene il ruolo
funzionale dell’'NO nel normale riflesso di minziosia incerto e la NNOS-IR non sia
espressa in condizioni fisiologiche nel ratto (\4at e de Groat, 1996), 'NO sembra
essere coinvolto a livello spinale nella facilitaze del riflesso di minzione da parte di
afferenze nocicettive della vescica (Rice, 199%ikaki e de Groat, 1996).

| nocicettori sono eterogenei rispetto agli stinamleguati, e, dopo danno al nervo
o al tessuto, sottogruppi di nocicettori rispondarum cambiamenti diversi nel loro
fenotipo. Fibre nocicettive insensibili agli stimaheccanici nelluomo (nocicettori
"silenziosi"), non rispondono a stimoli meccanitisoggetti sani, ma possono diventare
maccanocettori in condizioni di inflammazione, camecicettori polimodali (McMahon
e Koltzenburg, 1990; Handwerker et al. 1991). dufero della funzione vescicale in
seguito a danno al midollo spinale dipende in pdeko smascheramento dei riflessi
innescato da fibre amieliniche (sensibili alla @ap®a) (de Groat e Yashimura, 2009).

Ci sono pochissimi studi nei quali I'immunoreattval NF200 e stata valutata nei
neuroni sensitivi dell'UB (Yoshimura et al. 199803; Hayashi et al. 2009). Circa il 60%
dei neuroni lombari e sacrali mercati FB di suinan® NF200-IR. Questo risultato € in
contrasto con i dati ottenuti nel ratto, in cuiterzo dei neuroni afferenti della vescica
era NF200-IR (Yoshimura et al. 1998); ciononostamtde la pena notare che questa
percentuale potrebbe aumentare fino al 62% in seguun danno al midollo spinale
(Yoshimura et al., 1998). Nel ratto, risultati rette mostrano che un numero
considerevole (circa 83%) di neuroni afferenti @ekscica esprimerttiansient receptor
potential melastatin-BTRPM-8) sensibili al freddo sono anche NF2008Rnteressante
notare che questi neuroni TRPM-8-IR co-esprimeanpiamente marcatori nocicettivi,
quali CGRP e TRPV1. Le fibre NF200-IR, ritenute ezssfibre A-delta (Lawson e
Waddell, 1991) possono essere coinvolti nel rifedisraffreddamento (cooling reflex)

vescicale del ratto.
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In teoria, una grande parte di neuroni NF200-I1Builno potrebbe essere costituita
da nocicettori - principalmente neuroni A-delta arvache A-beta (Djouhri e Lawson,
2004); a favore di questa supposizione c'e¢ anchmdtra osservazione che i neuroni
sensitivi per il trigono vescicale erano sia NF2@he SP-IR, con quest'ultimo
considerato un tipico marcatore della nocicezione.

Nel ratto circa il 69% dei neuroni sensitivi deBléra TRPV1-IR (Hwang et al., 2005).

| nostri dati hanno dimostrato che i neuroni naditice TRPV1-IR sono piu
rappresentati nei gangli lombari; questo puo suggethe anche nel maiale, nervi
sensitivi ipogastrici possono essere coinvolti améthsmissione nocicettiva in caso di

iperdistensione della vescica e nell'inflammazieescicale (Mitsui et al., 2001).

Co-espressione dei markers neurochimici nei neuraensitivi destinati al trigono
vescicale

L'interpretazione dello studio di co-localizzaziates neuroni FB-positivi non &
semplice. Infatti, & stato osservato che i neurtaricati con 1B4, che nel topo identificano
neuroni non-peptidergici, erano invece ampiamefeeSCGRP-IR nel maiale. Inoltre,
l'immunoreattivita alla SP, che dovrebbe essersemte principalmente nei piccoli
neuroni nocicettivi amielinici, era largamente gpe@ssa insieme alla immunreattivita
per il NF200 (quest’ultima dovrebbe invece idegtfie i neuroni mielinici).

Sebbene grandi percentuali di neuroni FB-marcastrassero TRPV1-, SP-, o
NNOS-IR, in seguito a studi di doppia co-localizeae (FB/TRPV1/SP,
FB/TRPV1/nNOS), sono state osservate modeste pgeademi neuroni nocicettivi
immunoreattivite per la SP o il nNOS; inoltre, unsona percentuale di neuroni lombari
(non quelli sacrali) TRPV1-IR co-esprimevano SP{IRatto che la maggioranza dei
neuroni nocicettivi SP- e/o nNOS-negativi potrelfae supporre la presenza di due
sottopopolazioni funzionalmente distinte di neunoocicettivi: una grande popolazione
di neuroni TRPV1-IR (esprimente altri neuropeptidn studiati in questa ricerca), e una
piu piccola sottoclasse di neuroni esprimenti SRN®S-IR. Al contrario, € anche
evidente che alcuni neuroni peptidergici FB-marpasono essere coinvolti in percorsi

sensitivi non nocicettivi.
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Questi risultati confermano le ampie differenzeldmeche interspecifiche e
suggeriscono la necessita di uno studio piu compiet suino per poter identificare gli

altri neurotrasmettitori/neuromodulatori utilizzdtlle vie sensitive vescicali.
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Fase 3

Localizzazione dei neuroni del sistema nervoso vegévo destinati
all'innervazione del trigono vescicale di maiale earatterizzazione

neurochimica della componente simpatica

Ragionieri L1, Botti M, Gazza F, Sorteni C, ChioetthR, Clavenzani P, Minelli LB,
Panu R.

Localization of peripheral autonomic neurons innenating the boar urinary bladder

trigone and neurochemical features of the sympathigt component

Eur J Histochem. 2013 May 6; 57 (2):el6.

Riassunto

Il trigono della vescica urinaria (UBT) € una adedimitata della vescica urinaria,
dove penetrano la maggior parte dei vasi e ddhe fnervose, e dove & osservabile |l
maggior numero di fibre nervose e di neuroni inueaati. Nel presente studio é stata
localizzata la sede dei neuroni simpatici post-jarig(extra-vescicali) destinati al
trigono vescicale di maiale utilizzando il tracdmaa trasporto retrogrado (Fast Blue, FB).
Inoltre, e stato studiato il fenotipo dei neuromei dangli del tronco simpatico (STG,
sympathetic trunk gangljae del ganglio mesenterico caudale (CM&ydal mesenteric
ganglion) FB-positivi (FB+) utilizzando tecniche di immurmadrescenza. Nei gangli del
tronco simpatico compresi tra L1 e S3 sono stattato 1845+259 neuroni FB+; questi
erano distribuiti bilateralmente, occupavano unaifpone generalmente periferica ed
erano di piccole dimensioni (465,6+8@1#).

Nei gangli mesenterici caudali sono stati osserv87,5+1450,6 piccoli

(476,1+103,9um?) neuroni FB+ distribuiti principalmente lungo wré margine.
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Nel plesso pelvico (PP) il numero di neuroni FBa& dr 4793,3+1990,8; queste cellule,
di piccole dimensioni (374,9+85,4n?) erano organizzate in micro-gangli.

Il 66+10% dei neuroni FB+ della catena simpaticaGy erano immunoreattivi
(IR) alla tirosina idrossilasi (TH-IR) mentre quelel ganglio mesenterico caudale erano
il 53+8%; Per quanto riguarda la loro positivittaalopamina beta-idrossilasi {B-IR)
era positivo il 62+6% dei neuroni della STG e il+62 dei neuroni del GMC. i
neuropeptide Y (NPY) era espresso dal 59+8,2% deiani della STG e il 65,8+7,3%
dei neuroni del CMG.

Il peptide correlato al gene della calcitonina (F3Rra espresso dal 24,1+3,3%
dai neuroni della catena simpatica e dal 22,1+3j)8%meuroni del GMC. La sostanza P
(SP) era espressa dal 21,6+2,4% dai neuroni deféma simpatica e dal 37,7+7,5% dei
neuroni del GMC. Il polipetide intestinale vasoait{VIP) era espresso dal 19+2,3% dei
neuroni della catena simpatica e dal 35,4+4,4%éeioni del GMC. Per quanto riguarda
I'enzima sintetizzante I'ossido nitrico (ossidorimid sintasi neuronale, NNOS) questo era
espresso dal 15,3+2% dei neuroni della catena sicapadal 32,9+7,7% dei neuroni del
GMC. Il trasportatore vescicolare di acetilcolintAChT) era contenuto nel 15+2% dei
neuroni della catena simpatica e nel 34,7+4,5%nderoni del GMC. La leu-encefalina
(LENK) era contenuta per il 14,3+7,1% nei pirenofiella STG e per il 25,9+£8,9% nei
pirenofori del GMC. Per quanto riguarda la somatinsh (SOM), questa era espressa dal
12,4+3% dei neuroni della catena simpatica e d@3713% dei neuroni del CMG.Infine,
i neuroni destinati al trigono vescicale eranoanidati da fiore VAChT-, CGRP-, LENK-
, € NNOS-IR. In questo studio si e ipotizzato dloudi questi neuroni e di queste fibre

nei circuiti neuronali destinati al trigono.

