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RIASSUNTO






Scopo della tesi ¢ stato studiare nel ratto libero di muoversi i correlati comportamentali
(modificazione degli stati veglia/sonno, assunzione di cibo) e della funzionalita cellulare
nervosa centrale della manipolazione farmacologica locale del Raphe Pallidus (RPa), area sede

di premotoneuroni simpatici che regolano processi inerenti la termogenesi.

Studi precedenti hanno mostrato, da un lato, che I’iniezione di Oressina A (ORXA) nel ratto a
livello del RPa induce un aumento della temperatura cerebrale e della pressione arteriosa, ma
solo in presenza di un drive termogenico in atto, indotto dall’esposizione a una temperatura
ambientale (Ta) sub-termoneutrale. Dall’altro lato, ¢ stato invece osservato che 1’inibizione del
RPa, mediante iniezione di un agonista GABA-ergico (muscimolo, MUS), determina nel ratto,
specie non-ibernante, un blocco della termogenesi inducendo uno stato ipotermico di pseudo

torpore e un’ampia riduzione dell'attivita elettrica corticale.

I risultati della tesi mostrano che 1’iniezione di ORXA nel RPa a una Ta di 24°C, di poco
inferiore al valore termoneutrale, induce un ampio e protratto aumento della veglia e un
significativo aumento dell’assunzione di cibo. Gli effetti risveglianti sono meno intensi e
I’assunzione di cibo non diversa da quella dei controlli dopo iniezione dell’antagonista GABA-
ergico GABA-zina o di ORXA a Ta 32°C. Un’indagine immunoistochimica condotta per
verificare se tali effetti comportamentali fossero legati a un’attivazione dei neuroni

serotoninergici del RPa ha dato risultati negativi.

Nel secondo esperimento, gli effetti indotti dall’ipotermia che segue un’inibizione del RPa con
MUS sull’attivita cellulare di aree cerebrali che regolano processi di vigilanza e funzione
autonomica sono stati valutati attraverso lo studio immunoistochimico della proteina Tau, della
quale ¢ stata osservata un’iperfosforilazione reversibile indotta dal torpore in specie ibernanti.

I risultati ottenuti hanno mostrato nel ratto un andamento analogo a quello dell’ibernante



naturale, suggerendo che I’iperfosforilazione Tau sia un meccanismo generalizzato di difesa

dall’ipotermia della funzione cellulare nervosa



INTRODUZIONE
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1 RAPHE PALLIDUS

1.1 Anatomia del Raphe Pallidus

Il Raphe Pallidus (RPa), ¢ un nucleo situato nella porzione caudale del tronco encefalico, a

livello del bulbo rostrale ventromediale (RVMM, Rostral Ventral Medial Medulla).

Questo nucleo, ¢ considerato un punto di snodo centrale nella termoregolazione, in quanto sede
dei premotoneuroni simpatici, che regolano la termogenesi a livello del tessuto adiposo bruno
(BAT, Brown Adipose Tissue)', la vasocostrizione cutanea nel ratto® la comparsa del brivido®

e la termogenesi durante il processo febbrile* (Fig. 1).

E stato inoltre coinvolto nella risposta cardiovascolare in seguito a stress psicologico’® e in

quella alimentare come la motilita gastrica® e la masticazione’.

La sua posizione ¢ stata per molti anni erroneamente confusa con quella del Raphe Magno
(RMg), ma nel 1970 Braak ne individuo la corretta posizione indicando il RPa come una lunga

struttura che si estende per una porzione di midollo allungato®.

Nell’uomo questa struttura, la piu piccola annoverata tra i nuclei del Raphe’, ¢ localizzata in
prossimita della linea mediana compresa tra I’ estremita del tratto piramidale e la parte superiore
del lemnisco mediale e si estende in senso rostro-caudale dall’estremita posteriore del RMg

fino all’obex '°.

Nello specifico il RPa ¢ compreso nel “gruppo caudale” dei nuclei del Raphe (RMg e del
Raphe Obscurus), che rappresentano la maggiore risorsa serotoninergica del sistema nervoso
centrale!'; questo invia la maggior parte delle sue proiezioni alla parte caudale del tronco

encefalico e del midollo spinale!%!?,
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Il Raphe ¢ anatomicamente suddiviso in RPa rostrale (rRPa) e Raphe caudale (cRPa), che nel
topo risultano localizzati rispettivamente tra i due lemnischi mediali (rRpa) e tra i nuclei

mediali delle olive inferiori (cRPa) '.

Nel 2000 uno studio pubblicato da Nogueira e colleghi, condotto attraverso 1’utilizzo di un
tracciante retrogrado fluorescente, al fine di chiarire le incertezze di studi precedentemente
svolti con delle tecniche poco sensibili, ha mostrato le connessioni afferenti che proiettano al
cRPa '°. Queste provengono dall’area preottica, dall’ipotalamo laterale, dal grigio centrale,
dalla formazione reticolare, dai nuclei parabrachiale, tegmentale, del RMg e del raphe mediano

ed infine dal midollo spinale '°.

Un primo studio completo sulle afferenze al rRPa ¢ stato pubblicato precedentemente, nel 1997,

da Hermann '® che ha riassunto e ampliato gli studi antecedenti.

Le afferenze individuate in questo studio, attraverso 1’utilizzo della subunita b della tossina
colerica, sembrerebbero provenire da: i) centri implicati nella termoregolazione come I’area
preottica e I’ipotalamo laterale e I’ipotalamo dorsomediale; ii) centri coinvolti nel controllo
autonomico e/o della respirazione come 1’area preottica mediale, il nucleo preottico mediano,
la parte ventromediale del grigio periacqueduttale, il nucleo paragigantocellulare laterale e il

locus coeruleus.

Studi recenti hanno dimostrato inoltre come in particolare dall’area perifornicale un fascio di
fibre oressinergiche proietta a livello del rRPa e sono coinvolte nei processi di termogenesi a

livello del BAT 7

Per quanto riguarda le vie efferenti del RPa, proiezioni serotoninergiche sono state riscontrate
a livello della colonna intermediolaterale (IML, Intermediolateral Column)'® e del corno
dorsale e ventrale del midollo spinale '°, nei nuclei motori del trigemino, nel nucleo ambiguo,

facciale e ipoglosso 2°. Inoltre neuroni contenenti I’ormone rilasciante la tireotropina (TRH,

12



Thyrotropin Releasing Hormone) a livello del RPa proiettano al complesso vagale dorsale

responsabile dell’aumento dell’attivita gastrica ¢,

La maggior parte di questi neuroni termina direttamente a livello dei motoneuroni o dei neuroni

pregangliari autonomici.

Studi recenti effettuati attraverso tecniche immunoistochimiche hanno mostrato come la
citoarchitettura del RPa sia caratterizzata dalla presenza di neuroni positivi per diversi
marcatori come VGLUT3 (marker per la presenza dei neuroni glutammatergici) 2!, serotonina
o triptofano idrossilasi (TPH, Tryptophan Hydroxylase) indice della presenza di neuroni

22

serotoninergici e la decarbossilasi dell’acido glutammico (GAD-67, Glutamic Acid

Decarboxylase-67), marcatore per i neuroni GABA-ergici 2.

Sono state inoltre trovate cellule con la co-localizzazione per la serotonina, la sostanza P, il

TRH e I’encefalina ''.

Ulteriori approfondimenti attraverso I’utilizzo di virus retrogrado hanno mostrato che una
significante frazione dei premotoneuroni del rRPa che proiettano alla IML sono di natura

glutammatergica e serotoninergica .

1.2 Regolazioni fisiologiche a livello del Raphe Pallidus

1.2.1 Cenni sulla Termoregolazione

Al fine di meglio comprendere parte delle funzioni fisiologiche regolate a livello del RPa, si

devono introdurre alcuni concetti base sulla termoregolazione.
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La termoregolazione ¢ un processo fisiologico necessario per il mantenimento dell’omeostasi
corporea nei mammiferi. Questo meccanismo permette di mantenere valori di temperatura
corporea (TC) entro un range prestabilito (33,2-38,2°C) in maniera tale da preservare le
principali funzioni dell’organismo .

Nell’'uomo la TC subisce delle fluttuazioni fisiologiche influenzate dal ritmo circadiano,
dall’ovulazione nella donna, e dall’eta; quando queste fluttuazioni si discostano dai valori
fisiologici, le conseguenze possono essere fatali per 1’organismo 2.

Un aumento anomalo della temperatura (ipertermia), provoca la denaturazione delle proteine
e il blocco della sintesi del DNA causando danni irreversibili a livello degli organi e
malfunzionamento del sistema nervoso centrale (SNC) 3. Al contrario, una drastica
diminuzione della temperatura al di sotto dei valori fisiologici (temperatura interna inferiore a
27°C; ipotermia) ¢ associata alla comparsa di modificazioni patologiche, in alcuni casi fatali,
a livello del sistema neuromuscolare, cardiovascolare, ematologico e respiratorio 2°.

Il mantenimento della normotermia, definita come la variazione di temperatura interna
dell’organismo (Tcore) compresa all’interno del range fisiologico di temperatura, implica
I’instaurarsi di un equilibrio tra i meccanismi di termogenesi e termolisi che sono attivati
rispettivamente durante le risposte dell’organismo ad una bassa o alta temperatura ambientale

(Ta).

La termogenesi ¢ il meccanismo responsabile della produzione di calore, mentre la termolisi
comprende tutte quelle strategie messe in atto dall’organismo per la dissipazione del calore

corporeo (sudorazione) 7.

Durante 1’esposizione ad una bassa o alta Ta, 1 mammiferi, per regolare la loro TC utilizzano
diverse strategie termoregolatrici che possono essere di tipo autonomico (fermoregolazione

autonomica) /o comportamentale (termoregolazione comportamentale).
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La termoregolazione autonomica si compone di tutti quei processi vegetativi, non volontari che
permettono di mantenere costante la TC; ad esempio durante 1’esposizione a basse Ta i
mammiferi producono calore attraverso I’aumento del tono muscolare (termogenesi da brivido)
o Dattivazione del metabolismo a livello del tessuto adiposo bruno (BAT; termogenesi
adattativa o senza brivido); nell’'uomo, la termogenesi senza brivido, ¢ presente solo nei
neonati e viene persa nell’adulto 2%, mentre viene conservata per tutta la vita nei roditori e

piccoli mammiferi .

Al contrario la termoregolazione comportamentale, filogeneticamente piu antica, ¢
caratterizzata dall’insieme di azioni volontarie messe in atto per mantenere costante la TC come

il cambiamento posturale o la ricerca di un ambiente con una temperatura favorevole 2%,

I principali meccanismi effettori coinvolti nella risposta termoregolatrice durante I’esposizione
a basse Ta comprendono: 1) la termoregolazione comportamentale che permette la riduzione
della perdita di calore, ii) la piloerezione e la vasocostrizione a livello cutaneo che permettono
la conservazione del calore, iii) la termogenesi senza brivido o adattativa (non-shivering
thermogenesis) a livello del tessuto adiposo bruno (BAT) e la termogenesi con brivido

(shivering thermogenesis) nel muscolo scheletrico responsabili della produzione di calore.

La perdita di calore attraverso la termoregolazione comportamentale, la vasodilatazione
cutanea che convoglia il calore dal core alla cute e il raffreddamento per evaporazione ottenuto,
a seconda delle specie animali, attraverso la sudorazione o la dispersione di saliva, invece fanno
parte di quei meccanismi termoregolatori volti a contrastare I’aumento della TC oltre i valori

normali %°.

Tutti i meccanismi responsabili del controllo degli organi termo-effettori, sono regolati da una

via nervosa centrale termoregolatoria, che integra le informazioni sensitive di freddo o caldo
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percepite a livello cutaneo e/o viscerale a quelle inerenti alla temperatura cerebrale (Tc) al fine

di prevenire o contrastare cambiamenti termici negli organi termosensibili .

Un esaustivo modello neuroanatomico, che illustra le vie neuronali responsabili del controllo
termoregolatorio degli organi effettori, ¢ stato proposto per la prima volta da Morrison nel

20041 (Fig. 2).

Secondo questo schema, in base ai cambiamenti della temperatura esterna, i termocettori
cutanei sensibili al caldo e al freddo trasmettono i segnali ai rispettivi neuroni sensitivi primari
dei gangli della radice dorsale (DRG, Dorsal Root Ganglia). Queste informazioni vengono in
seguito convogliate ad un secondo ordine di neuroni sensitivi nel corno dorsale del midollo

spinale (DH, Dorsal Horn).

Durante I’esposizione a basse Ta, i neuroni sensibili al freddo del DH attivano una terza rete di
neuroni nel subnucleo esterno laterale del nucleo parabrachiale laterale (LPBel), mentre i
neuroni sensibili al caldo proiettano ai neuroni sensitivi del subnucleo dorsale del nucleo

parabrachiale laterale (LPBd).

I segnali dal DH sono anche inviati al talamo e quindi alla corteccia per la percezione e la

localizzazione degli stimoli termici a livello conscio.

Dal LPB i segnali sono trasmessi all’area preottica (POA, Preoptic Area) dove gli interneuroni
GABA-ergici del subnucleo preottico mediano (MnPO, Median Preoptic Subnucleus) sono
attivati da input glutammatergici provenienti dai neuroni sensibili al freddo del LPBel e
inibiscono, a livello dell’area preottica mediale (MPA, Medial Preoptic Area), tutte le
popolazioni neuronali sensibili al caldo di natura GABA-ergica che controllano: i) la
vasocostrizione cutanea (CVC, Cutaneous Vasoconstriction) , attraverso la tonica inibizione
dei premotoneuroni a livello del RPa che a loro volta proiettano ai neuroni pregangliari

simpatici (SPNs, Sympathetic Premotor Neurons) della colonna intermediolaterale (IML); ii)

16



la termogenesi senza brivido e con brivido, inibendo a livello dell’ipotalamo dorsomediale
(DMH, Dorsomedial Hypothalamus) 1 neuroni simpatici eccitatori del BAT e i neuroni

promuoventi il brivido.

Quando il DMH viene disinibito, in seguito alla diminuzione della TC, invia input eccitatori al
livello del RPa ai premotoneuroni simpatici del BAT e ai premotoneuroni del muscolo
scheletrico. I premotoneuroni a loro volta proiettano rispettivamente ai neuroni simpatici
pregangliari (SPNs, Sympathetic Preganglionic Neurons) nella IML del midollo spinale e ai

motoneuroni a e y del corno ventrale (VH, Ventral Horn) del midollo spinale.

Gli SPNs a loro volta inviano proiezioni eccitatorie ai neuroni gangliari che attivano la
termogenesi nel BAT mentre 1 motoneuroni o e y attivano a livello muscolare il meccanismo

per la comparsa del brivido *°.

Al contrario, durante I’esposizione ad alte Ta, gli interneuroni glutammatergici del MnPO, che
sembrerebbero essere attivati da input glutammatergici provenienti dai neuroni sensibili a
stimoli caldi del LPBd, attivano i neuroni sensibili a stimoli caldi della MPA, inibendo la

termogenesi senza brivido, con brivido e la CVC.