Introduzione

La vescica urinaria (UB) immagazzina e periodicammenascia l'urina sotto il
controllo di circuiti neuronali al livello encefab, nel midollo spinale e nei gangli
periferici. 1l sito in cui il maggior numero delfgore nervose e dei vasi penetra nella
vescica (Fowler et al. 2008; Birder L et al. 20&@ove le fibre nervose intramurali sono
piu concentrate (Andersson, 2002; Pidsudko, 200#)tréggono della vescica urinaria
(UBT). L’area trigonale € una regione triangolaiteata dorsalmente nel corpo della

vescica, delimitata degli orifizi ureterici e daetjo uretrale, completamente rivestita da
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un epitelio la cui origine mesodermica e stata memmente messa in discussione
(McGaedy et al 2006) a favore di una origine endodtsa Tanaka et al 2010). Recenti
studi suggeriscono che la sua componente musab¢hteigono derivi prevalentemente
dal muscolo vescicale e che il contributo delledilmngitudinali ureteriche sia limitato
(Viana, 2007).

Visto I'ampliarsi delle informazioni, negli ultindecenni, inerenti il trigono si
arrivati a considerare 'UBT come una entita fumale capace di controllare la
fuoriuscita dell’'urina e di fornire un meccanismiatideflusso dell’'urina negli ureteri
(Tanagho, 1982). Ne consegue che di conseguenzigoho gioca un ruolo essenziale
nel mantenimento della continenza e nel suppoldonanzione.

Sia in medicina veterinaria (Wilson et al 208wulnier-Troff et al 2008) che in
medicina umana (Shokeir, 2004) € un sito elettieo o sviluppo di proliferazioni
tumorali. Quindi, noi crediamo che una migliore ascenza delle vie nervose coinvolte
nella regolazione della minzione sia utile per coengere i meccanismi implicati nel
controllo dellaccumulo e dello svuotamento vesleican condizioni fisiologiche e
patologiche. Maggiori informazioni possono fornirea piu esauriente comprensione del
meccanismo di azione delle terapie mediche gidesgise una base per lo sviluppo di
nuove strategie terapeutiche per il mantenimental @ecupero di un corretto
funzionamento appropriato della vescica.

Ad oggi, nel maiale, sono stati identificati e satid neuroni sensitivi (Bossowska
et al. 2009) destinati alla vescica, i neuronianturali del trigono vescicale (Pidsudko,
2004) o nella parte pelvica dell'uretra e nel cdidia vescica (Sienkiewicz et al. 2004).
E’ stato quindi intrapreso questo studio, combimatetniche che abbinano traccianti
fluorescenti a trasporto retrogrado e tecniche imogiochimiche per fornire una
descrizione dettagliata della distribuzione, deilarfologia e del corredo neuropeptidico
dei neuroni del sistema nervoso autonomo (SNA)imes@all'UBT del maiale. Alcuni
dati riguardanti i neuroni sensitivi del maiale s@ia stati pubblicati (Russo et al. 2010).
Nel presente lavoro verranno descrittie la distzibne e la morfologia dei neuroni del
SNA extramurali e il corredo neuropeptidico dei el simpatici destinati al'UBT di
maiale.

Il maiale, contrariamente agli animali piu picomdime ratti e gatti, ha il vantaggio

di presentare conformazione anatomica, dimensidongionalita del sistema urinario
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simili a quello dell'uomo (Wen et al. 1999; Dalmasteal., 2000) e rappresenta quindi un

modello sperimentale animale estremamente adatto.

Materiali e metodi

Tutte le procedure descritte in seguito sono se&seguite in accordo con
L’European Comunities Council Directiwkel 24 novembre 1986 (86/609/EEC) e con la
legislazione italiana riguardante gli animali spexntali, dopo I'approvazione da parte
Scientific Ethics Commitee for Esperiments on Atgrofthe University of ParmgProt.
Rif. 68/09). Sono stati compiuti tutti i possibsiforzi per minimizzare il numero degli
animali usati e la loro sofferenza.

Quattro maiali maschi interi ottenuti dall’incrocitelle razzelLarge white x
Landrace x Durogpeso medio: 34+3 Kg, intervallo 30-38 Kg) sonatisilimentati con
una dieta ad libitum per una settimana prima dgéemento. Gli animali sono stai
sottoposti a digiuno per 24 ore prima del’'intereeahirurgico. La profilassi antibiotica
pre-operatoria € stata eseguita con ceftiofur sndiNaxcel, 5 mg/Kg i.m., Pfizer,
Sandwich Kent, UK). Gli animali sono stati sedatincazaperone (4-10 mg/10Kg;
Stresnil, Janssen Cilag, Cologno Monzese, Itakgtamina (150 mg/10Kg; Ketavet 100,
Intervet Italia, Aprilia, Italy) somministrati peta intramuscolare. Dopo il decubito e la
cateterizzazione venoseefia auricularis lateralis'anestesia e stata indotta attraverso
la somministrazione di propofol (2-6 mg/Kg i.v.; pdaovet, Schering Plough, Segrate,
Italy) e mantenuta con isofluorano 1,5-2% in 100%ssigeno distribuito da un circuito
aperto attraverso un tubo orotracheale cuffiatoiNag profilassi post-operatoria é stata
eseguita per 5 giorni dopo lintervento, con toifed (2 mg/Kg; Vetoquinol, Magny-
Vernois, Lure Cedex, France) per I'effetto antianimatorio e buprenorphine (10 mg/kg
i.m.; Temgesicl, Schering Plough, Segrate, Itab) garantire 'analgesia.

| maiali sono stati posizionati sul tavolo operaion decubito dorsale, la pulizia
del campo operatorio € stata eseguita utilizzandtadine e alcool isopropilico.
L’intervento di laparotomia e stato effettuato aoma incisione post-ombelicale sulla
linea alba lunga 10-12 cm. Una volta esposta lardigge dorsale della vescica, sono stati
iniettati, per mezzo di una micro-siringa in veltamilton da 1Qul, 50 ul di tracciante
fluorescente a trasporto retrogrado Fast Blue (&&)ma-Aldrich Chemie, Steinheim,

Germany; soluzione acquosa al 2%) in 5 siti dgbtib vescicale. Le iniezioni sono state
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eseguite al centro dell'area trigonale e vicina giunzione di ciascun uretere con la
vescica,; i siti di iniezione erano facilmente indivabili per la presenza del colore giallo
lasciato dal deposito del tracciante al di sottbadeierosa. Una esecuzione attenta e
scrupolosa di questa fase della procedura e imerfzer evitare qualunque fuoriuscita
del tracciante dai siti di iniezione. Dopo averosionato correttamente i visceri in
addome, questo é stato chiuso con una suturatitiecaitre strati. Il ricovero e il periodo
post-operatorio sono stati privi di eventi sigrafiwi. Due settimane dopo la chirurgia, i
maiali sono stati profondamente sedati ed anestgtie sottoposti ad eutanasia per
somministrazione intravenosa di embutramide, mel@om iodide e tetracaine
idrocloride (Tanax, Intervet, Italy; 0,3 ml/Kg). iGnimali usati in questo studio avevano
14 vertebre toraciche (T), sette lombari (L), 4rakg¢S) e 20 caudali (Ca).

Specificita dei siti di iniezione
Al fine di non creare ripetizioni ridondanti si ramda la lettura di questo capitolo nel

paragrafo Fase I-II

Preparazione del tessuto

Da ogni soggetto sono stati raccolti, da entramhatii i gangli del tronco
simpatico (STG), i gangli mesenterici craniali edali (CrMG e CMG), il plesso pelvico
(PP), il midollo spinale (MS; spinal cord SC) eaingli spinali (GSdorsal root ganglia
DRG). Il midollo spinale e i relativi gangli sontas raccolti da Th11l a CaZ2. Il PP é stato
identificato e raccolto secondo le indicazioni ftenda Tsaknakis (Tsaknakis, 1971),
Panu et al. (2003), e Sienkiewicz (2010). Tutannpioni raccolti sono stati fissati per 6-
8 ore in paraformaldeide al 4% buffer fosfato (0,1M, pH 7,2) a 4°C, risciacquati
overnightin PBS (PBS: 0,15M NaCl in 0,01M diuffer sodio fosfato, pH 7,2) e
conservati a 4°C in PBS-saccarosio-azide. Il giaeguente, i tessuti sono stati trasferiti
in una soluzione di PBS-Saccarosio-Azid&i#ik cryostat embedding mediufiBio-
Optica, Milan, Italy) in rapporto 1:1 per altre 8¢ prima di essere posti nel medium di
inclusione puro. | tessuti sono stati congelatiizgando 2-metil-butano (isopentano)
raffreddato in azoto liquido. Le criosezioni longltnali seriate di tutti i gangli, di ambo
I lati (16 um di spessore), ottenute al criostato, sono statgate su vetrini gelatinizzati.
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Il PP e stato diviso in parti piu piccole e sucoeasente tagliato in sezioni seriate.
Le sezioni seriate del midollo spinale sono stétezzate per verificare la specificita del
sito di iniezione. Le sezioni sono state montateeduni gelatinizzati (non chiusi con il
vetrino copri-oggetto) ed esaminati con un micrpsedluorescente (Zeiss Axioskop 2
plus) le cui caratteristiche tecniche sono giaestiscritte nella fase I-Il. | vetrini sono
poi stati conservati a -80°C sino all'utilizzo pereazioni di IHC.

Analisi quantitativa

Per valutare il numero dei neuroni FB+ si sono atnsolo le cellule che avevano
il nucleo riconoscibile. Per calcolare il numertate dei neuroni FB+ si € utilizzata la di
Abercrombie (vedi M&M Fase I-11); (Guillery, 2008 stato calcolato il diametro medio
dei nuclei di 100 neuroni FB+ della catena simpatiel GMC e del PP. Il diametro
medio dei nuclei dei neuroni della catena simpatcabare e sacrale era di 11
(fattore di correzione=0,57). Il diametro medio declei dei neuroni del CMG era di
13+1um (fattore di correzione=0,52). Il diametro mede duclei dei neuroni del PP era
di 10+1um (fattore di correzione=0,61).

Il numero totale di neuroni FB+ contati nei gan@rG, CMG e PP) e la loro
distribuzione nei vari settori sono stati presentatme media + errore standard della
media (SEM). L'area dei pirenofori FB+ € stata maga con ingrandimento 40x; le
sezioni sono state fotografate con una fotocamgitale Zeiss Axoicam MRc5. Per ogni
ganglio sono state eseguite misurazioni manualnsuumero minimo di 200 cellule FB+
per mezzo del software AxioVision 4.5 (Carl Zeigscrolmagin GmbH, Germany).

| dati morfometrici relativi ad ogni classe neurlensono stati comparati in ogni
animale e tra gli animali con analisi della variammne-way (ANOVA) seguita dal test
post-hocTukey. Il livello statistico di significativita étato posto a P < 0,05. Tutte le
analisi sono state fatte con SPSS per Windows (&BR&S Inc., Chicaco, IL, USA).

Immunoistochimica

In questo studio abbiamo analizzato il corredo oehimico dei gangli del tronco
simpatico e sui gangli mesenterici caudali, cheosmmsiderati tipici gangli simpatici, e
non sui gangli del plesso pelvico che sono conatdgangli misti contenenti sia neuroni

simpatici che parasimpatici.
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Sui gangli della catena simpatica e sui gangli m@esiei caudali sono state eseguite
rezioni di immunofluorescenza per valutare la pneaalel peptide correlato al gene della
calcitonina (CGRP), della dopamina beta-idross{lagH), della leu-encefalina (LENK),
dell'ossido nitrico sintasi neuronale (NNOS), deturopeptide Y (NPY), della
somatostatina (SOM), della sostanza P (SP), daitsina idrossilasi (TH), del
trasportatore vescicolare di acetilcolina (VAChTde# polipetide intestinale vasoattivo
(VIP) e la co-localizzazione della TH con gli almarkers

Le sezioni si lasciano asciugare all’'aria a temjpesaambiente (RT) per 30
minuti, successivamente € stata eseguita una pobazione con una soluzioni di Triton
X-100 allo 0,25% con I'1% di albumina sierica bavil 10% siero normale di capra in
PBS (0,15M NaCl in 0,01M duffer sodio fosfato, pH 7,2) per 1 ora RT, per ridufre i
background Le sezioni sono successivamente incubate concan®inazione degli
anticorpi primariovernighta RT (tabella 1) e dopo gli opportuni risciacqusubate con
una soluzione di isotiocianato di fluoresceina E)oniugata e I'anticorpo derivato
dalla capra di IgG di topo biotilinata (1 h; RTifihe, le sezioni vengono incubate con
streptavidinaTexas Recdtoniugata (1 h; RT) e montati con bnffer di glicerolo. Le
sezioni sono state poi osservate e fotografateucomicroscopio a fluorescenza Zeiss
Axioskop 2 plus (equipaggiato come descritto nigltze I-11).
Le percentuale di neuroni, per ogni ganglio, ch@iggevano le differenti combinazioni
dei marcatori e stata calcolata sul totale dei ox@iuFB+ destinati al trigono per ogni
anticorpo utilizzato in questo studio. | dati s@spressi come media = SEM tra i quattro
animali. Le proporzioni delle varie combinazioni dearcatori nei diversi gangli sono
state valutate con il test Chi-quadro. Un valor®,BS e stato considerato significativo.
Tutte le analisi sono state fatte con SPSS per @Visdv.18; SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).

Caratterizzazione dell'anticorpo
Specificita degli anticorpi primari

La specificita degli anticorpi anti-CGRP (Sigma-Adth) e anti-nNOS
(Chemicon-Millipore) & stata testata recentememtenpezzo dell’analisi Western blot
(WB) (Russo et al. 2013) su tessuti di maiale.
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La specificita di anticorpi anti-TH (Sigma-Aldrighanti-DBH (Chemicon), anti-
SOM (Genetex), anti-NPY (Sigma-Aldrich) e anti-VACHSigma-Aldrich) e stata
testata in questo studio per mezzo dell’analisi WiBltre, gli anticorpi anti-VIP, anti-
CGRP, -NPY, -TH e -VIP sono stati testati con 8ttdi assorbimento. Si deve inoltre
notare che idatasheetdella Sigma-Aldrich garantiscono la specificitiglieanticorpi
primari anti-CGRP, -SP, -NPY e -VIP nei i tessutimdiale. L'anticorpo policlonale anti-
LENK (Chemicon) non ha dato risultati nell'analisiB, non si € potuto garantire la
specificita dell’anticorpo, cosi come specificatlad stesso produttore. Il LENK € un
peptide oppioide che in tutti i Mammiferi derivalldastesso precursore (Noda et al.
1982), questo rende ragionevole credere che L&MiK possa riconoscere il polipeptide

del maiale.

Westen blotting

| campioni di tessuto (DRG, STG e SC) sono staicwHi, congelati in azoto
liquido e conservati a -80°C. In seguito, per llmnaelle proteine, i tessuti sono stati
scongelati e omogeneizzati direttamente in unazgmhe di lisi (SDS) (Tris-HCI 62,5
mM pH 6,8; SDS 2%, 5% glicerolo) con 0,1 mM di feretilsulfonilfluoride (PMSF). Il
contenuto proteico dei lisati cellulari & statoedtetinato con il protocollo standardizzato
Protein Assay Kit(TP0300, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)e laliquote
contenenti 1Qugr di proteine sono stati fatti correre sul gel g€ 4-12% bis-Tris Gel
(Gibco-Invitrogen, Paisley, UK) per 50 minuti a 200Le proteine sono state
successivamente trasferite elettroforeticamentarsumembrana di nitrocellulosa. Le
bande sono state lavate con PBS e il trasferimaatigico € stato controllato colorando
le membrane di nitrocellulosa con Rosso di Pon@@azfo. Le membrane sono state
incubate a +4°@vernightcon i rispettivi anticorpi irbuffer Tris saline-T20 (TBS-T20
20 mM Tris-HCI, pH 7,4, 500 mM NaCl, 0,1% T-20);t@orpo monoclonale anti-TH
derivato dal topo (1:1500 Sigma-Aldrich), anticoqpaliclonale anti-SOM prodotto nel
coniglio (1:2000 GeneTex), anticorpo policlonal&-&PY derivato dal coniglio (1:3000
Sigma-Aldrich e Chemicon), anticorpo policlonaletida?H prodotto nel coniglio
(1:2000 Chemicon), anticorpo policlonale anti-VACIErivato dal coniglio (1:500
Sigma-Aldrich), anticorpo policlonale anti-LENK mlotto nel coniglio (1:1000

Chemicon).
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Dopo diversi lavaggi con PBS-T20, le membrane setaie incubate con
anticorpo secondario coniugato con la biotina essgivamente con un anticorpo anti-
biotinahorse-radish peroxidasgiRP){inked con diluizione 1:1.000.

Le bande del Western blot sono state sviluppatkzaando un substrato
chemiluminescente (Super Signal West Pico Chemnasuent Substrate, Pierce
Biotecnology, Inc., Rockford, IL, USA) secondo itopocollo fornito dal produttore.
L'intensita del segnale luminescente delle bandsato rilevato con un Fluor-STM
Multimager con il software Quantity One (Bio-Radbloaatories Inc., Hercules, CA,
USA). L'analisi delle bande ha confermato la spetif degli anticorpi primari utilizzati
nel presente studio. La banda rivelata nel midgpimale per mezzo dell'anticorpo anti-
TH ha mostrato un peso molecolare approssimative8dkDa (Figura 1) mentre nei
gangli spinali la banda ha mostrato un peso madeeahferiore, infatti era di 55 KDa
(Figura 1); Poiché la sequenza proteica completa nm&ali non e disponibile
(http://www.uniprot.org), abbiamo considerato ispanolecolare teorico di TH iHomo
sapieng58 KDa). InHomo sapiensono note quattro isoforme della proteina, 5566, 5
58,1 e 58,5 KDa; non possiamo escludere che dimrise specifiche di questa proteina
possono esistere anche nel maiale. L'analisi WBgeroteina BH ha mostrato, nei
gangli spinali e nel midollo spinale, una banda peso molecolare approssimativo di 70
KDa; sebbene la sequenza d¢lHDsembri essere conservata in specie differentieco
Mammiferi e Uccelli, nemmeno la sequenza completdD@H nel maiale e disponibile.
Come € gia stato osservato in altre specie (Fraewhnal. 1988; Russo et al. 2009; Russo
et al. 2010), anche in questo studio si sono oagemna isoforma monomerica e una
dimerica di BH (Figura 1). La banda riferibile alla proteina stipstatina si € potuta
rilevare nel midollo spinale di suino, ma non nengli spinali, con un peso
approssimativo di 13 KDa (Figura 1), coerente dqeso del pre-pro-peptide. L'analisi
WB per la proteina NPY, nel midollo spinale di syifna mostrato una banda del peso
approssimativo di 11 KDa (Figura 1), coerente @isdquenza completa del pre-pro-
peptide. Nei gangli spinali la banda era piu del{dli non mostrati) e con un peso
molecolare differente (di circa 4,5 KDa), in linean il risultato riportato da Kos et al.
(2007). La banda per la proteina VAChT ottenuta gigli della catena simpatica,
esprimeva un peso approssimativo di 70 KDa (Figijtadato coerente con il peso

molecolare della sequenza aminoacidica della prat¢ AChT.
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Fig. 1. Immunomarcatura con tecnica Western blot dellssitia idrossilasi (TH), della dopamina beta-
idrossilasi (DBH), della somatostatina (SOM), delropeptide Y (NPY) e del trasportatore di ves@col
di acetilcolina (VACHT) nei gangli spinali, in quiedlel tronco simpatico e in quelli del midollo spie di
suino. Il numero alla sinistra di ogni colonna rail peso molecolare. Le immagini sono state lepgate

corrette in luminosita e contrasto per garantiréamnao uniforme.