1.2.2 11 Raphe Pallidus e la termogenesi senza brivido

Nei roditori, la prima fonte di produzione di calore, regolata a livello nervoso centrale, ¢
rappresentata dall’ossidazione mitocondriale a livello del BAT, dall’incremento della
frequenza cardiaca e dalla comparsa del brivido nei muscoli scheletrici (termogenesi con

brivido)'.

Il BAT si ¢ evoluto nel tempo come un organo effettore essenziale per la termogenesi nei
piccoli mammiferi e nei roditori. In questi ultimi, quando sono esposti a basse Ta (Ta=5°C), il

BAT diventa ipertrofico (attraverso la differenziazione e proliferazione cellulare) per poi
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ritornare ai livelli fisiologici dopo I’esposizione dell’animale ad una Ta termoneutrale
(Ta=28°C). Questi cambiamenti morfologici sono attivati in parte dalla noradrenalina che
aumenta ’espressione della proteina disaccoppiante 1 o termogenina (UCP1, Uncoupling

Protein 1) nelle cellule differenziate’!.

La UCP 1 ¢ localizzata sulla membrana interna mitocondriale ed ¢ responsabile della
produzione di calore a livello del BAT attraverso la dissipazione del gradiente protonico

generato dalla catena di trasporto di elettroni durante la fosforilazione ossidativa’.

Nella complessa organizzazione gerarchica della via centrale termoregolatoria, che governa la
termogenesi a livello del BAT, i neuroni del RPa assumono un ruolo chiave come
premotoneuroni simpatici che inviano input eccitatori agli SPNs dell’IML responsabili

dell’attivazione della termogenesi.

I premotoneuroni simpatici hanno un ruolo essenziale all’interno del sistema autonomico

sopraspinale centrale, in quanto convogliano i1 segnali direttamente ai SPNs della IML,

che a loro volta attivano diversi centri effettori; questa via bulbo-spinale ¢ molto importante
per il controllo di diverse funzioni che regolano I’omeostasi dell’organismo come il flusso

sanguigno, il metabolismo e la termoregolazione™.

I primi studi anatomici, che hanno portato ad ipotizzare la possibile presenza di una
popolazione di premotoneuroni simpatici coinvolti nel processo di termoregolazione a livello
del RPa, sono stati focalizzati sulla localizzazione dei neuroni premotori simpatici della via
termogenetica, attraverso lo studio del trasporto transinaptico di un virus retrogrado inoculato
a livello del BAT interscapolare. I risultati di questi lavori hanno mostrato la presenza di una
consistente marcatura a livello della regione del RVMM centrata nella zona del RPa e del RMg

ventrale ed estesa fino alle piramidi nell’area piramidale*22°,
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Questi risultati sono coerenti con studi precedenti che hanno rilevato la presenza di connessioni
neuronali tra I’area del RPa e I'IML '3, che vengono in parte attivate in seguito ad esposizione

ad una bassa Ta.

La grande varieta di tipi cellulari innervati a livello del BAT giustifica solo in parte la grande

dispersione anatomica dei potenziali premotoneuroni rilevati da questi studi.

Un chiarimento ¢ stato dato nel 2003, quando la comparazione tra la presenza della proteina
cFos*® (indice di attivazione neuronale) e la mappatura delle vie neuronali con un virus
retrogrado in animali con un processo termogenetico attivo, ha evidenziato un elevato numero
di neuroni del RPa contemporaneamente marcati dal virus e attivati dall’esposizione a bassa
Ta. Questo studio ha fornito una prima chiara evidenza sulla possibile presenza di una
popolazione di neuroni premotori a livello del RPa, coinvolti nella regolazione del circuito

simpatico spinale che controlla la termogenesi a livello del BAT?.

Parallelamente la caratterizzazione dei neurotrasmettitori dei premotoneuroni della via
termogenetica, ha permesso di evidenziare la presenza di diversi tipi di marcatori all’interno
dei neuroni del RVMM e in particolare della zona del RPa che proiettano all’IML come: 1) il
trasportatore vescicolare del glutammato (VGLUT-3, Vescicular Glutamate Transporter

3),indice della presenza di neuroni glutammatergici®’-*!

i) serotonina (5-HT), marker dei
neuroni serotoninergici 22, iii) decarbossilasi-67 dell’acido glutammico (GAD-67, Glutamic

Acid Decarboxylase-67) 2.

In base ad esperimenti che hanno dimostrato 1’attivazione di queste popolazioni neuronali a

livello del rRPa come risposta ad uno stimolo freddo 7 3*

, ¢ stato ipotizzato che sia i neuroni
VGLUT-3 sia i neuroni serotoninergici del RPa che proiettano all’IML siano plausibilmente

correlati al controllo degli organi effettori (BAT) che mediano la riposta durante I’esposizione

a basse Ta.
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E stato inoltre dimostrato che il rRPa riceve sia forti input glutammatergici eccitatori sia input
inibitori GABA-ergici, questi ultimi sono presenti soprattutto in presenza di un’elevata TC; nel
ratto, infatti, la microiniezione di un agonista glutammatergico o il blocco dei recettori GABA-

ergici a livello del RPa induce un’elevata attivazione dell’attivita simpatica del BAT>’.

La conferma definitiva che I’attivita dei premotoneuroni del RPa che proiettano al BAT
attraverso I’IML forniscono un input eccitatorio necessario e sufficiente per la risposta
termogenetica all’interno del circuito sopraspinale ¢ stata fornita da esperimenti che hanno

previsto I’inibizione farmacologica del RPa *°.

Questi studi hanno mostrato che I’inibizione dei neuroni del RPa, attraverso 1’iniezione di un
agonista GABA-ergico, causa un’inversione nell’aumento dell’attivita simpatica e della

produzione di calore nel BAT indotte da qualsiasi stimolo termogenetico testato.

Ad esempio, I’iniezione di glicina a livello del RPa, induce una completa reversione di tutte le
risposte termogenetiche evocate dalla diminuzione della TC, nonostante questo stimolo

termogenetico continui a persistere *!.

Tutte queste evidenze raccolte nei vari studi indicano che il RPa contiene la principale
popolazione di premotoneuroni simpatici che attivano la via spinale che controlla I’attivita

simpatica del BAT e la termogenesi nella via bulbo-spinale *°.

1.2.3 Il Raphe Pallidus e la termogenesi con brivido

Il brivido ¢ una risposta motoria somatica involontaria, prodotta dai muscoli scheletrici per la

produzione di calore durante 1’esposizione ad una bassa Ta o la comparsa della febbre.

La termogenesi da brivido (shivering thermogenensis) ¢ 1’ultimo meccanismo effettore di
difesa dell’organismo che viene attivato in risposta ad una bassa Ta, infatti la sua soglia termica

di attivazione ¢ piu bassa rispetto a quella della non-shivering thermogenesis e della
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vasocostrizione cutanea *2.

Il motivo potrebbe risiedere nel fatto che questo processo potrebbe essere governato da una
distinta popolazione di neuroni sensibili al caldo della POA, ma ¢ anche spiegato dal fatto che
¢ un processo energeticamente molto dispendioso durante il quale [’animale ¢ molto

vulnerabile all’ambiente esterno %°.

Tuttavia, la produzione di calore proveniente da questo processo, ¢ essenziale sia negli animali
da esperimento che nell’uomo per I’aumento della TC, durante I’esposizione ad una bassa

temperatura o durante il processo febbrile **.

La contrazione muscolare responsabile della produzione del brivido sembrerebbe essere
generata da scariche ritmiche a livello degli a-motoneuroni che innervano il muscolo

scheletrico %°.

La via centrale che regola ’attivazione degli a-motoneuroni non ¢ ancora ben definita: studi
preliminari hanno mostrato che questa si compone di una trasmissione dei segnali cutanei
attraverso il LPB, della loro integrazione a livello della POA ed infine dell’attivazione, ad opera

dei neuroni del RPa, dell’output somatomotore a livello del corno ventrale *2.

Il coinvolgimento del RVMM e particolare del RPa nella shivering thermogenesis ¢ stato

suggerito sia dai risultati ottenuti attraverso studi anatomici che di elettrofisiologia in vivo.

Diversi studi, volti alla caratterizzazione dei substrati anatomici implicati nella comparsa del
brivido, hanno tutti confermato che i neuroni responsabili dell’attivazione della shivering
thermogenesis sono localizzati a livello della zona del RVMM e in particolare concentrati nella

zona del RPa #4.

Nello specifico ¢ stato riscontrato che: i) a livello dei neuroni somatomotori spinali ¢ presente

una innervazione di tipo monosinaptico proveniente dalla zona del RPa e del RVMM %; ii) le
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connessioni sia serotoninergiche che non serotoninergiche di queste zone proiettano al corno

ventrale del midollo spinale *°

; 111) 1 neuroni coinvolti nella comparsa del brivido sono
localizzati in diverse zone del tronco che comprendono anche il RPa ; iv) I’iniezione di NMDA
a livello del RPa causa comparsa di brivido a livello nucale che non ¢ assolutamente
distinguibile da quello indotto attraverso il raffreddamento cutaneo dell’animale e la
diminuzione della Tcore; v) I’inibizione dell’area del RPa attenua la risposta termogenetica da
brivido attivata tramite raffreddamento cutaneo o dall’ iniezione di PGE; a livello della MPO?;

vi) I’inibizione del RPa attraverso microiniezioni di glicina riduce la riposta dei neuroni

fusimotori del muscolo scheletrico indotta dal raffreddamento cutaneo .

I risultati sopra elencati portano alla conclusione che i premotoneuroni del RPa, che proiettano
al corno ventrale del midollo spinale, potrebbero essere implicati nella via efferente che regola

la comparsa del brivido indotto da un decremento della TC o dalla comparsa dello stato febbrile

47

1.2.4 11 Raphe Pallidus e la termogenesi nella comparsa dello stato febbrile

La febbre ¢ una risposta termoregolatoria coordinata a livello del CNS e ha un ruolo chiave

nella fase acuta di riposta ad un’infezione o un’inflammazione.

Questo meccanismo ¢ caratterizzato da un aumento della TC concomitante ad una riduzione
della perdita di calore corporeo ad opera della termogenesi del BAT, la produzione del brivido

e la vasocostrizione cutanea 8.

L’attivazione del processo febbrile ¢ stimolata dalla prostaglandina E, (PGEz) che ¢
sintetizzata, a livello vascolare nel cervello e nei tessuti periferici, come risposta ai segnali
immunitari causati dall’infezione *. Questa esplica il suo ruolo legandosi ai recettori della

prostaglandina E (EP3r) presenti sui neuroni della POA*, attenuando I’attivita GABA-ergica
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delle proiezioni discendenti*?.

La maggior parte dei EP3r ¢ localizzato nei neuroni di specifiche aree della POA: il MnPO e il
MPO*. Questa via controlla gli organi effettori periferici, incluso il BAT, che & considerato il

maggiore organo per la produzione di calore durante la febbre nei roditori®’,

I neuroni contenenti i1 recettori EP3r sono di natura GABA-ergica e questo ¢ dimostrato dal
fatto che I’iniezione di un’antagonista GABA-ergico nel DMH o nel rRPa evoca le medesime
risposte indotte dalla somministrazione dalla PGE:> nella POA come la termogenesi a livello

del BAT e la tachicardia®®>'3,

\

E stato dimostrato inoltre che due differenti popolazioni neuronali contenenti EP3r della POA,
proiettano separatamente a due strutture essenziali per I’attivazione della termogenesi a livello

del BAT e la vasocostrizione cutanea: il DMH e il RPa .

Questo ¢ testimoniato dal fatto che microiniezioni nel rRPa di un agonista GABA-ergico,
sopprimono completamente il processo termogenetico a livello del BAT # e riducono la
vasocostrizione nella coda del ratto precedentemente indotti dalla somministrazione di PGE»
sia nel ventricolo centrale che all’intero della POA °°; ’inibizione dei neuroni del DMH, al
contrario, blocca la termogenesi a livello del BAT ma non ha effetto sulla vasocostrizione

cutanea indotta in seguito ad iniezione di PGE; a livello della POA *°.

Inoltre la somministrazione di PGE: a livello del ventricolo laterale o della POA causa un forte

attivazione dei neuroni del rRPa*.

Tutte queste evidenze non solo hanno dimostrato chiaramente 1I’importanza del rRPa nella
comparsa dello stato febbrile mediato dalla PGE> ma hanno permesso anche di ipotizzare un
possibile modello dello stato febbrile in cui, la tonica inibizione GABA-ergica mantenuta
normalmente dai neuroni della POA sui neuroni responsabili della termogenesi nel DMH e nel

rRPa, viene ridotta in seguito ad un’infezione dal legame della PGE; ai recettori EP3r
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inducendo una riduzione di cAMP a livello intracellulare®”>%. Questo permette a sua volta la
disinibizione dei neuroni termogenetici del tronco e ’attivazione degli organi effettori della

termoregolazione®’.

Inoltre 1’osservazione che esistono due diverse popolazioni neuronali della POA contenenti i
recettori EP3r che proiettano al DMH e al rRPa*, fanno ipotizzare che i segnali dalla POA
sono trasmessi al RPa attraverso due vie differenti: 1) una indiretta che dal DMH proietta a sua
volta al RPa attivando la produzione di calore a livello del BAT e una diretta che induce

I’aumento della vasocostrizione cutanea >*.

1.2.5 11 Raphe Pallidus e la vasomozione cutanea

La cute ha un ruolo essenziale nel processo di termoregolazione. Il flusso sanguigno cutaneo
infatti risulta modificato in base alla variazione della Tcore e della Ta ed ¢ regolato
principalmente a livello del sistema nervoso autonomo?*. Durante 1’esposizione ad una bassa
Ta I’aumento dell’attivita nervosa simpatica a livello dei vasi sanguigni, riduce il flusso del
sangue nel distretto cutaneo (vasocostrizione,) permettendo di limitare la dispersione di calore
metabolico nell’ambiente, mentre durante I’esposizione ad alte Ta 1’inibizione dell’attivita
simpatica nervosa diretta ai vasi sanguigni cutanei produce un aumento del flusso
(vasodilatazione) favorendo la dispersione del calore nell’ambiente®’. In condizioni
normotermiche in diverse specie, compreso 1'uomo, ¢ presente un moderato livello basale
dell’attivita simpatica responsabile della vasocostrizione che sembrerebbe essere modulata,

anche se in maniera modesta, dal riflesso baroccettorio®.

La vasocostrizione cutanea ¢ considerata anche un importante meccanismo di difesa durante

I’instaurarsi del processo febbrile>.
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Gli SPNs responsabili del controllo della vasocostrizione cutanea (CVC, Cutaneous
Vasoconstriction) sono localizzati nella IML del midollo spinale a livello toraco-lombare (T11-
L2) 37; questi proiettano principalmente ai gangli simpatici cutanei vasocostrittori che

innervano i vasi sanguigni cutanei e le anastomosi .

Studi effettuati attraverso 1’utilizzo di un tracciante retrogrado indicano che i neuroni premotori
che proiettano principalmente agli SPNs responsabili della comparsa della CVC sono
localizzati all’interno del RVMM principalmente nella zona del rRPa e nella regione

37,59

parapiramidale’’~”, alcuni dei quali sono di natura serotoninergica o glutammatergica e nel

bulbo rostrale ventrolaterale (RVLM, Rostral Ventrolateral Medulla)®°.

A livello funzionale, I’elettrostimolazione del rRPa o la somministrazione di un antagonista
GABA-ergico (bicucullina) in animali anestetizzati mantenuti ad una TC di 39-40°C riduce il
flusso sanguigno arterioso nel distretto cutaneo della coda; al contrario la somministrazione di
muscimolo nello stesso sito in ratti tenuti ad una bassa TC ristabilisce un flusso sanguigno nel
letto cutaneo della coda con una percentuale pari al 93 + 4% del flusso presente prima del

raffreddamento dell’animale®’.

In ratti e conigli anestetizzati mantenuti ad una bassa TC, I’inibizione GABA-ergica del RPa,
sopprime 1’attivita dei neuroni simpatici a livello cutaneo nella coda del ratto e nell’orecchio

del coniglio 2 .

Ulteriori studi hanno mostrato come I’inattivazione chimica attraverso la somministrazione di
glicina a livello del rRPa o del RVLM ¢ in grado di prevenire un aumento della CVC a livello

della coda del ratto indotta dall’abbassamento della TC attraverso il raffreddamento cutaneo?.

Questi risultati presenti in letteratura indicano che le alterazioni termoregolatorie a livello del

flusso sanguigno cutaneo sono plausibilmente determinate da una popolazione di neuroni
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premotori simpatici localizzati principalmente a livello del rRPa, della zona parapiramidale e

del RVLM 33,

Diverse aree cerebrali influenzano la perdita di calore cutanea controllando Dattivita dei
premotoneuroni simpatici responsabili della CVC. La conferma che il controllo
termoregolatorio della CVC ¢ mediato dai neuroni sensibili al caldo della POA e che
I’inibizione mediata dalla PGE2 dei neuroni sensibili al caldo contribuisce all’attivazione dei

636465 insieme

premotoneuroni simpatici responsabili della CVC durante il processo febbrile
alla dimostrazione che la POA contiene una popolazione neuronale GABA-ergica contenente
gli EP3r che proietta direttamente al rRPa* che ¢ distinta da quella che proietta al DMH>*,
supportano un modello in cui i neuroni sensibili al caldo della POA inviano proiezioni di natura

GABA-ergica dirette al rRPa che regolano D’attivazione dei premotoneuroni simpatici

responsabili della CVC%,

1.2.6 Il Raphe Pallidus e il comportamento alimentare

Il comportamento alimentare ¢ un complesso gruppo di funzioni che comprende la ricerca, la
cattura e I’ingestione di sostanze organiche e inorganiche necessarie per il sostegno del costo

energetico dell’organismo®®.

Come il ritmo biologico, questo comportamento ¢ organizzato per la maggior parte a livello

del diencefalo ad opera del LH, dell’ipotalamo mediale e del nucleo paraventricolare®”¢%,

Oltre a queste strutture nella regolazione del comportamento alimentare sono coinvolte anche

regioni del tronco encefalico come il RMg, il RPa e il Raphe Obscurus®.

Ci sono diverse evidenze che testimoniano il coinvolgimento del nucleo del RPa nel
comportamento alimentare: i) 1 neuroni del RPa infatti proiettano ai diversi nuclei motori

coinvolti nella masticazione e nella deglutizione®®; ii) costituiscono la maggiore risorsa
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afferente serotoninergica al nucleo motore trigemino®’; iii) I’iniezione di TRH nel RPa

promuove I’attivita gastrica in animali deprivati di cibo attraverso il complesso vagale dorsale®.

A dimostrazione di questo, ¢ stato dimostrato che un gruppo di neuroni, contente il TRH
provenienti dal RPa che proiettano al complesso vagale, giocano un ruolo chiave nelle funzioni

gastrointestinali, pancreatiche ed epatiche mediate dal complesso®.

Un’ulteriore conferma del coinvolgimento di questo nucleo nel comportamento alimentare ¢
stato dato da uno studio effettuato sul ratto in cui ¢ stato limitato il consumo di cibo ad un
preciso momento della giornata; tra i diversi gruppi sperimentali utilizzati, nel nucleo del RPa
si ¢ evidenziata un’espressione di cFos maggiore del 50% rispetto a quella del RMg e del Raphe
Obscurus (RODb) in due gruppi di animali molto attivi nella ricerca e/o ingestione di cibo: il
primo in cui era permesso osservare il cibo ma non ingerirlo e il secondo in cui era permesso
mangiare per soli 30 minuti durante 1’arco della giornata. Questi risultati sembrerebbero
enfatizzare il ruolo del RPa come nucleo premotore nei processi somatici e vegetativi come la
masticazione, la contrazione gastrointestinale e la secrezione gastrica attraverso il complesso

vagale®®.

2 ATTIVAZIONE FARMACOLOGICA DEI NEURONI DEL RAPHE

PALLIDUS

2.1 Effetti indotti dall’attivazione e/o disinibizione farmacologica dei

neuroni del Raphe Pallidus

La microiniezione di sostanze eccitatorie (o inibitorie), in aree cerebrali specifiche, ¢ un metodo
comunemente utilizzato, per indagare il ruolo delle popolazioni neuronali a livello del
complesso CNS nei mammiferi’®.
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Non ci sono dirette evidenze, tuttavia, che gli effetti indotti da microiniezioni possano mimare
degli eventi fisiologici, infatti non tutto I’eterogeneo gruppo cellulare attivato da una
microiniezione potrebbe essere coinvolto nella risposta fisiologica. Inoltre questo metodo non
permette di comprendere se la popolazione neuronale manipolata, sia coinvolta in uno o in tutti
gli effetti osservati in seguito all’iniezione. Ci0 nonostante, la stimolazione farmacologica,
rappresenta un valido metodo per [interpretazione delle diverse risposte indotte

dall’attivazione o disinibizione completa di una determinata popolazione neuronale’.

Gli esperimenti di attivazione farmacologica dei neuroni del RPa sono stati condotti sia in
animali anestetizzati che liberi di muoversi; ¢ infatti noto come 1’anestesia puo alterare
profondamente diversi parametri fisiologici come la termoregolazione e |’omeostasi
cardiovascolare’!. Gli esperimenti che hanno previsto la stimolazione chimica dei neuroni de
RPa sono stati condotti mediante 1’utilizzo di sostanze con un profilo farmacologico eccitatorio
o disinibitorio.

Gli studi di disinibizione dei neuroni GABA-ergici del RPa sono stati svolti mediante 1’utilizzo
di bicucullina (Bic), un antagonista del recettore GABAa-ergico, che blocca la trasmissione
recettoriale con la conseguente disinibizione neuronale. L’iniezione di Bic a livello del RPa, in
animali anestetizzati, ha mostrato la contemporanea comparsa di effetti modulatori di natura

termoregolatoria, cardiorespiratoria € somatomotoria.

Dal punto di vista termoregolatorio la disinibizione dei neuroni GABAAa-ergici, in animali
anestetizzati con una Tcore controllata attraverso fonti di calore esterne, ha prodotto un
aumento dell’attivita simpatica nervosa (SNA, Sympathetic Nerve Activity)®* e della
temperatura a livello del BAT (TBAT). Parallelamente ¢ stata osservata la comparsa di
vasocostrizione della coda di ratti anestetizzati mantenuti ad una TC di 39-40°C che

presentavano un processo di vasodilatazione attivo’?; questo dato ¢ stato confermato dal fatto

28



che Iliniezione di Bic nel RPa provoca un blocco della vasodilatazione cutanea
precedentemente provocato dal riscaldamento della POA™. Sul piano cardiorespiratorio si &
osservato un marcato aumento della frequenza respiratoria, della frequenza cardiaca (FC), della
pressione arteriosa media (MAP) e della SNA cardiaca (CSNA)’*. L’attivazione cardiaca
simpatica e la tachicardia indotta dalla disinibizione dei neuroni del RPa ¢ stata conservata
anche in seguito alla parallela inibizione GABAa-ergica dei neuroni del RVLM, che
normalmente supportano 1’attivita basale del CSNA e della FC, inviando proiezioni di natura
eccitatoria ai SPNs. Una simile tachicardia evocata dalla disinibizione dei neuroni del RPa ¢
stata osservata anche in animali in cui erano state precedentemente rimosse entrambe le
ghiandole surrenali, facendo ipotizzare che I’aumento della FC sia dovuto solo alla proiezione

simpatica al cuore’.

L’incremento nelle variabili autonomiche ¢ stato accompagnato anche da modificazioni di tipo
somatomotorio, come la comparsa del brivido e I’incremento dell’attivita elettromiografica

della zampa e del muscolo paraspinale.

La disinibizione dei neuroni del RPa in definitiva ha indotto cambiamenti autonomici e

(13

somatomotori che sono consistenti con lo stato di un animale “eccitato “, tuttavia queste
modificazioni non sono state accompagnate in nessun caso da modificazioni dell’attivita
corticale a riposo. Plausibilmente le iniezioni di Bic porterebbero ad aumento delle variabili

vegetative € somatomotorie attraverso proiezioni discendenti che originano nel RPa e

proiettano al midollo spinale’.

Gli studi condotti in animali liberi di muoversi, mantenuti ad una Ta termoneutrale, hanno in
parte confermato i dati raccolti in animali anestetizzati e in parte ampliato le conoscenze sulle
funzioni fisiologiche del RPa. L’iniezione di Bic, in ratti non anestetizzati, ha indotto un forte

aumento della FC come era stato precedentemente riportato nel ratto anestetizzato.
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L’incremento di FC si ¢ verificato dopo un minuto dall’iniezione ed ¢ stato seguito, nei 10
minuti successivi, da una risposta pressoria che perd non ¢ stata significativamente differente
da quella osservata in seguito ad iniezioni effettuate al di fuori dell’area del RPa. In contrasto
con il marcato aumento della FC i cambiamenti nella TC sono stati minimi o assenti; 20 minuti
dopo I’iniezione i valori della TC non sono risultati differenti rispetto a quelli registrati durante

il baseline’".

I risultati della disinibizione dei neuroni del RPa fanno ipotizzare che in condizioni di valori
fisiologici di TC, 1 neuroni del RPa che controllano la SNA del BAT, il flusso simpatico al
nodo seno-atriale cardiaco e 1’attivazione dei motoneuroni del muscolo scheletrico, sono
controllati da una forte tono inibitorio di natura GABAa-ergica. Quando quest’ultimo viene
meno permette I’aumento della attivita neuronale. E stato postulato che 1’interruzione della
tonica inibizione dei neuroni del RPa sia necessaria per 1’attivazione della termogenesi nel
BAT durante I’esposizione ad una bassa Ta o durante lo stato febbrile. L’assenza di un aumento
della TC nell’animale non anestetizzato, in seguito ad iniezione di Bic, ¢ consistente con
I’esistenza di un livello di attivita basale dei neuroni del RPa che controlla la termogenesi a

livello del BAT necessaria per il mantenimento della TC*:

Il ruolo della neurotrasmissione da parte degli aminoacidi eccitatori nella comparsa delle
risposte termogenetiche e cardiovascolari mediate dal RPa, ¢ stato valutato attraverso

microiniezione di agonisti selettivi per i recettori ionotropici del glutammato’.

Il glutammato (GLUT) un aminoacido non essenziale ¢ il maggiore substrato energetico per le
cellule proliferanti e neoplastiche e il principale neurotrasmettitore eccitatorio a livello del
CNS. I recettori per questo neurotrasmettitore sono di natura ionotropa e metabotropa. |
recettori ionotropici sono dei canali ionici ligando dipendenti che permettono il passaggio di

cationi in seguito al legame del GLUT; questi sono classificati, in base all’agonista selettivo e
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alla conduttanza ionica, in recettori N-metil-D-aspartato (NMDA) e i recettori non-NMDA
(recettori dell’acido Kainico, recettori o-amino-3-idrossi-5-metil-4-isoxazoleproprionico

(AMPA))’%77,

Il D,L-acido omocisteico, agonista selettivo del recettore NMDA, ¢ stato utilizzato per la
caratterizzazione del ruolo dei neuroni del RPa negli effetti simpatici sulla FC, la contrattilita
cardiaca e la conduzione atrio- ventricolare in ratti anestetizzati. I risultati di questo studio
hanno mostrato per la prima volta che oltre all’aumento della FC, I’attivazione dei neuroni del
RPa ¢ coinvolta nell’aumento della contrattilita ventricolare e nella diminuzione del ritardo

nella conduzione atrio-ventricolare’.

L’attivazione di entrambi i recettori NMDA e non-NMDA a livello del RPa induce un
immediato aumento della SNA del BAT che raggiunge il picco massimo dopo due minuti
dall’iniezione, seguita da un aumento della TBAT, della CO2 espirata e dalla comparsa di una
marcata tachicardia. Non sono stati osservati effetti significativi sulla pressione arteriosa.
Questo studio ¢ stato il primo a dimostrare che 1’attivazione di entrambi 1 recettori ionotropici
NMDA e non-NMDA presenti al livello del RPa sono necessari per la comparsa della risposta
termogenetica e cardiovascolare evocata in seguito alla disinibizione del tono GABA-ergico,
supportando un modello in cui 1 premotoneuroni del RPa ricevono sia una tonica inibizione
GABA-ergica che un input eccitatorio mediato dagli aminoacidi eccitatori; quest’ultimo
sembrerebbe essere responsabile principalmente della guida eccitatoria dei premotoneuroni del

RPa quando I’inibizione GABA-ergica viene meno’”.

Questi risultati preliminari sono stati in seguito approfonditi in uno studio pubblicato nel 2006
in cui ¢ stato indagato il ruolo dell’attivazione dei recettori glutammatergici del RPa nella
modulazione delle risposte sulla FC, sulla SNA del BAT e sulla SNA renale indotte in seguito

a disinibizione dei neuroni GABA-ergici del DMH°.
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E stato dimostrato che la disinibizione dei neuroni della DMH nel ratto causa un aumento nella
SNA del BAT e renale (RSNA), evocando un incremento nella termogenesi del BAT, nella

pressione arteriosa e nella FC®°.

La microiniezione a livello del RPa di agonisti per i recettori NMDA e non-NMDA (Acido
Kainico, KA), in animali anestetizzati, ha indotto una marcata ma breve stimolazione della
SNA del BAT, accompagnata da un aumento della TBAT, della CO2 espirata e della FC. Sono
stati osservati solo cambiamenti modesti a carico della pressione arteriosa media (PAM) e della
RSNA. II confronto tra gli effetti ottenuti in seguito ad iniezione dell’agonista per i recettori
NMDA con quelli indotti dall’AK non ha mostrato alcuna differenza, facendo ipotizzare che

entrambi i recettori siano ugualmente coinvolti nella comparsa di queste risposte’’.