Risultati
Utilizzando un tracciante fluorescente a traspoeivogrado ha consentito di
individuare e caratterizzare i neuroni destinatirigiono della vescica urinaria in tutti i

campioni raccolti.

Gangli del tronco simpatico

| neuroni FB+ nei gangli della catena simpaticacsstate osservate in entrambi i
lati lungo il tratto.

Il numero medio di neuroni positivi al tracciant@a eli 1845+59 ed erano per la
maggior parte (87+5%) localizzati al livello dei gl L7-S2. La frequenza di
distribuzione dei neuroni FB+ in ogni segmento alethtena simpatica € mostrata nella

Figura 2.

110



1000 800 600 400 200 0 0 200 400 600 8OO

1000

L1
L3

f
Hl L
Ha

=

—

%

left - - right

Fig. 2. Diagramma a barre che mostra la frequenza di listibne dei neuroni destinati al trigono della
vescica urinaria (numero totale medio 1845+259 4) in ogni livello segmentale dei gangli del tronco

simpatico.

| neuroni FB+ nel tessuto osservato erano isolatiggruppati in piccoli gruppi
2-3 neuroni, disseminati nel ganglo. Nei gangli phesentavano il maggior numero di
marcate queste erano quasi esclusivamente lodalizrzgo il margine del ganglio con
una evidente organizzazione topografica (Figural3, Le cellule marcate erano tipici
neuroni multipolari (Figura 3, A2), con forma dilifa, dove l'asse maggiore era
generalmente orientato parallelamente all'assatlahigale del ganglio. | neuroni FB+
mostravano il nucleo eccentrico. Dato che non sosusservate differenze significative
tra le dimensioni dei neuroni STG lombari e sadralbgni animale, o tra gli gruppo. Il
valore medio delle aree dei pirenofori dei neurdestinati al trigono nei neuroni della
catena del simpatico era di 4668%°2. Per mezzo del test statistico one-way ANOVA
(P<0,001) si sono comparati i valori medi delle énsioni dei neuroni nei diversi
campioni (STG, CMG e PP) e si sono osservate diftez significative riportate nella

Figura 4.
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Fig. 3.A) Immagine della sezione longitudinale del gangdléstro L7 del tronco simpatico (STG L7), uno
dei gangli contenenti la piu alta densita celluéstBlue positive (FB) destinate al trigono vedeiad
maiale. Al) Distribuzione dei neuroni post-gangl@mpatici FB+ alla periferia del ganglio, per gtz
visibile piccolo ingrandimento 1x; il rettangoloabico indica l'area dalla quale & stata presa I'igmmea
mostrata in A2. A2) Morfologia dei neuroni post-ghari simpatici marcati, ingrandimento 20x. B)
Immagine della sezione longitudinale del gangliccemterico caudale destro (CMG). B1) Distribuzione
dei neuroni post-gangliari simpatici FB+ alla peri& del ganglio, ingrandimento 1x; il rettangolarito
indica l'area dalla quale é stata presa l'immagiostrata in B2. B2) Morfologia degli stessi neuroni
marcati, ingrandimento 20x. C) Immagine di una@eidi un micro-ganglio del plesso pelvico (PP) che
mostra la distribuzione dei neuroni post-gangl@Bi+ (C1). C2) Morfologia dei neuroni PP marcati,

ingrandimento 20x.
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Gangli mesenterici craniali

Di tutti i gangli mesenterici craniali prelevatiiddiversi animali utilizzati nel presente
studio solo uno di questi ha mostrate cellule ntarcan il FB, solo 8 neuroni FB+ in un
CrMG di sinistra. L’esiguo numero di cellule osssp/non consentite di fare valutazioni

statistiche o descrizioni morfologiche.

Gangli mesenterici caudali

Il numero medio di neuroni FB+ trovato nei CMG belali é stato di 428811451,
con la maggioranza di queste cellule (66£14%) lazate nel ganglio sinistro.

Le cellule marcate sono state trovate quasi eselosnte lungo un margine dei
CMG con una evidente organizzazione topograficguiié 3, B1). Queste cellule erano
tipici neuroni multipolari (Figura 3, B2), con dio asse maggiore generalmente orientato
parallelamente all'asse longitudinale del gandlioeuroni erano generalmente ovali e
rapidamente identificabili per il loro grande nuck®tondo. Poiché il valore medio delle
loro aree non mostrava differenze significative ited soggetti, abbiamo raggruppato
insieme tutte le misure dei neuroni CMG destinati'dBT proveniente da tutti gli
animali per un totale di 476+1(? (Figura 4). Il valore medio risultante non era
significativamente diverso da quello dei neuronGSdestinati all'UBT (test post-hoc di
Tukey, P>0,05).
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Fig. 4.1stogramma delle dimensioni medie (+ SEM, n = 4afijfadei neuroni post-gangliari destinati al
trigono della vescica urinaria nei gangli del tromimpatico (STG), nei gangli mesenterici caudali
(CMG) e nei gangli pelvici (PP).
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Per determinare I'area del pirenoforo dei neur@# Bono state misurate almeno
duecento cellule marcate di ogni classe neuromalegni animale. L'analisi statistica
one-way ANOVA ha rivelato delle differenze signétove (P<0,001) tra le dimensioni
medie dei neuroni nei tre tipi di gangli. Gli asdehi in figura indicano una differenza
significativa (*P<0,05) ottenuta comparando i neumPvs CMG e STG attraverso il

testpost-hoadi Tukey.

Plesso pelvico

Neuroni fast blue positivi sono stati costantement@ati nel PP; infatti, un
numero medio di 4793+1991 neuroni FB+ e stato tm\alateralmente nel plesso
pelvico, localizzati nell'angolo tra la terminazéodei dotti deferenti dell'uretra e la parte
craniale della ghiandola vescicolare. La maggiotepg61+13%) di questi neuroni FB+
Si presentava isolata o raggruppata all'internaxdero-gangli di destra. | neuroni FB+
del plesso pelvico mostravano la tipica morfolagganeuroni multipolari (Figura 3, C1-
C2) e il valore medio delle aree del loro pirenoferano simili nei 4 soggetti, cosi si &
potuto raggruppare tutte le misurazioni morfomégidei neuroni FB+ del PP destinati
al trigono vescicale, in un unico gruppo ottenendovalore pari a 375+86m? (Figura
4). Questo valore era significativamente piu piocdil quello riscontrato nei i CMG e
STG (test post-hoc di Tukey, P<0,05).

L'immunoistochimica dei gangli simpatici

Abbiamo eseguito la tecnica immunoistochimica saangyi del troco simpatico
(STG) e sui gangli mesenterici (CMG).
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Fig. 5. Gli istogrammi mostrano le percentuali medie + SEM: 4 maiali) dei neuroni FB+ dei gangli del
tronco simpatico (STG) e dei gangli mesentericidediu(CGM) destinati al trigono vescicale di majale
sono rappresentati i neuroni FB+ immunoreattivi gd¢)ogni anticorpo e la percentuale di questi n@uro

FB+ che ha anche co-espresso immunoreattivita a[THH).

Gangli del tronco simpatico

Ogni combinazione di anticorpi primari € statad&stin ciascun animale, su un
numero medio di neuroni FB+ pari a 236+22. La peteale di neuroni FB+ e
immunoreattivi ad uno denarkersutilizzati in questa ricerca, o co-esprimenti anghi-
IR, era pari al 66+10%; la quasi totalita, il 92+78bquesti neuroni ha co-espresgtH>
IR, evidenziando una natura catecolaminergica (gigy A1-A3). Il 59+8% di neuroni
FB+ erano anche NPY-IR, mentre il 52+7% di essesprimeva TH- e NPY-IR (Figura
6, B1-B3). | neuroni destinati allUBT hanno mostranche positivita per tutti gli altri
marcatori usati nelle seguenti percentuali: p€GRP il 24+3%, per la SP il 22+2 %, per
i1 VIP il 19£2%, per I'InNOS il 15+2%, per il VAChT 15+£2%, per il LENK il 14+7% e
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per la SOM il 12+3%. Inoltre i neuroni FB+/TH-IR -@sprimevano nelle seguenti
percentuali anche il CGRP per il 20+2% (Figura &;C3), la SP per il 19+5%, il VIP
per il 15£2%, il VAChT per il 15£2%, 'nNOS per 12+3%, la SOM per il 12+4%)
(Figura 6, D1-D3) e la LENK per '11+3%.

Le fibre VAChT- (Figura 7A), CGRP-, LENK-IR (Figui@) e, in misura minore,

le NNOS-IR formavano delle varicosita intorno aiiromi FB+.

Fig. 6. Immagini a fluorescenza di sezioni longitudinall danglio sacrale (S1) del tronco simpatico di
maiale contenente i pirenofori positivi al FB, cgpamenti TH, e uno dei differenti marcatori impégign
questo studio. Nel gruppo di figure contrassegdatia lettera A, le frecce indicano tre pirenofoositivi

al FB (A1) co-esprimenti PH (A2) e TH (A3). Nel gruppo di figure contrassetgdalla lettera B, le frecce
indicano pirenofori positivi al FB (B1) co-esprinietNPY (B2) e TH (B3). Nel gruppo di figure
contrassegnate dalla lettera C, le frecce puntargown neurone positivo al FB (C1) co-esprimentha
CGRP (C2) e TH (C3). In C2 sono inoltre visibililédibre nervose varicose CGRP-IR. Infine, nelgpa

di figure contrassegnate dalla lettera D, la fregeinta verso un neurone positivo al FB (D1) caiesmte
SOM (D2) e TH (D3).
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Fig. 7. Immagini di sezioni ottenute dal ganglio S1 dellwena simpatica (A1-B4) e dal ganglio
mesenterico caudale (C1-D4) del maiale. A) la pdiefta freccia mostra un neurone destinato al tiigo
(pirenoforo positivo al FB) (A1), positivo ancheTaH (A3, conTexas Rede al VAChT (A2, con FITC),
ma circondato da una trama di terminazioni nenosgticate dalle frecce) VAChT-IR (A2, con FITC);
immagini delmergein A4. B) la punta della freccia mostra un neurpasitivo al FB (B1) immunoreattivo
sia al LENK (B2, con FITC) che al TH (B3, con TexRed); delle fibre nervose singole immunoreattive a
LENK (con FITC) sono interposte ai neuroni del damgndicate dalla freccia. Una immagini del merge
e visibile in B4. C) le punte di freccia indicanoedneuroni positivi al FB (C1) che co-esprimonG@RP
(C2, con FITC) e il TH (C3, con Texas Red); Alcdilme nervose CGRP-IR (con FITC) indicate dalla
freccia sono osservabili tre e sopra i neuroni §arigUna immagine deinergeé visibile C4. D) le punte
della freccia evidenziano i neuroni FB+ co-esprithneNlOS (D2, con FITC) e TH (D3, con Texas Red);
le frecce indicano delle fibore NNOS-IR (con FIT®eccircondano i neuroni del ganglio; Una immagine

del merge ¢ visibile in DA4.
Gangli mesenterici caudali

E’ stato utilizzato un numero medio di 487+48 neufeB+ dei gangli mesenterici

caudali osservati in ciascun osservati animaletg&are le combinazioni di anticorpi
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primari. Le percentuali di neuroni FB+ che hanspresso positivita per unarkere i
neuroni FB+/TH-IR che co-esprimevano anche unoidagi marcatori utilizzati in
questo studio sono riportate in Figura 5.

In media, circa meta dei neuroni FB+ (53+8%) coresgva il TH e la maggior
parte (87£6%), di questi neuroni ha co-espres$bl-IR, evidenziando una natura
catecolaminergica. Una discreta quantita (66 + d&@heuroni FB+ co-esprimeva NPY-
IR, mentre il 58+6% co-esprimeva TH- e NPY-IR. unani destinati al trigono vescicale
mostravano, inoltre, positivita a tutti gli altriartatori usati nelle seguenti percentuali: al
CGRP per il 22+3%, alla SP per il 38+8%, al VIP p&5+4%, al'nNOS per i133£8%,
al VAChAT per il 35£5%, al LENK per il 2629% e alBOM per il 32+7%. Inoltre, neuroni
FB+/TH-IR co-esprimevano CGRP- nel 18+5%, SP- dei/36 (Figura 8, A1-A3), VIP-
nel 32+2% (Figura 8, B1-B3), VAChT- nel 23+3% (Fig8, C1-C3), nNOS- nel 23+6%
(Figura 8, D1-D3), SOM- nel 27+4% e LENK-IR nelt33%6 (Figura 8, E1-E3). Le fibre
LENK-IR e nNOS-IR (Figura 7D) formavano varicositéorno ai neuroni FB+.
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Fig. 8. Immagini di sezioni del CMG di maiale dove sonoewgabili dei pirenofori positivi al FB co-
esprimenti TH e uno degli altmarkersutilizzati in questo studio. A) le frecce indicathoe pirenofori FB+
(A1) co-esprimenti la SP (A2) e il TH (A3). B) leetce indicano due corpi neuroni FB+ (B1) co-espritn
sia il VIP (B2) e che il TH (B3). C) la freccia il un neurone (C1) marcato anche cin il VAChT (€2)
il TH (C3). D) le frecce indicano neuroni al FB+XPche co-esprimevano I'nNOS (D2) e il TH (D3). E)
le frecce indicano due neuroni FB+ (E1) marcathancon il LENK (E2) e il TH.
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Discussione
Localizzazione dei neuroni FB+

| neuroni post-gangliari destinati al trigono vesde sono stati osservati nei tratti
L1-S3 della catena simpatica, nei CMG e nel PP, tregrochissime cellule FB+ sono
state osservate nel CrMG. Di rilievo l'osservaziahe I'87+5% del totale dei neuroni
FB+ contati erano concentrati nei gangli L7-S2isultati di questa ricerca sono in
accordo con quanto gia pubblicato sull'innervazideka vescica. E’ noto che la vescica
viene innervata da tre coppie di nervi: 1. | nepagastrici - contenenti principalmente
fibre simpatiche post-gangliari e poche fibre pamgjiari destinate ai cosi detti neuroni
adrenergici brevi (short adrenergic neurons) laeali in gangli contigui alla vescica e
ad altri organi pelvici (Feher e Vajda, 1981; Dosvat al. 1984; Pidsudko, 2004); il nervo
ipogastrico contiene anche fibre sensitive prevalaente nocicettive (Bossowska et al.
2009; Russo et al. 2013); 2. | nervi pelvici - @aenti principalmente fibre pre-gangliari
parasimpatiche, che raggiungono i neuroni (paragiitipdel plesso pelvico e dei gangli
intramurali; sono in essi presenti anche fibre qastgliari (Crowe et al. 1986; Crowe e
Burnstock, 1989Gabella, 1990; Lasanen et al. 199%¢lius e Gabella, 1998) e fibre
sensitive soprattutto meccanocettive (Russo €2Gl3); 3. | nervi pudendi, destinati
all'innervazione motoria del muscolo uretrale ceng anche fibre sensitive vescicali (de
Groat e Booth, 1993; de Groat et al. 1993).

Possiamo ipotizzare che tutte le fibre del SNA idast al trigono vescicale
attraversano il PP. Le fibre che originano dai djashgjla catena simpatica lombare (L1-
L6) raggiungono il PP insieme ai nervi ipogastriei; maggior parte delle fibre che
originano dai tratti piu caudali (L7-S2) seguon@ivi pelvici.

Un’altra osservazione interessante € la rilevaziahie una distribuzione
viscerotopica dei neuroni FB+ coinvolti nella inm&zione dellUBT nei gangli del tronco
simpatico (L7-S2) e nel CMG, mentre nella restapéete dei gangli della catena
simpatica si sono potute osservare pochissime leefB+ senza una particolare
organizzazione topografica.

Nel maiale, come in altre specie, € gia stata diratss una organizzazione
viscerotopica dei neuroni dei gangli prevertebdaktinati a diversi organi (Kaleczyc et
al. 1995; Kaleczyc, 1998; Majewski, 1999; Pidsudkal. 2001). Per quanto riguarda la

STG, la letteratura riporta un’organizzazione vist@pica solo per i neuroni destinati al
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colon (Skobowiat et al 2010). In questa ricercaosetate descritte le caratteristiche
morfometriche dei neuroni FB+. | neuroni erano gaimeente piccoli (area di 100Mm?;
diametro di 4am); in particolare, nel PP, i neuroni FB+ erano piccoli di quelli della
catena simpatica e del CMG. Questo puo essere @avddtto che essi sono localizzati
piu vicini allUBT, o al basso livello di androgepiesenti nei suinetti di 3 mesi di eta
(Colenbrander et al.1978). Gli effetti degli andengsi fanno risentire infatti non solo
sulla dimensione dei neuroni coinvolti nella rippatbne ma anche su quella dei neuroni

di vescica e intestino (Keast e Saunders, 1998).

Immunoistochimica
Immunoreattivita alla tiroxina idrossilasi e/o dopaina beta-idrossilasi

Nei gangli della catena simpatica le reazioni dmumoistochimica hanno
evidenziato che solo il 60% dei neuroni destindfiUBT esprimevano fenotipo
adrenergico (TH/BH-IR) e preferenzialmente esprimevano NPY. Nel CM&,
percentuale di neuroni adrenergici era ancor pgsddcirca il 45%). Inoltre, le cellule
TH/NPY-IR rappresentavano circa il 60% dei neugstinati allUBT.