Questi risultati insieme all’evidenza scientifica che la somministrazione di antagonisti dei
recettori NMDA e non-NMDA a livello del RPa bloccano gli effetti inerenti all’attivita del
BAT, ma non quelli sulla FC, MAP o RSNA indotti dalla disinibizione del DMH, indicano che
’attivazione glutammatergica dei neuroni del RPa (plausibilmente dei motoneuroni simpatici
che controllano la termogenesi a livello del BAT) ¢ coinvolta nella rete nervosa del DMH che
controlla la SNA del BAT ma non nell’attivazione dei premotoneuroni cardiaci del RPa indotta
in seguito alla disinibizione del DMH. L’incapacita degli antagonisti dei recettori
glutammatergici di revocare I’aumento della MAP e della RSNA in seguito a disinibizione del
DMH ¢ consistente con 1 risultati di precedenti studi che hanno indicato il RVLM come sito

dei premotoneuroni simpatici renali attivati dai neuroni del DMH8!-!,

La presenza di fibre oressinergiche che proiettano al rRPa ¢ stata ampiamente dimostrata da
molti studi presenti in letteratura, tuttavia si conosce ben poco sui meccanismi e sui siti d’azione

dell’oressina in questa regione®>*3.
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Le prime evidenze di una connessione tra i neuroni oressinergici e la zona del RPa sono stati
forniti da uno studio in cui ¢ stato dimostrato che 1’iniezione intracerebroventricolare (icv) di

oressina (ORX, Orexin), causa un aumento dell’espressione di cFos nella regione del rRPa%.

Il deficit di ORX causa la comparsa di narcolessia che ¢ caratterizzata da disordini del ciclo

veglia-sonno, della regolazione della TC e da una forte predisposizione all’obesita'’

La produzione di calore a livello del BAT contribuisce alla regolazione della TC e attraverso
il consumo energetico alla regolazione del peso corporeo. Recenti studi nel topo, hanno
mostrato che durante lo stadio pre-natale, la presenza di ORX a livello sistemico, ¢
fondamentale per la differenziazione del BAT e che la sua totale assenza causa la comparsa di
obesita post-natale, molto probabilmente dovuta ad un’inefficacie termogenesi del BAT per

I’incapacita dei preadipociti bruni di accumulare trigliceridi®*.

Nel 2011, Tupone e colleghi, hanno mostrato per la prima volta che il rRPa ¢ il substrato
neuronale coinvolto nell’influenza dei neuroni oressinergici sulla termogenesi del BAT. La
prima parte di questo studio, condotto mediante 1’utilizzo di un tracciante virale retrogrado
iniettato a livello del BAT, della tossina colerica b iniettata a livello del RPa e combinato con
I’analisi immunoistochimica, ha mostrato la presenza di proiezioni oressinergiche, provenienti
dell’area ipotalamica laterale e 1’area perifornicale, dirette ai premotoneuroni a livello del

rRPa'’.

Per meglio comprendere il ruolo dei neuroni del RPa nelle risposte fisiologiche controllate dai
neuroni oressinergici e il ruolo dell’oressina nella regolazione della termogenesi sono stati
effettuati diversi studi di attivazione neuronale del RPa in seguito ad iniezione di oressina-A

(ORXA).

Gli effetti del’ORXA sui premotoneuroni del rRPa in ratti anestetizzati mantenuti a due

diverse Tcore ha mostrato come in animali mantenuti ad una Tcore leggermente inferiore ai
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37°C, quindi in presenza di un livello basale della SNA del BAT, I’iniezione di ORXA ha
indotto un rapido, massiccio e prolungato aumento della SNA e della termogenesi a livello del
BAT; anche la FC ha subito un incremento, al contrario la PAM non ha subito modificazioni
rilevanti. Non sono state osservate modificazioni in nessuna delle variabili analizzate dopo
I’iniezione di ORXA in animali con un processo termogenico non attivo (Tcore > 37°C). I
risultati ottenuti indicano che IORX ¢ responsabile dell’amplificazione del processo

termogenetico del BAT solo in presenza di un tono eccitatorio termogenetico gia presente!’.

Questo risultato ¢ stato in parte confermato anche su animali liberi di muoversi mantenuti in
condizioni di normotermia, quindi con una termogenesi non attiva; sono stati tuttavia osservati
sia effetti cardiovascolari come 1’aumento della PAM e della FC che effetti comportamentali

come ’aumento della pulizia dell’animale e la comparsa di piccoli movimenti corporei®

La mancata comparsa degli effetti termoregolatori osservati in seguito ad iniezione di Bic o
dall’attivazione glutammatergica nel RPa, fa ipotizzare che in condizioni di normotermia le
proiezioni oressinergiche non hanno nessun ruolo sulla termogenesi a livello del BAT e la
vasocostrizione. Tuttavia 1 neuroni oressinergici potrebbero controllare parte dei loro effetti

pressori e tachicardici inviando proiezioni dirette al RPa

Un recente studio condotto nel nostro laboratorio (Fig. 3) su ratti liberi di muoversi esposti a
tre diverse Ta ha confermato ancora una volta tutti i precedenti risultati sia dal punto di vista

termoregolatorio che cardiovascolare 5.

Infatti I’iniezione di ORXA a livello del RPa ha causato un aumento della Tc che ¢ stato netto
negli animali esposti ad una bassa temperatura (quindi con una forte termogenesi attiva),
modesto alla Ta di 24°C, dove il tono termogenetico era molto ridotto e praticamente nulla alla
Ta di 32°C, durante la totale assenza di termogenesi (Fig. 3a). Questi dati confermano ancora

una volta come I’ORX di per sé non ¢ in grado di innescare una risposta termoregolatoria se
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non coadiuvata da altri neurotrasmettitori o plausibilmente dalla concomitante presenza di un

robusto tono eccitatorio a livello del BAT.

Dal punto di vista cardiovascolare questo lavoro ha in parte confermato come questo aspetto
sia influenzato dalla presenza di ORX nel RPa. Infatti la PAM ha subito un forte incremento
negli animali esposti alla Ta di 24°C che non ¢ stato replicato negli animali esposti a 10°C ¢ a
32°C (Fig. 3¢). Al contrario gli effetti a carico della FC (Fig. 3b), che risulta modificata in
seguito ad altre manipolazioni farmacologiche come I’iniezione di Bic o NMDA, sono stati
minori. Questo potrebbe indicare il coinvolgimento di un’altra popolazione neuronale nella

mediazione degli effetti oressinergici sulla FC?®.

2.2 Neurochimica dell’Oressina

L’oressina anche conosciuta come Ipocretina, ¢ un neuropeptide espresso da una specifica
popolazione neuronale a livello dell’ipotalamo laterale, una regione implicata nell’assunzione

di cibo, nella veglia e nei comportamenti motivati.

\

E stata identificata per la prima volta indipendentemente da due gruppi di ricerca come un
ligando endogeno per due proteine G orfane accoppiate ai recettori nell’ipotalamo laterale ®’
88 Dato che I’iniezione di questo ligando induceva il consumo di cibo da parte dell’animale,
questo fu chiamato da uno dei gruppi di ricerca, oressina, la cui radice deriva dalla parola greca

orexis che vuol dire appetito.

Le oressine costituiscono una nuova famiglia di peptidi, che non presenta nessuna omologia
strutturale con le altre famiglie di peptidi regolatori, formata da due diversi sottotipi: Oressina-

A (ORX A) e Oressina-B (ORX B) ¥.

35



L’ORX A ¢ un peptide formato da 33 aminoacidi caratterizzato dalla presenza di due ponti
disolfuro intracatena, un residuo N-terminale piroglutamilico e un’amidazione presente
all’estremita C-terminale. La struttura primaria della ORX A predetta attraverso I’utilizzo del
cDNA ¢ completamente conservata in diverse specie di mammiferi (uomo, ratto, topo, pecora,

cane e maiale) ¥.

L’ORX B ¢ un peptide composto da 28 aminoacidi, amidato nell’estremita C-terminale con il
46% delle sequenze amminoacidiche (13 su 28) identiche a quelle del’ORX A. la porzione C-
terminale ¢ molto simile a quella dell’ORX A con il 73% di omologia nelle sequenze (11 su
15) mentre la parte N-terminale della molecola ¢ molto variabile. Anche ’ORX B ¢ conservata

nelle diverse specie di mammiferi.

L’ORX A e I’ORX B, sintetizzate a partire da un taglio proteolitico a livello di un polipeptide
comune: la prepro-oressina, si legano a due sottotipi di recettori: recettore 1 oressinergico

(OXI1R, Orexin receptor-1) e il recettore 2 (OX2R, Orexin receptor-2).

Questi due recettori hanno il 64 % delle sequenze identiche tra loro e i loro geni sono altamente
conservati nelle diverse specie, infatti ¢ stato stimato che circa il 94 % degli aminoacidi

del’OXIR e il 95% di OX2R del topo e dell’uomo sono identici ¥’.

L’OXIR ha una maggiore affinita per ’ORX A mentre I’OX2R mostra una simile affinita per
entrambi 1 sottotipi di ORX. Studi di ibridazione in situ hanno mostrato come i due recettori
siano caratterizzati da una distribuzione differente e complementare a livello celebrale, facendo
ipotizzare un loro differente ruolo fisiologico *°: Elevati livelli di espressione del RNA
messaggero (MRNA) per ’OXIR sono stati riscontrati nell’area ipotalamica anteriore, nella
formazione ippocampale, nel raphe dorsale e nel locus coeruleus, tutte regioni in cui sono stati
riscontrati bassi livelli o assenza di mRNA per la codifica di OX2R; al contrario elevate

quantita di mRNA per I’OX2R sono state rilevate in aree che con bassi livelli di mRNA OR1X
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come |’ipotalamo dorsomediale, il nucleo arcuato, il nucleo paraventricolare, I’ipotalamo
laterale, il nucleo tuberomammilare, la corteccia celebrale, il nucleo accumbens e 1 nuclei del

raphe”®°!,

Queste evidenze istologiche suggeriscono che plausibilmente le oressine e i1 loro recettori

abbiamo un vasto ruolo nella regolazione fisiologica a livello del sistema nervoso centrale®?.

I neuroni responsabili della produzione dell’oressina (neuroni oressinergici) sono localizzati
esclusivamente a livello dell’ipotalamo laterale e dell’area perifornicale, tuttavia recenti studi
hanno indicato la presenza di oressina e dei suoi recettori anche a livello del sistema nervoso

enterico e dei neuroni sensitivi primari %>

I neuroni oressinergici proiettano lungo 1’intero nevrasse, esclusa la zona del cervelletto. Una
colorazione immunoistochimica piu intensa della parte terminale dei neuroni oressinergici ¢
stata riscontrata a livello del nucleo arcuato, dell’ipotalamo laterale, dei nuclei del raphe e del
nucleo tuberomammilare, questo in accordo con la localizzazione dei recettori oressinergici

suggerisce che queste regioni rappresentano i maggiori siti effettori dell’oressina.

Le vie afferenti che proiettano ai neuroni oressinergici sono state rilevate attraverso studi nel
topo e nel ratto che hanno previsto I’uso di traccianti retrogradi e anterogradi ***°. Questi studi
hanno mostrato che i neuroni oressinergici sono innervati dal nucleo parabrachiale laterale, dal
nucleo preottico ventrolaterale, dall’area preottica mediale e laterale, dal tronco encefalico,

dall’ipotalamo posteriore e dorsomediale e dai nuclei mediani del raphe.

E stato dimostrato che 1 neuroni oressinergici ricevono proiezioni anche da aree associate al

controllo dell’omeostasi energetica, che plausibilmente provengono dal nucleo arcuato.

Le proiezioni afferenti inviano segnali ai neuroni oressinergici ¢ modulano 1’attivita neuronale
oressinergica attraverso la secrezione di specifici neuromodulatori., che sono stati in parte

scoperti in seguito a studi di elettrofisiologia su topi transgenici.
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La noradrenalina e la serotonina iperpolarizzano e inibiscono I’attivita dei neuroni

oressinergici’®®’

, mentre il carbacolo, agonista colinergico, attiva il 27% dei neuroni e ne

inibisce il 6%°*. L’istamina al contrario sembrerebbe non avere alcun effetto sui neuroni
. . .89 . . . . . . . . . . .

oressinergici®. Diversi studi rivelano inoltre che i neuroni oressinergici sono tonicamente

attivati dai neuroni di natura glutammatergica®® e fortemente inibiti da input GABA-ergici®®*°.

Recentemente Yamanaka e colleghi hanno inoltre mostrato che la stessa oressina induce
I’attivazione dei neuroni oressinergici mediante il legame con OR2X; questo potrebbe
suggerire che 1 neuroni formano un circuito di feedback positivo attraverso vie dirette e
indirette, al fine di sostenere la stessa via oressinergica durante uno stato di attivazione

massiccia /o prolungata nel tempo '

L’attivita oressinergica risulta modulata anche da fattori umorali. Studi di elettrofisiologia
hanno mostrato come un’elevata concentrazione extracellulare di glucosio e leptina inducono
una marcata iperpolarizzazione dei neuroni oressinergici. Al contrario la diminuzione della
concentrazione di glucosio, grelina e un insieme di diversi aminoacidi inducono una

depolarizzazione di questi neuroni'®".

2.2.1 Ruolo dei neuroni oressinergici nella regolazione degli stati di veglia e

di sonno e nel comportamento alimentare

I neuroni oressinergici sono neuroni “multi-tasking” coinvolti nella regolazione degli stati di
veglia-sonno e nei comportamenti attivi motivati, come quello alimentare, emotivo e quello

legato alla ricerca di una ricompensa °2.

Nel ratto e in altre specie, la somministrazione centrale di ORXA durante il periodo di luce,

induce nelle prime due ore che seguono I’iniezione, un aumento del consumo di cibo pari a 2-
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387192, questa situazione & comparabile con il risultato ottenuto nel ratto, in seguito

all’iniezione icv di un peptide fortemente oressigenico come la grelina!®.

Inoltre, il digiuno aumenta il numero dei neuroni oressinergici positivi per la presenza della

104 & nei topi'®’; in particolare nel topo in cui ¢ stata indotta una

proteina cFos nei primati
condizione ipoglicemica, dopo 48 ore di digiuno, si riscontra un aumento della quantita di
mRNA per la sintesi della prepro-oressina, suggerendo che 1’espressione del gene ¢ regolata

anche dal livello di glucosio nel sangue®”1962,

Concomitantemente ¢ stato mostrato che 1 neuroni oressinergici non solo ricevono proiezioni
dai neuroni del nucleo arcuato'”’, ma influenzano direttamente il circuito neuronale
ipotalamico implicato nel comportamento alimentare. La somministrazione locale di ORXA
nel nucleo paraventricolare dell’ipotalamo nel ratto, nel DMH o nel LH!®® induce 1’aumento
dell’assunzione di cibo, suggerendo che questo neuropeptide influenza il comportamento

alimentare interagendo con vari aspetti del circuito dell’alimentazione!%-11°,

L’ORX sembrerebbe essere inoltre coinvolta nella regolazione del peso corporeo, infatti
I’incidenza dell’obesita in individui narcolettici, che presentano un ridotto numero di neuroni

oressinergici, ¢ due volte piul alta rispetto alla popolazione generale!!!