Sebbene nella catena simpatica fossero presemtdigreeuroni FB+ (con diametro
compreso tra 40 e §6n), i neuroni adrenergici e NPY-IR erano piu pic¢atea < 1000
um? e diametro di 4qum) e preferibilmente localizzati alla periferia g@ginglio.

L’evidenza di una cosi bassa percentuale di neul@rsistema nervoso simpatico
esprimenti fenotipo non-adrenergico (TH pHDnegativi) € sicuramente uno dei dati piu
interessanti della ricerca.

Studi precedenti eseguiti nel maiale e in altri Maiferi avevano infatti rilevato
che, la grande maggioranza dei neuroni della catenpatica (Hill e Elde, 1989) e del
CMG (Kaleczyc et al. 2003/ajewski e Heym, 1992) sono noradrenergici. Leelldhze
osservate nei nostri risultati possano esserelaterall'eta degli animali usati nella nostra
ricerca. Infatti, &€ noto che le proprieta immunaéstimiche dei neuroni simpatici possono
cambiare con I'eta (Maslyukov et al. 2007) e cheuroni autonomi che innervano gli
organo genitali (Sienkiewicz, 201Keast, 1999), la vescica e l'intestino sono infaan
dagli ormoni steroidei (Keast, 1999; Keast, 200Q)asso livello di testosterone sierico,
documentato da Colenbrander et al. (1978) in stiitie mesi potrebbe spiegare le basse

percentuali di neuroni fenotipicamente adrenergmiati nel nostro studio, soprattutto
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se comparate con quelle ottenute su soggetti aglgkissualmente maturi (di piu di 100
KG e 8 mesi di eta) di sesso femminile (Koszykowstaal. 2010) o maschile
(Sienkiewicz, 2010). Si dovrebbe inoltre considerdrtipo di target raggiunto dai
neuroni; infatti, le percentuali di neuroni adregierosservate nella presente ricerca sono
simili a quelle riportate da Pidsudko (Pidsudko04£0in una ricerca sui neuroni
intramurali localizzati nel trigono vescicale drsette di 10 Kg. Quindi, i neuroni con
corredo adrenergico destinati allUBT di maialerpbbero non essere molto numerosi
negli STG e nei CMG perché un’altra sottopopolagidnneuroni adrenergici € presente
nei gangli intramurali del'UBT. Il corredo neuraetico, la particolare distribuzione e la
ridotta dimensione dei neuroni FB+ fanno ipotizzan@ loro funzione vasocostrittrice,
in accordo con la piu recente ricerca condottaltse specie (Majewski, 1999; Heym et
al. 1990;Trudrung et al. 1994; McLachlan, 1995; Gibbins, @0Q.a vosocostrizione
potrebbe non essere la sola possibile funzionattintarsen et al. (Larsen et al. 1978) e
Lakomy et al. (Lakomy, 1989), hanno trovato nelllU@ suino numerose fibre nervose
adrenergiche apparentemente correlate con la tanasaolare della vescica e con la
parete muscolare dei vasi sanguigni. Quindi, i oeuladrenergici destinati allUB
dovrebbero aver anche una funzione visceromotticelolo dei neuroni adrenergici
visceromotori sul muscolo liscio dell'lUBT apparemmesso. Secondo Yamanishi et al.
(Yamanishi et al. 2003) il ruolo funzionale dellask della vescica, incluso il trigono
vescicale, e aprire e chiudere il collo della vesdurante il iempimento e svuotamento,
rispettivamente. La muscolatura a livello di trigoe sensibile alla noradrenalina
(presenza di recettos) (Yamanishi et al. 2003, Caine et al. 19K6anna et al. 1981).
Durante il riempimento della vescica la stimolasoadrenergica concorre alla
contrazione della parte muscolare superficiale dello della vescica (origine
mesodermica). La muscolatura piu profonda, di negndodermica, dotata, come tutta
la muscolatura del detrusore di recettori adrewedjitipo B, si rilassa. Cio favorisce la
dilatazione della vescica e il consegente accurdulorina (Yamanishi et al. 2003).
Durante la minzione, il detrusore e la muscolatugbnale reagiscono all'acetilcolina
liberata dal nervo pelvico attraverso recettori cammici (Dass et al. 2001; Yamanishi et
al.2002).

122



Immunoreattivita al neuropeptide Y

In generale, 'NPY potrebbe avere un ruolo nelfinione della neurotrasmissione
non-adrenergica-non-colinergica (NANC), adrenergceolinergica eccitatoria, come
gia ipotizzato da Persson et al. (Persson et &5)1Bquali hanno osservato terminali
NPY-IR correlati a fasci muscolari o a piccole adaella lamina propria del trigono di

femmine adulte di suino.

Immunoreattivita al trasportatore vescicolare delteticolina

La VAChT-IR, da sola o associata con la TH-IR, aadthe, oltre alla presenza di
pirenofori colinergici nel ganglio pelvico (Kaleazgt al. 2003) e nei gangli intramurali
di natura parasimpatica (Lakomy et al. 1990; Pideu@004), anche i gangli para- e
prevertebrali possono essere sede di neuroni goadmocolinergico destinati alla parete
dellUB (Lakomy et al. 1990; Persson et al. 1995. co-localizzazione di marcatori
colinergici e catecolaminergici € gia stata osdervella specie suina nei neuroni STG
destinati al muscolo bulbo-spongioso (Gazza €2@)3), al muscolo retrattore del pene
(Botti et al. 2003) e al muscolo retrattore detaclde (Ragionieri et al 2008). Inoltre,
ChAT e DBH sono stati trovati co-localizzati nel ganglio \aeale craniale di feti di
maiale (Wang et al.1995). E noto che, durante ltugpo fetale, alcuni neuroni
esprimono temporaneamente fenotipo nor-adrenergieojn seguito perdono le loro
caratteristiche noradrenergiche assumendo fenagpioergico (Schafer et al. 1995;
Keast et al. 1999; Masliukov e Timmermans, 2004gl Nrigono la funzione
dellinnervazione colinergica potrebbe essere ladutazione pre-sinaptica della

neurotrasmissione adrenergica eccitatoria (Sedteas 2012).

Immunoreattivita al peptide correlato al gene deltalcitonina

I CGRP e comunemente considerato un marcatore digllafferenti (Majewski
et al. 1995; Kaleczyc et al. 1992Zzaja et al 2000); quindi la sua presenza nei meuro
FB+ della catena del simpatico puo apparire inesadé sua co-localizzazione con il TH
ancora di piu. Comunque e riportato in bibliograine si possono osservare neuroni FB+
che co-esprimono il CGRP ma sono negativi per il Aél gangli della catena del

simpatico di maiale (Gazza et al. 2003; Happ6ll.e1993; Lakomy et al 1994); anche
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la co-localizzazione del CGRP con il TH e stataha&nosservata, anche se in pochi
neuroni, nei gangli della catena del simpatico idastal muscolo bulbo-spongioso
(Gazza et al. 2003) e al muscolo retrattore dedratie (Ragionieri et al 2008). Persson
et al (Lakomy et al. 1990) hanno osservato un pacoamero di fibre con andamento
varicoso CGRP-IR nello strato muscolare dell'lUBT,cdi solo pochissime erano
perivascolari. Inoltre, si sono osservate delleefiCGRP-IR destinate ai neuroni dei
gangli intramurali del'UBT di maiale (Lindh et d1989), che in questa ricerca sono state
interpretate come collaterali dei neuroni sensitif tratto urinario, capaci di modulare
I'attivita del muscolo liscio per mezzo di una fiome efferente antidromica; In questo
studio si e dimostrato il contributo peptidergidéirmervazione dellUBT dei gangli
autonomi. In accordo con Happoéla et al (Happokl.e1993), si suppone che i neuroni a
corredo peptidergico giochino un ruolo nella modidae della neurotrasmissione in

organitargetdei gangli simpatici di suino.

Immunoreattivita alla sostanza P

Molti studi svolti fino ad oggi considerano la Sésante nei neuroni della catena
del simpatico (Skobowiat eta al. 2010; Happdlalel@93; Lakomy et al 1994) e nei
gangli mesenterici caudali (Majewski e Heym, 198Rjnaiale; in questa ricerca sono
stati identificati alcuni neuroni SP-positivi neuroni dei gangli paravertebrali destinati
al muscolo retrattore del pene (Botti et al. 20@3g/cuni neuroni, destinati al muscolo
bulbo-spongioso, dei gangli della catena simpaticaui la SP era co-localizzata con il
TH (Gazza et al. 2003) e al muscolo retrattorectisride (Ragionieri et al 2008). La
stessa co-localizzazione € gia stata osservatanoimnero moderato di neuroni dei gangli
intramurali dellUBT (Pidsudko). La presenza di rweu SP-positivi e TH-negativi
potrebbe essere spiegata prendendo in consideeazian efficacie funzione
vasodilatatoria di questa molecola, che potremmmtizpare essere presente nella
funzione di modulazione del flusso sanguigno (Liethl. 1989). La presenza di neuroni
co-esprimenti il TH e la SP potrebbe essere smegain ipotizzando un loro
coinvolgimento in diversi riflessi viscerali e rizgte neuroendocrine, come gia ipotizzato

per altre specie (Majewski et al. 1995; Trauriglett991).
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Immunoreattivita al polipeptide vasoattivo inteséife