. Questo ¢ confermato da
studi effettuati su topi in cui 1’ablazione dei neuroni oressinergici causa ipofagia e
paradossalmente induce la comparsa tardiva dell’obesita e del diabete di tipo 2 ''?. Inoltre topi

transgenici con una elevata espressione del neuropeptide sono resistenti all’obesita indotta da

una dieta ad alto contenuto di grassi''>.

L’ipotesi che I’ORX possa indurre resistenza all’obesita ¢ ulteriormente supportata da studi su
ratti in cui ¢ stata modificata 1’attivita spontanea. Questi animali, caratterizzati da uno stato di
iper-attivita, presentano un’elevata espressione di mRNA codificante per la prepro-oressina,

un elevato dispendio dell’energia metabolica e resistenza all’ obesita!'4,
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L’ORX quindi sembrerebbe indurre simultaneamente 1’aumento del consumo di cibo e della

spesa energetica.

E stato inoltre ampiamente dimostrato il coinvolgimento dell’ORX nel consolidamento dello
stato di veglia; 1 neuroni oressinergici, infatti, risultano attivi durante il periodo di veglia e
inviano segnali eccitatori a diverse popolazioni neuronali monoaminergiche e colinergiche
promuoventi lo stato di veglia, plausibilmente sostenendo la loro attivita. Questo ¢ stato
dimostrato dall’insieme studi condotti in vivo e in vitro che hanno mostrato come 1 neuroni
oressinergici: 1) scaricano attivamente durante lo stato di veglia attiva, quando 1’animale
esplora I’ambiente circostante, mentre risultano silenti durante la fase di sonno NREM e sonno
REM!'5!7: i) sono responsabili della stimolazione di diverse popolazioni neuronali
promuoventi la veglia come: i neuroni noradrenergici del locus coeruleus (LC)!8,
dopaminergici dell’area tegmentale ventrale (VTA)!'"®, serotoninergici del raphe dorsale'?’,
istaminergici del nucleo tuberomammilare!® e colinergici del prosencefalo basale (BF)!?!. 1
neuroni oressinergici, a loro volta, sono regolati dall’acetilcolina e dalle monoamine e sono
costantemente innervati dai neuroni colinergici provenienti dal BF*. L’iniezione di un agonista
colinergico come il carbacolo attiva parte della popolazione dei neuroni oressinergici. I neuroni
serotoninergici e noradrenergici, al contrario, inviano proiezioni inibitorie ai neuroni

oressinergici®*"’.

D’altra parte ¢ stato dimostrato che i neuroni della VLPO, un’area chiave per la comparsa del
sonno, pur non presentando recettori per il neuropeptide, inviano numerose proiezioni inibitorie
ai neuroni oressinergici®®. Questo ¢ stato confermato dal fatto che questi ultimi risultano
fortemente inibiti da agonisti GABA-ergici”® e la selettiva deplezione nel topo di geni per i
recettori GABABR in questi neuroni si traduce in una instabilita dell’architettura degli stati

veglia-sonno®’.
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Inoltre la modulazione farmacogenetica dei neuroni oressinergici ha rivelato che la loro
stimolazione aumenta il periodo passato in veglia dell’animale mentre la loro inibizione
diminuisce il periodo di veglia e aumenta quello di sonno NREM!??, Questa modulazione
selettiva dei neuroni oressinergici in vivo suggerisce che la loro attivita ¢ implicata nella

regolazione dello stato di vigilanza dell’animale®?.

Saper e colleghi hanno proposto il coinvolgimento dell’ORX in un circuito, chiamato flip-flop
switch, che controlla la transizione tra lo stato di veglia e quello di sonno. Questo modello si
esplica attraverso un’inibizione mutualistica tra il VLPO e i neuroni monoaminergici
promuoventi la veglia. In questo circuito ’ORX avrebbe il ruolo di stabilizzare la transizione
tra la veglia e il sonno. rinforzando il sistema promuovente la veglia, senza perd inibire

direttamente la VLPO'%.

\

E stato ipotizzato che il mantenimento di uno stato di veglia consolidato da parte del’ORX
potrebbe essere importante per il supporto del comportamento alimentare, come ad esempio la
ricerca del cibo, che ¢ essenziale per la sopravvivenza dell’animale. In condizioni di scarsa
disponibilita di cibo, infatti, gli animali mettono in atto diverse strategie tra cui il

prolungamento del periodo di veglia, che interrompe il normale pattern circadiano.

Durante una deprivazione di cibo prolungata, topi con 1’ablazione dei neuroni oressinergici,
non presentano un massiccio aumento della quantita di veglia e dell’attivita locomotoria, che

si riscontra invece in topi wild type esposti alle stesse condizioni sperimentali '2*,

Studi precedenti condotti sul ratto hanno mostrato come le modificazioni del pattern di veglia-
sonno indotte in seguito ad un periodo prolungato di deprivazione di cibo, sono in parte ridotte
in seguito ad infusione di glucosio !*°. Inoltre la somministrazione periferica di leptina in ratti
deprivati di cibo aumenta la quantita di sonno NREM, che ritorna ai livelli fisiologici in seguito

all’assunzione di cibo'%.
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Questi studi sono coerenti con un modello in cui una drastica diminuzione dei livelli di glucosio
e leptina circolante nel sangue e un aumento dei segnali grelina indotti dalla deprivazione di

cibo producono un aumento dell’attivita dei neuroni oressinergici '**.

Tutte queste evidenze suggeriscono che i1 neuroni oressinergici percepiscono lo stato
metabolico e nutrizionale dell’animale e integrano queste informazioni per indurre un livello

di veglia tale da permettere la ricerca di cibo durante un bilancio energetico negativo.

Il sistema oressinergico potrebbe quindi contribuire alla regolazione dell’omeostasi energetica
attraverso 1’integrazione delle informazioni riguardanti lo stato metabolico e la regolazione

degli stati veglia-sonno.

3 INIBIZIONE FARMACOLOGICA DEI NEURONI DEL RAPHE

PALLIDUS

3.1 Effetti indotti dall’inibizione farmacologica dei neuroni del Raphe

Pallidus

L’inibizione farmacologica neuronale ¢ una tecnica di inattivazione reversibile, che permette

di bloccare le funzioni neuronali interferendo con queste a diversi livelli.

L’inattivazione a livello cerebrale puo essere indotta attraverso 1’utilizzo di due principali tipi
di sostanze: 1) farmaci bloccanti i canali ionici, come la tetrodossina e diversi anestetici locali,
che prevengono I’inizio e la trasmissione dei potenziali d’azione nei corpi cellulari e nelle fibre
degli assoni; ii) agonisti e antagonisti dei neurotrasmettitori che interferiscono con I’attivita

neuronale a solo a livello sinaptico'?’.
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L’inibizione farmacologica ha due importanti vantaggi: puo essere ripetuta piu volte nello
stesso animale durante la stessa sessione sperimentale e la stessa area cerebrale pud essere
manipolata piu volte in sessioni sperimentali diverse, permettendo di aumentare la confidenza
del risultato ottenuto. Analogamente diversi siti possono essere inattivati nello stesso animale
permettendo di constatare la selettivita spaziale dell’effetto. Questi aspetti permettono di
arrivare a solide ipotesi riguardo la localizzazione della popolazione neuronale coinvolta'?®.
L’utilizzo di agonisti e antagonisti dei neurotrasmettitori ¢ considerato un metodo valido per
I’inattivazione di specifiche aree cerebrali, in quanto ha il vantaggio di inattivare
temporaneamente i neuroni a livello locale permettendo di evitare le fibre di passaggio.
Tuttavia questo non preclude I’induzione di effetti distali sulle aree cerebrali connesse con la

regione inattivata'?’

L’inibizione farmacologica dei neuroni del RPa blocca la produzione di calore, I’aumento della
SNA a livello del BAT e l'aumento della FC indotte in seguito a qualsiasi stimolo

termogenetico testato.

La somministrazione di muscimolo, antagonista del recettore GABAa-ergico, utilizzata per
indagare il ruolo dei neuroni del RPa nella trasmissione dei segnali pirogeni (mediati dalla
PGE2) agli effettori simpatici che contribuiscono alla comparsa della febbre, ha mostrato come
la continua inibizione dei neuroni del RPa causa il blocco dell’aumento della TBAT e della

Tcore, precedentemente indotti dalla somministrazione di PGE2 a livello centrale o nella

MPO*.

Inoltre un ulteriore studio delle vie efferenti che regolano le risposte simpatiche durante
I’esposizione ad una bassa Ta e nella comparsa del processo febbrile ha mostrato ancora una
volta come I’inibizione GABA-ergica o |’attivazione dei recettori 5-HT1a dei neuroni del RPa

elimina il brivido e tutte le risposte autonomiche indotte dal raffreddamento cutaneo o dalla
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somministrazione centrale di PGE»*’. Contemporaneamente I’inibizione dei neuroni del
RVMM attenua la comparsa del brivido e I’attivazione dei neuroni fusimotori del muscolo

scheletrico osservate in seguito a raffreddamento il cutaneo’.

In ratti anestetizzati, mantenuti ad una Tcore inferiore ai 37°C attraverso il raffreddamento
cutaneo, l’inibizione dei neuroni del RPa, indotta indipendentemente dall’iniezione di
muscimolo, glicina (agonisti dei recettori inibitori), acido chinurenico, ( KiA; antagonista non
selettivo dei recettori ionotropici degli aminoacidi eccitatori) e 1’8-idrossi-2-(Di-n-
propilamino) tetralin idrobromide (8-OH-DAT; agonista del recettore serotoninergico 1A) ha
causato una completa reversione degli effetti indotti dal raffreddamento cutaneo dell’animale
sulla SNA del BAT, sulla TBAT, sulla CO2 espirata e sulla FC; cambiamenti nella MAP sono

stati osservati solo dopo I’iniezione con glicina e KiA.

Questi risultati confermano le evidenze raccolte in esperimenti di attivazione neuronale del
RPa, in animali con una Tcore normotermica, in cui I’attivazione dei recettori glutammatergici
amplifica Dattivitd termogenetica a livello del BAT, la TBAT, la CO2 espirata e la FC°. Il
ruolo della trasmissione amminoacidica eccitatoria nelle riposte evocate dall’attivazione
glutammatergica del rRPa ¢ stato ulteriormente consolidato in seguito a somministrazione di
antagonisti dei recettori per il GLUT. Tutti gli effetti termoregolatori e cardiaci indotti
dall’attivazione neuronale del RPa sono stati bloccati in seguito a somministrazione di

antagonisti per i recettori NMDA e non-NMDA.

L’aumento della FC, fortemente arrestato dall’inibizione dei neuroni del RPa, potrebbe indicare
I’esistenza di vie efferenti simili nella risposta cardiaca e termogenetica durante I’esposizione
a basse Ta. Questa ipotesi ¢ consistente con lavori precedenti in cui I’inibizione della POA o

I’attivazione dei neuroni del DMH o del RPa causano un aumento della FC.
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La completa soppressione dell’aumento dell’attivita termogenetica del BAT e del tasso
metabolico, osservata in seguito all’iniezione di 8-OH-DPAT, ¢ stata osservata anche in un
precedente lavoro in cui [’attivazione dei recettori 5-HTia ha eliminato le riposte
termogenetiche e cardiovascolari indotte dall’infusione endovenosa di leptina. Questi risultati
fanno ipotizzare il coinvolgimento di input serotoninergici diretti al RPa. nel controllo della

via termogenetica efferente.

Inoltre una somministrazione sistemica dell’agonista dei recettori 5-HT1a induce la comparsa
di uno stato ipotermico in diverse specie animali come il ratto e I'uomo ed ¢ in grado di
diminuire la termogenesi del BAT in ratti non anestetizzati esposti ad una bassa Ta. I recettori
5-HT1A sono accoppiati negativamente all’adenilato ciclasi dalla proteina Gi; questo
probabilmente provoca un’inibizione delle funzioni neuronali. Dati ottenuti in diversi studi di
immunoistochimica supportano una potenziale localizzazione di questi recettori sui corpi
cellulari dei premotoneuroni del RPa che controllano il BAT; la loro attivazione in seguito ad
input serotoninergici potrebbe attenuare 1’attivita dei premotoneuroni causando I’inibizione del

processo termogenetico nel BAT*!.

Uno studio di inattivazione neuronale in ratti liberi di muoversi ha mostrato per la prima volta
il coinvolgimento dei neuroni del rRPa nel mantenimento della Tcore. Infatti, contrariamente
a quanto osservato in seguito a disinibizione dei neuroni del RPa in ratti anestetizzati,
I’iniezione di muscimolo nel RPa ha indotto un veloce decremento della Tcore senza
influenzare i valori della FC e della MAP’!. In due degli esperimenti condotti in questo studio
le iniezioni di muscimolo sono state effettuate in due differenti aree del RPa: una piu anteriore
e una piu laterale rispetto al sito d’iniezione; in entrambi 1 casi non si ¢ osservata alcuna
riduzione significativa della TC. Questi dati suggeriscono che 1’attivita dei neuroni nella
regione del RPa giocano un ruolo importante nel mantenimento della TC ma non della FC in
condizioni fisiologiche in animali liberi di muoversi’'.
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Una diminuzione della TC ¢ stata osservata anche durante la perfusione dell’area de RPa con
la tetrodossina in animali liberi di muoversi mantenuti ad una Ta normale. La tetrodossina
inibisce Dattivitd neuronale bloccando i canali del Na*, quindi I’effetto osservato in questo
studio potrebbe essere dovuto ad un blocco della propagazione del potenziale degli assoni che
passano attraverso il RPa piuttosto che ad un’inibizione del soma cellulare dei neuroni residenti

in questa regione'%.