In alcuni neuroni dei gangli della catena del sitiqaea livello cervicale (Happola
et al. 1993), toraco-lombare (Hill e Elde; 1989kamy et al 1994) e sacrale del maiale
(Wang et al.1995) sono risultate VIP-IR, con dealiferenze cranio-caudali. Delle
discrepanze nei risultati quantitativi sulla pagifi a questo peptide nei neuroni destinati
al trigono vescicale si sono riscontrate delle edéhza intraspecifiche da diversi
ricercatori. Infatti, Pidsudko (2004) non é riuscé trovare nessuna cellula VIP-IR ne
nelle fibre ne nei neuroni intramurali dell'UBT gilovani femmine di maiale, mentre
Crowe e Burnstock (Crowe et al. 1989) hanno deecrin femmine adulte, la
popolazione di neuroni VIP-IR come la seconda pagxiohe rappresentata nei gangli
intramurali dellUBT. Persson et al. (Persson etl1895) hanno anche descritto le
terminazioni nervose VIP-IR, che accompagnanodifiesiscolari, come le piu frequenti
nello strato muscolare del trigono nella femminaltad Le differenze nei risultati
riscontrate nei diversi studi viene attribuitatedt di anticorpi differenti, di animali di eta
diversa o di diverse protocolli. Ne consegue amestri risultati potrebbero essere dovuti
all'utilizzo di animali giovani. | neuroni VIP-ergi potrebbero giocare un ruolo nella
regolazione del flusso sanguigno, perché, come I'IN@IP agisce come vasodilatatore
sui vasi sanguigni degli organi genitali (Majewskial. 1995; Polak et al. 1981; Morris
et al, 1985;) e mostra un antagonismo fisiologioa ENPY nel controllo del flusso
sanguigno (Morris et al, 1985). In particolare, n&iale il VIP riduce la tensione e
l'ampiezza delle contrazioni spontanee della masg@ del trigono (Klarskov et al.
1984) e contemporaneamente rilassa la muscolatlireotlo della vescica (Yoshiyama
et al. 2008). Anche la distribuzione delle fibrePMR nel muscolo liscio, intorno ai vasi
sanguigni e al di sotto dell'epitelio del trattanario di maiale (Crowe et al. 1989),
suggerisce che questi neuroni VIP-ergici partedpafia regolazione dell'attivita del
muscolo liscio, agendo come modulatori locali nél&smissione neuromuscolare, nel
controllo del flusso sanguigno e nell’attivita egigle.

La co-localizzazione del TH con il VIP € gia stakascritta nei neuroni STG
sacrali destinati al muscolo bulbo-spongioso (Gazal. 2003) e al muscolo retrattore
del clitoride (Ragionieri et al 2008). Alcuni nearoVIP-/DBH-IR con funzione
vasodilatatoria, sono stati osservati nei gangladeatena toracica simpatica di suino
(Majewski, 1999; Hill e Elde, 1989). Comunque, taespressione del TH con il VIP e
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inusuale, visto che il VIP e considerato come urmamncatore dei circuiti colinergici o
delle vie inibitorie non-adrenergica-non-colineai¢NANC) del sistema nervoso
autonomo (Yoshiyama et al. 2008; Itoh et al. 199%)ltre, secondo Hill e Elde (Hill e

Elde, 1989) questi neuroni TH/VIP-IR potrebberoravenche una azione vasodilatatoria.

Immunoreattivita all'ossido nitrico sintasi neurora

Si e recentemente dimostrato che l'innervazionesiNOdell'UBT di maiale puo
originare anche da neuroni DRG (Russo et al. 20d43)uesto studio si evidenzia il
contributo dei gangli della catena del simpatiaohee se di modeste dimensioni. Vi
una cospicua innervazione nNOS-IR nellUBT di maianche nello strato muscolare
liscio (Persson et al. 1995), dove si osserva ingialle fibre e ai fasci muscolari che
circondano le arterie di piccole dimensioni, forrmalei plessi intorno ai fasci muscolari
che circondano i neuroni gangliari (Pidsudko, 20@damurali dell'UBT. Questi dati
sono in linea con gli studi funzionali che dimostvache I'NO puo avere un ruolo
inibitorio nella neurotrasmissione al trigono di iadl@a ed essere coinvolto nel
rilassamento mediato dall'acetilcolina epitelioatigente delle arterie vescicali del
maiale (Persson e Andersson, 1992; Persson et98B).1Si possono fare solo
speculazioni sul ruolo fisiologico della vasodildtme mediata dall’ossido nitrico nella
vescica. La parete della vescica subisce costantentei cambiamenti di tensione
murale durante il riempimento, che possono avegé dietti sul flusso sanguigno. Se il
flusso sanguigno diminuisce durante il riempimedetia vescica (Dunn, 1975, 94), si ha
una attivazione dei meccanismi vasodilatatori penife ossigeno al muscolo detrusore.
La co-localizzazione deInNOS con il TH e stata pss@a fin da subito in alcuni neuroni
dei gangli paravertebrali destinati al muscolo bedpongioso del maschio (Gazza et al.
2003) e al muscolo retrattore del clitoride (Ragonet al 2008). L’espressione
dell’ossido nitrico nei neuroni TH-IR potrebbe essédovuta al ruolo di modulatore
sull'attivita dei neuroni TH-IR; Infatti 'NO puonidurre un aumento dell’attivita dei
neuroni post-gangliari TH-IR, per mezzo di meccamissia GMPc (guanosina

monofosfato ciclico) dipendenti che GMPc indipertdéflimaschewski et al. 1996).
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Immunoreattivita alla leu-encefalina

| neuroni LENK-IR e LENK/TH-IR osservati nel presenstudio potrebbero
essere l'origine del piccolo numero di fibre vaseoLENK-IR trovate nello strato
muscolare del trigono vescicale (Persson et al519% co-esistenza della LENK, o di
altre encefaline, con il TH nei neuroni para-verdditdi maiale € stata osservata solo in
alcuni neuroni destinati al muscolo bulbo-spongidebmaiale (Gazza et al. 2003) e al
muscolo retrattore del clitoride (Ragionieri eRaD8).

Nel maiale, la presenza di peptidi oppioidi &€ steservata nei neuroni dei gangli
della catena del simpatico a livello cervicale (pi@a et al. 1993)), toraco-lombare
(Lakomy et al 1994) e sacrale (Gazza et al. 20@8ti Bt al. 2003), indipendentemente
dalla presenza di TH. Inoltre, LENK-IR e, in gerleraina presenza di peptidi oppioidi &
stata osservata in alcune fibre destinate gli arganitali della scrofa (Czaja et al. 1996;
Gazza et al. 2009). In accordo con Crowe e Buns{@®89), i neuroni LENK-IR
potrebbero avere una azione inibitoria su moltiraeuintramurali della vescica, o, piu
in generale, un ruolo di regolazione nella neusrtigsione nel trigono vescicale e nei
vasi. Infatti, la co-espressione di encefaline @mor-adrenalina nei gangli simpatici
(Konishi et al. 1981) e nelle fibre destinate gigani genitali (De Potter et al. 1987),
suggerisce che questi peptidi possano modularbir@jipre-sinapticamente ginput
simpatici alla giunzione neuro-effettrice (Czajaabt1996, Klarskov, 1987). La stessa
co-esistenza della LENK e delle catecolamine osgarin diverse fibre nervose
perivascolari nor-adrenergiche (Owman et al. 1888perisce che le encefaline possano
anche avere un effetto vasodilatatore dovuto alleo lazione inibitrice sulla

neurotrasmissione autonoma (Kaleczyc, 1998; Kateerwyl. 1997; Konishi et al. 1981).

L'immunoreattivita alla somatostatina

| neuroni SOM-IR e SOM/TH-IR osservati nel presestedio potrebbero
rappresentare 'origine delle fibre varicose SOMtiBvate nello strato muscolare del
trigono di maiale (Persson et al. 1995) o che quelle innervano i gangli intramurali
dell'UBT di suino (Pidsudko, 2004). | neuroni SORIono gia stati osservati nei gangli
della catena del simpatico in altri studi (Habegeeret al. 2000; Lacroix et al. 1992),
mentre neuroni sia SOM/TH-IR che SOM-IR/TH-negasigho stati descritti nei CMG
di maiale (Majewski e Heym,1992;). Secondo Lacretxal (Lacroix et al. 1992),
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Majewski e Heym (Majewski e Heym,1992;) e Majewdid99) e possibile ipotizzare un

ruolo vasocostrittore per questi neuroni.

Significato funzionale delle fibre nervose in ragpocon i neuroni FB+ nei gangli
simpatici.