Lo studio degli effetti di inibizione farmacologica dei neuroni del RPa ¢ stata di fondamentale
importanza in quanto ha permesso di concludere che I’attivita dei suoi premotoneuroni
simpatici coinvolti nel controllo del BAT e del cuore forniscono una guida sopraspinale
eccitatoria al circuito simpatico spinale necessaria e sufficiente per le risposte termogenetiche
e cardiache coinvolte nei processi di termoregolazione, di comparsa della febbre e ad una

varieta di stimoli che influenzano la TC*,

Basandosi sull’osservazione dello studio condotto da Zaretsky e colleghi’!, dove I’inibizione
GABA-ergica dei neuroni del RPa induce una riduzione della TC, nel 2013 un ulteriore studio
condotto nel nostro laboratorio ha mostrato come I’inibizione dei del RPa per un lungo
intervallo di tempo (6 ore) attraverso iniezioni reiterate di muscimolo (1 all’ora) causa un
drastico cambiamento in diversi parametri autonomici e nella potenza delle onde

elettroencefalografiche (Fig. 4)'°

. A partire dalla prima somministrazione di muscimolo si
osserva una progressiva diminuzione della Tc, della FC e della potenza delle onde cerebrali.
Contemporaneamente compare una massiccia vasodilatazione cutanea negli organi scambiatori
di calore come la coda che regredisce progressivamente in parallelo con la diminuzione della
Tc (Fig. 4b). Come riscontrato nel precedente studio la MAP non ha subito grandi cambiamenti,
facendo ipotizzare un modesto coinvolgimento del RPa nella regolazione di questo parametro®’
(Fig. 4a). Dal punto di vista comportamentale 1’animale dopo la prima iniezione di muscimolo

assume una postura volta alla dissipazione del calore corporeo. Questo comportamento
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potrebbe essere dovuto alla grande affluenza del sangue a livello cutaneo che potrebbe aver
attivato i termocettori sensibili al caldo. Al raggiungimento del Nadir della Tc 1’animale appare
letargico e non presenta alcun tipo di movimento corporeo. I cambiamenti nello spettro delle
onde elettroencefalografiche potrebbero essere una conseguenza della diminuzione della Tc,
tuttavia potrebbe essere anche mediato dai neuroni bulbari con proiezioni ascendenti o dai

cambiamenti indotti dal RVMM nel flusso sanguigno cerebrale.

La profonda ipotermia osservata in questo studio ¢ il risultato dell’aumento della dissipazione
termica ¢ molto probabilmente di una diminuzione della produzione di calore dovuta
plausibilmente all’inibizione dei neuroni serotoninergici ¢ glutammatergici localizzati nel
RVMM, in particolare nella zona del RPa. La forte diminuzione della FC potrebbe essere
spiegata dalla mancanza del tono eccitatorio dei neuroni del RPa che non puod essere

compensato dall’intervento dei centri ipotalamici superiori o dal RVLM.

Il prolungato blocco della via centrale della termoregolazione, coinvolta nelle risposte
all’esposizione a basse Ta, attraverso I’inibizione farmacologica del RPa ha indotto nel ratto
aspetti fenomenologici come il progressivo calo della Tc seguito dalla concomitante riduzione
della FC, I’assenza di modificazioni a carico della PA e la diminuzione dell’attivita corticale
che ricalcano quelli osservati durante 1’ibernazione naturale. L’ibernazione ¢ una risposta
fisiologica e comportamentale finemente regolata che permette di coordinare i processi
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endogeni con le condizioni ambientali ®'. Durante 1’ibernazione tutti gli aspetti metabolici

come la FC e la frequenza respiratoria sono fortemente ridotti, permettendo, attraverso uno

stato ipotermico regolamentato, di tollerare valori di TC vicini a quelli della Ta'*2,

Un meccanismo cellulare che pud contribuire alla riduzione del tasso metabolismo e della
termogenesi durante il periodo di ibernazione, ¢ la fosforilazione reversibile di enzimi e

proteine che interessa anche le proteine sinaptiche di membrana, un sistema quest’ultimo
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implicato anche nei processi di plasticita sinaptica. E stato dimostrato che nei processi di
fosforilazione, che insorgono durante 1’ibernazione, ¢ coinvolta anche una proteina associata
ai microtubuli: la proteina Tau. E stato ipotizzato che I’iperfosforilazione della proteina Tau &
collegato ai processi di riduzione delle connessioni sinaptiche che si manifesta durante il
periodo di torpore, quando I’attivita elettroencefalografica risulta fortemente ridotta. E stato
ben documentato che la fosforilazione reversibile della proteina Tau, nell’animale ibernante, ¢
concomitante alla graduale regressione e la successiva ricomparsa dei contatti sinaptici tra le
fibre mossy e 1 neuroni piramidali dell’ippocampo. Questo risultato, insieme all’evidenza della
esistente correlazione tra un modesto aumento della fosforilazione della Tau e I’aumento della
protezione neuronale rispetto all’apoptosi cellulare, potrebbero far pensare a questo processo

come ad una strategia protettiva in un ambiente sfavorevole'*,

3.2 La proteina Tau

La Tau ¢ una proteina altamente solubile ed ¢ localizzata maggiormente a livello degli assoni
dei neuroni maturi!*. La presenza di questa proteina ¢ stata osservata anche a livello del
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compartimento somatodendritico neuronale'**, nel nucleo'*® e in misura minore anche negli

astrociti e negli oligodendrociti'3®.

La Tau appartiene alla famiglia delle proteine associate a microtubuli (MAP) e sono state
identificate, nel cervello umano, 6 isoforme generate in seguito a splicing alternativo del gene

MAPT!,

Le isoforme differiscono tra loro per due principali caratteristiche: 1) la presenza di 3 (3R) 0 4
(4R) sequenze ripetute in tandem carbossi-terminali della lunghezza di 31 aminoacidi, che
corrispondono ai domini di legame per i microtubuli; ii) I’assenza (ON) o la presenza di una

(IN) o due sequenze (2N) ripetute N-terminali.
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Le isoforme 3R e 4R sono presenti in eguale proporzione nel cervello umano rispetto alle

isoforme NO, N1 ¢ N2!3%139,

La Tau ¢ una proteina di natura basica, tuttavia presenta dei residui nella parte N-terminale di
natura acida e altri di natura neutra nella parte C-terminale. L’asimmetria delle cariche ¢
fondamentale da un lato nell’interazione con 1 microtubuli ed altre proteine e dall’altro per il
ripiegamento interno e 1’aggregazione della proteina stessa. La sua struttura ¢ divisa, sulla base
dell’interazione con i microtubuli e della natura degli aminoacidi che la compongono, in due
domini principali: il dominio di assemblaggio C-terminale che lega 1 microtubuli e ne

0

promuove 1’assemblaggio'® e il dominio di proiezione N-terminale che proietta fuori dai

microtubuli'*!

. Questi due domini sono tenuti insieme tra loro da una regione ricca di prolina
che funziona come dominio di legame per proteine segnale contenenti il dominio Src di
omologia 3 (SH3), come la tirosina-chinasi FYN. Un’altra regione contenente un elevato
numero di prolina si trova a valle del dominio ripetuto e contiene gli epitopi degli anticorpi che
vanno incontro ad iperfosforilazione durante la patologia del morbo di Alzheimer sia nell’uomo

che nei modelli animali'*%.

La proteina trovata anche a livello del sistema nervoso periferico ¢ chiamata “grande Tau” in

riferimento al maggiore peso molecolare rispetto alle isoforme presenti a livello del CNS'#,

Lo stato di fosforilazione e I’espressione delle isoforme vengono regolati durante lo sviluppo,
molto probabilmente perché coinvolti nell’aumento della plasticita del citoscheletro necessaria
durante lo sviluppo embrionale e precoce!**. Infatti durante 1’embriogenesi nell’uomo &
presente una sola di isoforma della proteina Tau (NOR3) con un elevato grado di

fosforilazione'®

. Al contrario nell’eta adulta sono presenti tutte le 6 isoforme della proteina e
il grado di fosforilazione riscontrato ¢ minore!#>!46, Anche la distribuzione della Tau & regolata

dallo sviluppo: nel neurone giovane la Tau ¢ distribuita solo nel corpo cellulare e nel neurite,
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quando I’assone emerge e il neurone si polarizza la Tau inizia ad essere presente in maniera

massiccia all’interno dell’assone e in minor percentuale nei dendriti e nel nucleo'>.

La Tau ¢ stata inizialmente identificata come una proteina associata ai microtubuli, ma piu
recentemente ¢ stato dimostrato il ruolo di questa proteina in molteplici funzioni a livello di

diversi compartimenti cellulari'’.

A livello assonale la proteina Tau stabilizza 1 microtubuli € ne promuove I’assemblaggio, in
particolare ne regola I’instabilitd dinamica responsabile della riorganizzazione del
citoscheletro!**!*8_ Inoltre & coinvolta anche nella regolazione del trasporto assonale attraverso
I’interazione con le proteine motore, in particolare sembrerebbe essere coinvolta nel distacco
della chinesina dal microtubulo e nell’inversione della direzione della dineina, riducendo il
trasporto assonale retrogrado e anterogrado'®. Il coinvolgimento della proteina Tau nel
trasporto assonale ¢ stato dimostrato da studi in vitro o su culture cellulari’>*!1:152 tyttavia
I’aumento o la diminuzione dell’espressione della proteina nel topo non ha avuto alcuna
influenza sul trasporto assonale'>?, facendo ipotizzare I’esistenza di un ulteriore meccanismo

in vivo che controbilancia 1’azione della Tau'®’.

Il dominio C-terminale che lega i microtubuli, oltre a coadiuvare la stabilizzazione del
citoscheletro e il trasporto assonale, interagisce anche con diverse proteine come le fosfatasi'>,
DNA!3 ¢ RNA! . 1l dominio N-terminale, al contrario, & stato dimostrato interagire con le
membrane neuronali e con il dominio Src di omologia 3 delle proteine segnale associate alla
membrana plasmatica'®’, facendo ipotizzare un coinvolgimento nella regolazione della rete di

segnali cellulari.

Inoltre la Tau sembrerebbe essere essenziale nella maturazione e nell’allungamento

dell’assone, infatti 1’ablazione di questa proteina nelle culture cellulari di neuroni di ratto
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inibisce la formazione del neurite'~°, mentre al contrario I’aumento della sua espressione
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promuove la formazione del neurite anche in cellule di altra natura'>, tuttavia questo ruolo
necessita di ulteriori approfondimenti in quanto studi in vivo effettuati sul topo hanno mostrato

risultati discordanti'®%-161,

Recentemente ¢ stata ipotizzata un’ulteriore funzione a livello dendritico per questa proteina
nel meccanismo di plasticita neuronale, infatti ’attivazione farmacologica a livello sinaptico
dei neuroni in vitro induce la traslocazione della proteina dall’albero dendritico al
compartimento post-sinaptico eccitatorio'®. E stato inoltre mostrato sia in colture cellulari che
con esperimenti in vivo che in condizioni fisiologiche e di stress ipertermico, la Tau presente a
livello nucleare sembrerebbe avere un ruolo nel mantenimento dell’integrita del DNA e del

RNA sia citoplasmatico che nucleare.

Tutte queste evidenze suggeriscono che la Tau sia una proteina multifunzione coinvolta
nell’assemblaggio e stabilizzazione a livello microtubulare, nella trasduzione del segnale

cellulare e nella differenziazione neuronale!61%4,

3.2.1 Iperfosforilazione della proteina Tau

Le funzioni della proteina Tau, nel cervello dell’uomo adulto, sono finemente regolate da
meccanismi post-traduzionali. Tra questi, il processo di fosforilazione di un limitato numero di
residui di Serina e Treonina rappresenta un rapido meccanismo per la regolazione della capacita
di legame della Tau ai microtubuli. In generale la fosforilazione induce una diminuzione
dell’affinita di legame per 1 microtubuli regolando la normale funzione fisiologica di questa

proteina nell’assemblaggio e nella stabilita dei microtubuli'®’.

Tuttavia in diverse patologie neurodegenerative il grado di fosforilazione della proteina Tau

diventa sempre piu elevato con la progressione della malattia per arrivare fino ad uno stato
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definito di “iperfosforilazione” ™. La forma iperfosforilata della proteina si aggrega in
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filamenti a doppia elica (PHF, PHFs, Paired Helical Filaments), che rappresentano la subunita
strutturale dei grovigli neurofibrillari e di altri aggregati intracellulari presenti nelle cosiddette

“Taupatie”166’167.

Ad esempio, grovigli neurofibrillari (NTF) formati dai PHFs rappresentano uno dei maggiori
marcatori per la diagnosi nel morbo di Alzheimer (AD, Alzheimer Disease), una delle Taupatie
maggiormente studiate'®®. La Tau presente negli aggregati differisce da quella normale per
I’elevato grado di fosforilazione presente, per la sua conformazione che diventa pitu compatta
e per una diminuita solubilita!®*!. Attualmente il legame tra 1’elevata fosforilazione della
proteina Tau e la formazione degli aggregati non ¢ ancora ben definito. Si ¢ ipotizzato che il
processo di fosforilazione possa indurre dei cambiamenti conformazionali che favoriscono la
sua aggregazione!’"!72, Nell’'uomo sono stati individuati circa 30 siti di fosforilazione della
proteina Tau che sono coinvolti sia nei processi fisiologici che patologici. In base a questo
risultato ¢ stato ipotizzato che la fosforilazione della proteina Tau nel AD intervenga
inizialmente come parte di un processo fisiologico volto alla protezione e che in seguito si

trasformi in un meccanismo patologico con il progredire della malattia'®®,

La fosforilazione dei residui di Treonina e Serina ¢ associata ad una ridotta affinita per i
microtubuli e alla traslocazione dal compartimento assonale a quello somatodendritico con la
conseguente disregolazione della funzione della proteina'”. Sulla base di queste evidenze si &
ipotizzato che il declino cognitivo tipico delle Taupatie potrebbe essere dovuto in primis ad
una dislocazione della Tau iperfosforilata nei siti subsinaptici piuttosto che alla formazione dei

PHF174,1 73.

La fosforilazione, in un grado inferiore a quello presente nell’AD, sembrerebbe essere
promossa a livello neuronale per regolare I’attivita della proteina Tau in maniera transiente e

reversibile in base alla necessita. Una dimostrazione di questa ipotesi ¢ data dal fenomeno di
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ibernazione dove la selettiva espressione e il controllo delle chinasi e delle fosfatasi rappresenta

165 Dyrante lo stato di torpore

una risposta adattativa per la sopravvivenza in ambienti ostili
dell’ibernazione la Tau risulta altamente iperfosforilata, tuttavia la presenza di PHFs ¢ ben
tollerata dall’organismo non essendo associata con la formazione fibrillare ed essendo
completamente  reversibile con il  ritorno  dell’animale  all’eutermia. La
fosforilazione/defosforilazione della proteina Tau durante il torpore e il successivo ritorno
all’eutermia ¢ concomitante alla regressione e alla seguente ricomparsa sinaptica dei contatti

delle fibre mossy terminali ippocampali'?

. Una spiegazione potrebbe essere data dal fatto che
la fosforilazione della proteina Tau aumenta ’instabilita dei microtubuli favorendone lo stato
dinamico, questo faciliterebbe i cambiamenti strutturali delle fibre mossy durante 1’ibernazione.

Questo suggerisce un collegamento tra la fosforilazione della proteina e la plasticita sinaptica

che compare durante 1’ibernazione!”.

Diversi studi hanno confermato il ruolo dell’iperfosforilazione tra i meccanismi di
neuroprotezione messi in atto in condizioni ambientali sfavorevoli. A dimostrazione di questo
¢ stato osservato anche una correlazione tra il modesto incremento della proteina Tau
fosforilata e 1’aumento della protezione dei neuroni rispetto al processo apoptotico'’®. Un
ulteriore meccanismo di protezione che permette agli animali ibernanti di tollerare la severa
riduzione del flusso sanguigno e della disponibilita di ossigeno a livello cerebrale sembrerebbe
coinvolgere I’aumento della fosforilazione del fattore di allungamento eucariotico 2 (eEF2)!7’.
La sua fosforilazione rappresenterebbe uno specifico processo che inibisce la fase di
allungamento durante la sintesi proteica ed ¢ correlata alla fosfatasi P2 (PP2) che risulta quasi
del tutto inibita durante il periodo di torpore. La completa inibizione della PP2, considerata la
principale fosfatasi delle serine e treonine a livello cerebrale, che regola anche la fosforilazione

della Tau potrebbe anche essa essere coinvolta nel meccanismo di neuroprotezione.