In questo studio sono stati osservati neuroni FBeondati da fibore VAChT-,
CGRP-, LENK-, e nNOS-IR sia nei gangli della catesimpatica che nei gangli
mesenterici caudali. Il numero e la distribuziongueste fibre sono simili a quelli gia
descritti da Skobowiat et al. (Skobowiat et al. @0der le fibre che circondano i neuroni
destinati al colon provenienti dai gangli dellaetet del simpatico di maiale, mentre la
presenza di fibore VAChT-, CGRP- e LENK-IR che nbbemo osservato nei CMG ¢ in
accordo con quanto gia descritto da Kaleczyc giKalleczyc et al. 2003;) nei CMG di
maiali maschi. Le numerose fibre nervose VAChT-I circondano i pirenofori FB+
nei gangli della catena simpatica e nei CMG, pditeed originare dai neuroni colinergici
pre-gangliari localizzati nel nucleo intermedicel@ie del midollo spinale (Kaleczyc et
al. 2003; Gibbinse Morris, 2000). Inoltre partelelébre LENK-IR che circondano o che
si approcciano ai neuroni FB+ probabilmente origodai neuroni della catena simpatica
0 costituiscono proiezioni viscero-fugali dalla gt@r dell'intestino. | neuroni intestino-
fugali sono considerati come elementi sensitival@zati nel plesso mioenterico (ma
anche sottomucoso) dell'intestino. Sono gli unieuroni che inviano il loro neurite
all'esterno dellintestino, verso i gangli pre-vedstali. Nel sistema nervo enterico i
neuroni LENK-IR sono presenti piu che nei ganginap di suino (Kaleczyc et al. 2002),
mentre sono assenti nei nuclei pre-gangliari (Kaleect al. 2003; Merighi et al. 1990:
Brown et al. 2004; Brown et al. 2004; Grundy e Scaen, 2005). Le fibre nervose
CGRP-IR osservate originano dai neuroni afferegitigdingli spinali (14, Kaleczyc et al.
2003; Majewski e Heym,1992; Brown et al. 2004, Drat al. 1999). Infine, le fibre
NNOS-IR possono originare dai neuroni pre-gangla@alizzati nel nucleo intermedio-
laterale del midollo spinale lombare o dai neumtiigangli spinali (Russo et la. 2013).
L'ossido nitrico € presente in piu di una sottopapione funzionale di neuroni pre-
gangliari simpatici e puo avere un ruolo sia corasrhettitore, che agisce direttamente,
sia come un modulatore dell’informazione effererdltte ad essere coinvolto nella

neurotrasmissione afferente (Anderson et al. 1888grson et al. 1995; Anderson et al.
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1995). Di conseguenza, anche le fibore nNOS-IR aheabbiamo osservato intorno ai
neuroni destinati allUBT potrebbero rappresentzanéo proiezioni centripetali dai nuclei
dei neuroni del sistema nervoso autonomo nel nudsgpinale, quanto collaterali dei

neuroni sensitivi con funzioni integrative.

Conclusioni

Il presente studio dimostra il coinvolgimento difelienti categorie di gangli del
SNA sull'innervazione dellUBT di maiale. In paxiare, abbiamo dimostrato, per la
prima volta, che oltre al ben noto contributo d& & del CMG al controllo nervoso
dell'UBT, c'e anche una cospicua partecipaziongaegli del tronco simpatico, con una
larga estensione cranio-caudale, come gia mospatoil gatto (Kuo et al. 1984).
Abbiamo inoltre documentato che il corredo neurotbd dei neuroni simpatici destinati
allUBT é quantitativamente diversificato, ma qtalvamente simile, nei gangli del
tronco simpatico e nei gangli mesenterici cauddtye i neuroni sono non solo
adrenergici, ma contengono anche acetilcolinarepaptidi regolatori. In particolare, le
sostanze con una azione regolatrice/modulatriceaiapp essere piu importanti dei
classici neurotrasmettitofiig. I'adrenalina o I'acetilcolina.

La conoscenza dei diversi neurotrasmettitori e igepégolatori presenti nei
neuroni simpatici che innervano il trigono dellaseiea urinaria puo essere utile per lo

sviluppo di nuove terapie per il trattamento dpl¢ologie neurogene della vescica.
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Fase 4

Innervazione sensitiva del muscolo uretrale di maia

Gazza F, Ragionieri L, Botti M, Chiocchetti R, Giarcola F, Sorteni C, Panu R.

Sensory innervation of the porcine urethral muscle.

LXII Congresso Nazionale della Societa Italiana dé& Scienze Veterinarig
(S.1.S.Vet), 17-19 settembre 2013, Bresci, Italia.

Il muscolo uretrale (MU) € un muscolo pelvico, a&to, coinvolto nel controllo
volontario della minzione, che necessita di congdaaterazioni tra il sistema nervoso
autonomo e le vie afferenti, da un lato, e qudfierenti dall'altro. Le fibre afferenti, che
affiancano i nervi pudendi, sono mieliniche e amiehe modulano I'attivita della vescica
in virtu della loro sensibilita al flusso di urinalla contrazione detrusore e agli stimoli
nocicettivi (de Groat et al., 2001; Yoshimura et2003). Per approfondire la conoscenza
delle vie viscerali nocicettive e dei meccanismicre®ri abbiamo studiato la
distribuzione, la morfologia e le caratteristicreurochimiche dei neuroni sensitivi che
innervani il muscolo uretrale del maiale, ritenutovalido modello animale per gli studi
biomedici.

In seguito ad iniezione di 50 di Fast Blu (FB) nella parte ventrale del MU i t
soggetti di sesso maschile (interi) del peso dg0ed in seguito ad un opportuno periodo
di sopravvivenza, necessario alla migrazione asitrdel tracciante, sono stati prelevati
il midollo spinale e i relativi gangli spinali néfatto compreso tra Th1l4 e Cal. Le
criosezioni ottenute al criostato sono state sogtga tecniche di immunofluorescenza
indiretta al fine di valutare la co-espressione,pdee dei neuroni FB+, del recettore
TRPV1 (o VR1, vanilloid receptor 1; vedi fase 1e®n altrimarkersneuronali quali la
sostanza P (SP) e I'ossido nitrico sintasi neueofrdlOS).

La ricerca, che e ancora “in progress”, ha permeksimdividuare circa un
migliaio di neuroni FB+ distribuiti bilateralmenteei gangli spinali nel tratto S2-S4. La
loro area presentava valori compresi tra|86& i 200um?. Gran parte (~69%) dei
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neuroni FB+ era immunoreattiva al VR1 (VR1-IR). 16% dei neuroni sensitivi
nocicettivi destinati al muscolo uretrale (FB+ ePNRL-IR) esprimeva nNOS-IR mentre
solo il 6% esprimeva SP-IR. Gli esperimenti di oodlizzazione hanno dimostrato che
solo il 12% circa di questi neuroni FB+ co-esprimewche nNOS-IR, mentre solo il 4%
circa presentava SP-IR.

La presenza di neuroni FB+ quasi esclusivamern®i84 suggerisce che le fibre
afferenti dal muscolo uretrale del maiale seguanad dei nervi pudendi.
I neuroni VR1-IR di piccola/media dimensione dovefm fornire fibre nocicettive
amieliniche in grado di rispondere agli stimoliroiéi € meccanici, come gia dimostrato
(de Groat e Yoshimura, 2009). L'attivazione di qeese afferenti & in grado di innescare
sensazioni dolorifiche e conseguenti meccanismditBsa, come inflammazione e
iperattivita vescicale, che hanno lo scopo di elene dal tratto urinifer gli agenti infettivi
o irritanti potenzialmente dannosi.

| neuroni NNOS sono stati osservati in un modestoero di neuroni FB+, ma é
noto che il loro numero aumenta in seguito a leésiQuesti neuroni sintetizzano I'NO,
un neurotrasmettitore gassoso che dovrebbe agiraimera retrograda sia negli gangli
spinali che nel midollo spinale modulando l'aziode circuiti locali multi-sinaptici
adibiti alla nocicezione (de Groat e Yoshimura, 200

Pochi erano i neuroni SP-IR destinati al MU; comusgna gran parte di questi
co-esprimeva TRPV1-IR; questi neuroni potrebbenegtare riflessi autonomi in grado
di modulare l'attivita della muscolatura vescicale.

In conclusione, i nostri risultati indicano un inm@nte ruolo della nocicezione tra
le informazioni afferenti dallUM che possono féeile il riflesso della minzione e

promuovere il completo svuotamento della vescica.
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Conclusioni

Questo lavoro ha analizzato le vie nervose semes#iy efferenti coinvolte nel
riflesso della minzione e nell’accumulo dell’'urinalla specie suina. La conoscenza delle
caratteristiche anatomiche, neurochimiche, e furaiadelle vie nervose deputate alla
percezione della sensibilita vescicale e uretrade come di quelle coinvolte nel controllo
muscolare della vescica e del muscolo uretrale forttiamentale importanza per la
chirurgia urologica terapeutica e sperimentale. Sfrieconoscenze sono inoltre di
particolare importanza per la comprensione deosinpost-traumatici in seguito a danni
permanenti del midollo spinale, in seguito ai qualivescica ed il muscolo uretrale,
sottratti al controllo sovra-spinale del sistemarvoso centrale, si contraggono
contemporaneamente provocando un particolare adrdg disturbo funzionale definito
dissinergia detrusore-sfintere. Questi disturbiospresenti tanto negli animali quanto
nell'uomo. E’ giusto quindi sottolineare come il iaa presenti, a differenza di altri
Mammiferi (ad esempio le specie murine) un sistemaario assimilabile a quello
delluomo e queste caratteristiche morfo-funzionali rendono un ottimo modello
sperimentale. Infatti i maiali, presentando paraimatodinamici simili alluomo,
vengono spesso utilizzati come modelli sperimentablogici in campo umano.
Purtroppo, a fronte di approfondite conoscenzeanganti I'innervazione vescicale delle
classiche specie sperimentali (ratto, cavia, tgptip) utilizzate in campo urologico, sono
veramente insufficienti le informazioni scientifeehelative alla specie suina. Riteniamo
che sia compito del Veterinario, ed in particolardo del morfologo veterinario, cercare

di colmare talggap conoscitivo.
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