L’inibizione cronica di questa fosfatasi, infatti, induce la fosforilazione della Tau nella regione
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ippocampale con uno schema di distribuzione che ricalca quello osservato durante il periodo

di torpore nell’animale ibernante.

L’iperfosforilazione della Tau potrebbe essere un meccanismo finalizzato alla stabilizzazione
della sua struttura, attraverso il conferimento di una resistenza all’azione delle proteasi. La
stabilizzazione del citoscheletro di questa proteina potrebbe essere un meccanismo finalizzato
a congelare la struttura dinamica durante il periodo di ibernazione in maniera tale da prevenirne
la sua degradazione conservandola per una rapida attivazione durante il ritorno dell’animale

alle condizioni normotermiche'32.

E stato dimostrato che 1’ingresso e 1’uscita da uno stato ipotermico di animali ibernanti e non
ibernanti ¢ accompagnato da una fase di ipereccitabilita a livello neuronale!”®. La sensibilita
dell’attivita neuronale alla variazione della temperatura sembrerebbe essere mediata da
processi dipendenti dal recettore NMDA!”. L espressione della delezione mutante della Tau
che non permette il legame con i microtubuli induce un disaccoppiamento tra i recettori NMDA
e la proteina di densita post-sinaptica 95 (PSD-95). Questo fa ipotizzare che la Tau in uno stato
iperfosforilato, quindi con una ridotta affinita per 1 microtubuli, potrebbe essere dislocata nelle
spine dendritiche dove riduce la funzione sinaptica, plausibilmente riducendo o dislocando 1
recettori NMDA a livello postsinaptico. Questo meccanismo potrebbe essere utilizzato anche
durante 1’ibernazione come un meccanismo neuroprotettivo che previene I’ipereccitabilita
neuronale mediata dai recettori NMDA che altrimenti si manifesterebbe durante il graduale
raffreddamento del cervello. In questa ottica I’inattivazione funzionale dei segnali mediati dai
recettori NMDA indotta dalla proteina Tau nel suo stato iperfosforilato potrebbe essere non
solo un grande vantaggio durante 1’entrata in torpore dell’animale ma potrebbe essere un pre-
requisito, necessario per una controllata inattivazione dell’attivita neuronale durante
I’ibernazione. Questa ipotesi ¢ in accordo con I’osservazione di un efficiente processo di
iperfosforilazione nell’ibernante presente nel range tra i 37 e i 30°C'*°,
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L’iperfosforilazione della proteina Tau sotto condizioni controllate di ipometabolismo e
ipotermia rappresenta una reazione fisiologica generalizzata con funzione di protezione. Allo
stesso modo ¢ stato ipotizzato che 1’iperfosforilazione della proteina Tau nell’ AD rappresenti
una strategia compensatoria che compare durante la comparsa della malattia per sopprimere lo

sbilanciamento eccitatorio e inibitorio e 1’alterazione delle reti neuronali.
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SCOPO DELLA TESI
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Scopo di questa tesi ¢ stato quello di studiare nel ratto libero di muoversi i correlati
comportamentali (modificazione degli stati veglia/sonno, assunzione di cibo) e della
funzionalita cellulare nervosa centrale della manipolazione farmacologica locale del Raphe
Pallidus, area sede di pre-motoneuroni simpatici coinvolti nella regolazione di processi inerenti

la termogenesi.

Nella prima parte dello studio si € proceduto a studiare gli effetti della somministrazione locale
nel RPa del neuropeptide Oressina A. Studi precedenti hanno infatti mostrato come la
somministrazione di Oressina A nel RPa sia in grado di attivare la termogenesi e le variabili
autonomiche cardiovascolari sia nell’animale anestetizzato, sia in quello libero di muoversi,
ma solo in presenza di un tono termogenetico di base. Tali effetti tendono a scomparire quando

la termogenesi sia inibita dall’esposizione a un’elevata temperatura ambientale.

Per questo motivo nella tesi si ¢ condotta un’analisi degli effetti a breve termine dell’iniezione
di Oressina A sui diversi stati del ciclo veglia-sonno e, piu in particolare, sul comportamento
alimentare in animali esposti a una temperatura ambientale alla normale temperatura di
laboratorio (24°C, prossima ai limiti inferiori del rango termoneutrale del ratto) e a una
temperatura ambientale elevata (32°C). Le risposte comportamentali osservate alle normali
condizioni di laboratorio hanno indotto a un’ulteriore indagine volta alla caratterizzazione della
popolazione neuronale del RPa responsabile degli effetti osservati. In particolare si € ipotizzato
che tale popolazione fosse rappresentata da neuroni serotoninergici, sia perché questa ¢ una
popolazione neuronale a mediatore noto tra le pitt numerose in quest’area, sia perché ¢ noto
che I’iniezione di un agonista serotoninergico a livello della colonna intermedio laterale del
midollo spinale che riceve le efferenze dei pre-motoneuroni simpatici del RPa, induce

un’amplificazione dell’attivazione della termogenesi.
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Per meglio discriminare la specificita comportamentale e cellulare degli effetti indotti
dall’attivazione selettiva oressinergica dei neuroni del RPa, i risultati sono stati confrontati con
quelli indotti alla normale temperatura di laboratorio dalla disinibizione non selettiva dei
neuroni del RPa ottenuta attraverso la microiniezione di GABA-zina, un antagonista dei

recettori GABAA.

Nella seconda parte dello studio si ¢ proceduto invece in senso inverso, agendo localmente sul
RPa mediante la somministrazione di muscimolo, un agonista GABAa, la cui
somministrazione reiterata nel ratto si € mostrata in grado di indurre un blocco reversibile della
termogenesi in grado di determinare una progressiva riduzione della temperatura corporea fino
a livelli di poco superiori ai 20°C e una concomitante inibizione di ogni attivita
comportamentale accompagnata da un’ampia riduzione dell’ampiezza del tracciato

elettroencefalografico.

Gli effetti comportamentali e autonomici di tale manipolazione centrale dell’attivita del RPa
sono stati precedentemente descritti in uno studio condotto nel nostro laboratorio da Cerri e
collaboratori!*®. In questa tesi si ¢ proceduto ad indagare la correlazione tra i suddetti effetti e
la funzionalita cellulare nel RPa e in altre strutture nervose centrali, valutata attraverso lo studio
del grado di fosforilazione della proteina Tau, durante lo sviluppo della condizione di ipotermia

e il successivo ripristino della condizione eutermica.

Questa scelta ¢ stata determinata dal fatto che nell’animale ibernante ¢ stata osservata una
iperfosforilazione della proteina Tau in concomitanza della comparsa dei periodi di torpore che
risulta completamente reversibile durante il progressivo ripristino delle condizioni di
eutermia'>2. Tale processo si ritiene costituisca la base di un meccanismo di neuroprotezione,
possibilmente associato a fenomeni di plasticita neuronale gia descritti nell’ibernante, in grado

di scongiurare la comparsa di eventuali danni cellulari indotti dall’ipotermia profonda.
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L’analisi ¢ stata prioritariamente condotta in alcune strutture nervose centrali coinvolte nella
regolazione degli stati veglia/sonno e nel controllo della funzione autonomica e metabolica e
rappresenta il primo tentativo di indagare tali processi in condizioni di ipotermia profonda in
una specie non-ibernante come il ratto, anche al fine di porre le basi per un possibile futuro
trasferimento in piena sicurezza alla specie umana di tecniche atte ad indurre un’ipotermia di

grado comparabile a quella che si osserva negli ibernanti naturali.
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MATERIALI E METODI
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Per la realizzazione di questo studio sono stati utilizzati complessivamente 75 ratti albini
maschi ceppo Sprague-Dawley (Charles River) aventi un peso compreso tra 275 e 300g al
momento dell’acquisto.

Dopo I’arrivo gli animali sono stati stabulati, in coppie di individui dello stesso peso, in
apposite gabbie di plexiglass (Techniplast), dotate di una lettiera depolverata, in accordo con
le indicazioni della Direttiva 2010/63/UE.

Prima di ogni sessione sperimentale, gli animali sono stati fatti adattare a condizioni ambientali
finemente controllate (Temperatura ambiente 24+1°C; ciclo luce-buio 12h:12h, accensione
della luce alle 9:00 del mattino, 100 lux di intensita a livello della gabbia) con cibo e acqua ad
libitum, per un periodo minimo di sette giorni.

Ogni giorno, dopo I’accensione della luce, un operatore specializzato ha provveduto alla
valutazione del benessere degli animali, al cambio delle lettiere e al rifornimento di cibo e
acqua.

Gli esperimenti sono stati eseguiti in accordo con la Direttiva dell’Unione Europea
2010/63/EU, su autorizzazione del Ministero della Salute secondo 1 DL 116/92 e 26/2014 ¢

sotto la supervisione del Servizio Veterinario Centrale dell’Universita di Bologna.

1 INTERVENTO CHRURGICO

1.1 Elettrodi

Gli elettrodi impiantati per la registrazione dell’elettroencefalogramma (EEG) e della
temperatura cerebrale (Tc) sono stati realizzati prima di ogni intervento chirurgico.

A tale scopo, per gli elettrodi necessari per I’EEG, sono stati utilizzati due fili di rame
(lunghezza 2 mm, diametro 0,3) rivestiti da uno strato isolante e opportunamente sverniciati

per 1 mm alle estremita. I fili sono stati in seguito saldati alle estremita di due pin collegati ad
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un connettore con una saldatrice a stagno. Durante 1’intervento sono stati fatti due nodi alle
estremita libere dei fili, con funzione di fermo, al fine di evitare eventuali lesioni della dura

madre durante il loro inserimento attraverso la teca cranica.

1.2 Termistori

Per la misura della Tc ¢ stato utilizzato un termistore in goccia di vetro (B10KA303N; NTC
Thermometrix) del diametro di 0,3 mm.

Il termistore ¢ stato prima inserito in un ago 21 G precedentemente tagliato per una lunghezza
di 6 cm e poi connesso con una spinetta a due pin situata nel collo di connessione dell’ago; in
seguito si ¢ proceduto all’isolamento di tutte le componenti con diversi strati di vernice per
elettrodi.

La settimana precedente 1’ intervento il termistore € stato tarato per la valutazione della costanza
dei parametri fisici del trasduttore e in seguito si ¢ proceduto alla calibrazione lineare dello
stesso.

Per la taratura il termistore ¢ stato previamente immerso in un bagno termostatato, fissato alla
temperatura di 35°C, misurata con un termometro a mercurio (scala 34°C-42°C) ed ¢ stato
connesso a un amplificatore in corrente continua, successivamente utilizzato durante la
sessione sperimentale per 1’acquisizione del segnale.

Al fine di verificare la costanza nel tempo delle caratteristiche fisiche del termistore e di
compararne il funzionamento a tempi diversi di utilizzazione, si ¢ proceduto al rilievo della sua

impedenza a tre diverse temperature: 35°C, 35,5°C e 36°C.
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1.3 Rilevazione della pressione arteriosa

Per I’acquisizione della pressione arteriosa (PA) ¢ stato utilizzato un catetere (AS 632
DataSciences) inserito nell’arteria femorale, il cui trasmettitore ¢ stato invece alloggiato a
livello della cavita addominale dell’animale.

Nel corso dell’intervento chirurgico, prima del suo inserimento in arteria il catetere ¢ stato
opportunamente sterilizzato per 8 minuti in una apposita soluzione (CIDEX-OPA, Jhonson &

Jhonson)

1.4 Chirurgia

Prima dell’inizio di ogni sessione chirurgica, gli animali, dopo essere stati sottoposti a una
preanestesia (Diazepam, Valium Roche, 5 mg/Kg intramuscolo) a scopo sedativo e dopo pochi
minuti sono stati anestetizzati con un’iniezione intraperitoneale di Ketavet (Ketamina-Hcl,
Parke-Davis, 100 mg/Kg).

Dopo I’addormentamento dell’animale, verificato mediante piccoli stimoli pressori, esercitati
a livello degli arti inferiori e delle vibrisse, si ¢ proceduto alla tricotomia del cranio
(Esperimento A e Esperimento B) e della superficie dell’addome lungo la linea compresa tra i
muscoli addominali e I’arto posteriore (Esperimento A, gruppo A3). Tutte le aree sono state di
seguito disinfettate con una crema antisettica (Betadine 10% gel Meda Pharma Milano) per uso
chirurgico al fine di evitare contaminazioni batteriche durante le operazioni a cute incisa.
Dopo che D’arteria femorale ¢ stata esposta, attraverso un taglio effettuato a livello
dell’insenatura compresa tra la parete addominale e la zampa posteriore destra, ¢ stata scollata
dal tessuto connettivo circostante e dalla vena femorale adesa ad essa. In seguito, attraverso
I’uso di forbici vascolari, ¢ stato praticato un foro nell’arteria dove ¢ stato inserito il catetere

per la rilevazione della pressione arteriosa. Infine il trasmettitore collegato al catetere ¢ stato
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alloggiato e fissato nel piano sottocutaneo, a livello addominale, con dei punti di sutura
(Esperimento A, gruppo A3).

L’animale ¢ stato quindi posizionato su un apparecchio stereotassico (Esperimento A e B), con
’ausilio di una barra trasversale di appoggio per la mascella (barretta blocca muso, 4 mm) e di
due barrette auricolari a punta smussa inserite delicatamente ed in modo incruento nei meati
uditivi esterni.

In seguito alla rimozione del periostio tramite una leggera cauterizzazione, sono stati praticati
in sequenza: 1) 2 fori (diametro 0,5 mm) nella porzione antero-laterale delle ossa frontali e 2
fori (diametro 0,5 mm) nella porzione postero-laterale delle due ossa parietali, in cui sono state
inserite quattro viti per I’ancoraggio di un castelletto di resina acrilica; ii) un foro (diametro 0,5
mm), a livello dell’ipotalamo laterale, per I’impianto di un termistore per la rilevazione della
Tc, iii) 1 foro sull’osso parietale (4mm Antero Posteriore (AP), 2 mm Latero Laterale (LL) dal
bregma) e 1 foro sull’osso frontale (-3 mm AP, 2 mm LL dal bregma) per I’'impianto
dell’elettrodo registrante e di riferimento per il rilievo dell’EEG, iv) 1 foro a livello dell’osso
occipitale per I’inserimento di una microcannula guida ( C315G-SPC, Plastics One; calibro
esterno cannula guida: 0,46 mm; estensione della cannula interna dal piedistallo: +3,5 mm,;
calibro esterno cannula interna: 0,20 mm) atta alla somministrazione di soluzioni a livello del
RPa (da -9,7 mm a -14 mm AP; 0 mm LL; -9.5 DV dal bregma).

11 corretto posizionamento della microcannula guida ¢ stato valutato attraverso 1’utilizzo di un
test funzionale intraoperatorio che ha previsto, mediante I’utilizzo di una termocamera ad
infrarosso (ThermaCAM Researcher Pro; FLIR Systems), I’osservazione delle variazioni di
temperatura della coda dell’animale, in seguito all’iniezione di 100 nl di muscimolo 1mM nel
RVMM. Lavori effettuati in precedenza, infatti, hanno mostrato come I’inibizione del RVMM

causi una intensa vasodilatazione.
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Se entro 5 minuti dall’iniezione si osservava un aumento della temperatura della coda (indice
di intensa vasodilatazione) il posizionamento della microcannula veniva considerato corretto e
si procedeva con la fissazione di tutti gli impianti con una resina acrilica autopolimerizzante
(ResPal a freddo). In caso di esito negativo le coordinate DV e LL venivano modificate e il test
¢ ripetuto. Nel caso di reiterato risultato negativo l’animale veniva escluso dal piano
sperimentale.

Al termine della procedura chirurgica ¢ stata attuata una profilassi antibiotica ad ampio spettro
(penicillina G, 37500 IU/kg; streptomicina-solfato, 8750 IU/kg, per via intramuscolare) per
prevenire eventuali infezioni postoperatorie e sono stati somministrati per via sottocutanea 5
ml di soluzione fisiologica per la reidratazione dell’animale.

Le zone cutanee lesionate sono state nuovamente trattate con Betadine per la loro disinfezione
e il dolore post-operatorio € stato prevenuto grazie alla somministrazione intraoperatoria (anche
post-operatoria all’occorrenza) di un analgesico (Carprofene 4 mg/kg per via subcutanea).
Dopo I’intervento chirurgico ogni animale ¢ stato stabulato individualmente per tutta la durata
dell’esperimento per prevenire lesioni causate da altri animali in presenza degli impianti
chirurgici. Durante questo periodo gli animali operati hanno mantenuto il contatto visivo ed
olfattivo con gli altri ratti per attenuare gli effetti dell’isolamento. Il recupero post-intervento
ha avuto la durata di 1 settimana, durante la quale, gli animali sono stati tenuti sotto stretta
osservazione da un operatore e dai medici veterinari del Servizio Veterinario Centralizzato. Il
livello di sofferenza nell’animale durante tutto il corso della procedura sperimentale ¢ stato
valutato attraverso ’ausilio della tabella Human End Point (HEP).

Due giorni prima della sessione sperimentale gli animali sono stati fatti adattare alla Ta di
24+1°C nel box di registrazione dove sono stati connessi alla strumentazione utilizzata per la

registrazione dei parametri fisiologici.
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2 APPARATO DI REGISTRAZIONE

2.1 Box di registrazione

Il box di registrazione ¢ costituito da un congelatore a pozzetto, modificato per effettuare una
fine regolazione della temperatura ambientale. Tale regolazione ¢ data da un termostato
connesso al compressore del congelatore e a una stufa elettrica (1500 W) alloggiata all’interno
dello stesso.

Tale termostato ha la funzione di attivare rispettivamente il compressore o la stufa ogni volta
che la temperatura si discosta da quella fissata dall’operatore.

La parte superiore del box di registrazione ¢ stata inoltre opportunamente modificata per
permettere 1’alloggiamento di: 1) cavi per la registrazione delle variabili fisiologiche, i1) una
ventola per permettere un’aereazione interna continua, iii) un impianto video in bianco e nero
(Philips) per il monitoraggio del comportamento dell’animale, iv) un sistema telemetrico per
larilevazione della PA, v) un sistema di illuminazione con fibre ottiche (100 lux a livello della
gabbia) collegato ad un timer esterno al box per I’accensione e lo spegnimento della luce
(accensione ore 9:00; spegnimento ore 21:00).

Ogni box ¢ stato modificato in maniera tale da poter contenere al suo interno al massimo due

postazioni di registrazione.

2.2Postazione di registrazione

La postazione di registrazione ¢ formata da una gabbia in plexiglass dotata di un fondo mobile,
alla quale ¢ applicato tramite un supporto, un braccio basculante con contatto rotante al quale

vengono collegati i cavi per I’acquisizione delle variabili fisiologiche dell’animale.
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3 AMPLIFICAZIONE E ACQUISIZIONE DEI SEGNALI

BIOELETTRICI

I parametri fisiologici registrati (EEG e Tc) sono stati amplificati (mod. Grass 7P511L, Astro-
Med Inc, West Warwick (RI), USA) e filtrati con filtro passa alto e passa basso con i1 seguenti
valori per ciascun segnale bioelettrico: EEG 0,3 Hz /30 Hz e Tc 0,5 Hz (per il passa-alto).
Tutti i segnali sono stati convertiti dalla modalita analogica a quella digitale (analogico-digitale
a 12 bit, CED Micro MK 1401 II) e sono stati salvati su un hard drive digitale con frequenza
di campionamento di 500 Hz per ’EEG, e di 50 Hz per Tc. 1l segnale EEG ¢ stato sottoposto
ogni secondo ad un’analisi spettrale mediante I’algoritmo della trasformata di Fourier (FFT).
In questo modo sono stati ottenuti i valori di densita di potenza per le bande Delta (0,75-4 Hz)
Theta (5,5-9 Hz) e Sigma (11-16 Hz).

Il segnale della PA ¢ stato registrato telemetricamente, amplificato (DSI physiotel PA-C40,
DataSciences) e incorporato digitalmente su un computer con una frequenza di acquisizione di

500 Hz.

4 MICROINIEZIONI IN RATTI LIBERI DI MUOVERSI

4.1 Modalita microiniezioni

L’apparato per le microiniezioni ¢ stato messo a punto nel nostro laboratorio ed ¢ costituito da:
1) un tubo di teflon, lungo 1 metro e con un diametro costante per tutta la sua lunghezza
(D.1.0.2mm, FEP-Tubing 4001005 10X 1m Microbiotech/se AB, Stockholm, Sweden), ii) due
connettori a tenuta stagna che collegano un’estremita del tubo con la microcannula per le
microiniezioni e l’altra con una siringa Hamilton (5 pl, Hamilton Company, Bonaduz,

Switzerland).
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Prima di ogni sessione sperimentale il tubo e la cannula sono riempiti con la sostanza da
iniettare, mentre la siringa ¢ riempita con un olio minerale e un colorante idrofobico.
L’interfaccia che si viene a creare tra il colorante e 1’olio permettono all’operatore di verificare,
mediante 1’utilizzo di un microscopio stereoscopico € un centimetro opportunamente
posizionato sotto il tubo, sia I’avvenuta iniezione che il volume di liquido iniettato.

La siringa, dopo essere stata preparata, ¢ collocata su una pompa per infusione (Harvard
Apparatus) posizionata all’esterno del box di registrazione per evitare che I’animale non venga
disturbato dalla procedura d’iniezione.

Dopo aver verificato che I’iniezione ¢ stata correttamente eseguita, la cannula viene rimossa

alla fine di ogni sessione sperimentale.

4.2 Analisi istologica del sito di iniezione

Come riportato in dettaglio nella sezione 1.4, il corretto posizionamento della cannula guida ¢
stato verificato funzionalmente durante 1’intervento chirurgico. Per ulteriore conferma, al fine
di non disturbare ed eventualmente alterare il Raphe Pallidus, che in tutti gli esperimenti ¢ stato
oggetto di analisi immunoistochimica, non si ¢ proceduto ad iniettare coloranti in grado di
marcare 1’area di iniezione prima del sacrificio dell’animale, ma dopo aver sezionato il cervello
al criostato diverse fettine contenenti 1’area del RPa sono state analizzate al microscopio a luce
bianca per verificare che la traccia lasciata dalla cannula interna terminasse in corrispondenza
del RPa. Tali sezioni sono state fotografate digitalmente (vedi esempio nella Figura 5). In tutti
gli animali sperimentali i cui dati sono stati riportati in questa tesi € stato confermato che, come
indicato dalla precedente procedura funzionale, il posizionamento della cannula fosse in

corrispondenza del RPa.

72



S PROCEDURA PER L’ANALISI IMMUNOISTOCHIMICA

5.1 Perfusione intra-cardiaca

Dopo ogni sessione, secondo quanto stabilito dal protocollo sperimentale utilizzato, gli animali
sono stati anestetizzati con etere dietilico per la conseguente perfusione intra-cardiaca con 250
ml di soluzione fisiologica (NaCl 0,9%, peso/volume) seguiti da 250 ml di paraforlmaldeide al
4% (peso/volume) in tampone fosfato.

In tale procedura ¢ stata utilizzata una pompa peristaltica, collegata ad un ago da perfusione
(16G), caricata un’ora ¢ mezza prima della perfusione con soluzione fisiologica in seguito
sostituita dalla parafolmaldeide al 4%. L’utilizzo della pompa ha permesso 1’erogazione di un
flusso e di un volume del liquido costanti, scongiurando 1’eventuale formazione di bolle.
Dopo aver verificato I’effettiva efficacia dell’anestesia, attraverso la valutazione della risposta
dell’animale a modica stimolazione dolorifica e 1’andamento della frequenza cardiaca, si ¢
proceduto con una toracotomia per 1’esposizione del cuore e il conseguente inserimento
dell’ago da perfusione nell’aorta.

Verificato il giusto posizionamento alla base dell’aorta, I’ago ¢ stato fissato attraverso una
pinza emostatica e si ¢ proceduto con I’accensione della pompa peristaltica.

Pochi secondi dopo I’attivazione della pompa si ¢ effettuato un taglio a livello dell’auricola
destra del cuore per permettere al sangue e ai liquidi immessi di defluire all’esterno, evitando
carichi pressori.

Constatata la buona riuscita del lavaggio degli organi con la soluzione fisiologica attraverso
I’avvenuto sbiancamento del fegato e degli arti, la soluzione salina ¢ stata sostituita con la

paraforlmaldeide per la fissazione degli organi.
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Alla fine della procedura il cervello (Esperimento A, B), il midollo spinale (Esperimento B),
I’intestino (Esperimento B), e lo stomaco (Esperimento B) sono stati estratti, post-fissati per
un’ora e mezza in paraformaldeide e in seguito immersi in una soluzione di saccarosio al 30%

con NaNj3 per la conservazione alla temperatura di 4°C fino al giorno del taglio.

5.2 Analisi immunoistochimica

I cervelli (esperimento A, B) e il midollo spinale (esperimento B) sono stati preparati per la
successiva analisi immunoistochimica attraverso il taglio in sezioni coronali da 35 um con un
criostato (Reichert-Jung, 2800 Frogocut-N) fissato alla temperatura di — 21°C.

Prima del taglio si € provveduto ad eliminare dai campioni eventuali residui di meningi, nervi
periferici e aree non utili per I’analisi immunoistochimica e a effettuare un primo taglio
grossolano del cervello a livello dell’eminenza mediana e del midollo spinale a livello delle
vertebre cervicali, toraciche e lombari con I’ausilio di un brain blocker (PA 001 Rat Brain
Blocker, David Kopf Instruments).

I campioni cosi preparati sono stati sistemati sulla base di taglio del criostato con 1’utilizzo di
un apposito mezzo di inclusione (Killik, Bio Optica Milano s.p.a) per il susseguente taglio.
Durante I’operazione di taglio le fettine sono state raccolte a rotazione in differenti pozzetti
(n=6 per il cervello; n=3 per il midollo spinale) in maniera tale da poter ottenere differenti
campionamenti tutti uguali tra loro.

Al termine della procedura le fettine ottenute sono state lavate in un tampone fosfato salino 10
mM (PBS, Phosfate Buffered Saline) e conservate in una soluzione crioprotettrice alla
temperatura di -70°C fino al momento del trattamento immunoistochimico.

Il protocollo immunoistochimico, dopo un primo lavaggio in PBS, ha previsto una pre-
incubazione delle fettine in siero normale di asino per due ore (Normal-Donkey serum, Sigma-

Aldrich, ADS) e una seguente incubazione di 12 ore con differenti gruppi di anticorpi (Ac)
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primari, precedentemente diluiti in ADS, per la rilevazione di differenti antigeni scelti in base
alla necessita del protocollo sperimentale
Gli antigeni analizzati e i relativi Ac utilizzati con le opportune diluizioni per i due esperimenti
sono elencati di seguito:
1) esperimento A:
e anti-cfos (1:1000, policlonale di coniglio, Calbiochem), per la rilevazione
di cfos marker di attivazione neuronale
o anti-Tryptophane-Hydroxylase (1:500, monoclonale di topo, Sigma-
Aldrich), per la rilevazione dell’enzima triptofano idrossilasi (TPH) indice
della presenza di neuroni serotoninergici
i) esperimento B:
o MabNI140-anti-NeuN (1:400, monoclonale di coniglio, clone 27-4,
Millipore), per la rilevazione della proteina NeuN marker delle cellule
neuronali
o ATS - anti-Phospho-PHF-tau pSer202+Thr205 (1:400, monoclonale di
topo, clone AT-8, Pierce Laboratories), per la rilevazione della proteina Tau
associata ai PHFs nell’uomo e in altre specie come il ratto.
Dopo 12 ore le sezioni sono state lavate con una soluzione di PBS contenente Triton X-100
0,3% (v/v) per eliminare I’eccesso di Ac non legato. In seguito le fettine sono state incubate
per ulteriori due ore con gli Ac secondari legati a differenti fluorocromi precedentemente diluiti
in ADS secondo quanto segue:
e anti-IgG di coniglio Alexa Fluor 488 coniugato con fluorocromo verde
(1:500), diretto contro gli Ac anti-c-Fos (esperimento A) e MabN140-anti-

NeuN (esperimento B)
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e anti-IgG ditopo Alexa Fluor 594, coniugato con fluorocromo rosso (1:500),
diretto contro gli Ac anti-Tryptophane-Hydroxylase (esperimento A) e AT8

- anti-Phospho-PHF-tau pSer202+Thr205 (esperimento B)

Al termine della seconda incubazione le fettine sono state nuovamente lavate in PBS e in
seguito montate tramite tecnica di free floating su speciali vetrini portaoggetto trattati per
permettere una migliore adesione delle fettine (Superfrost Plus, Thermo Scientific Menzel).
Dopo 24 ore si ¢ proceduto a montare il coprioggetto su ogni vetrino con un liquido montante
protettivo per la fluorescenza (Prolong-Diamond Antifade, Invitrogen). I vetrini sono stati

quindi riposti in un’apposita scatola porta vetrini mantenuta ad una temperatura di 4°C.

5.3 Analisi delle immagini

Le immagini relative all’esperimento A sono state ottenute mediante 1’utilizzo un microscopio
(Zeiss Jenaval) comprensivo di un apparato di filtri per epifluorescenza montati in cubetto
Nikon (Alexa 594 Top Pride). Il microscopio ¢ stato collegato a una macchina fotografica
(Nikon) e a un computer per la conseguente acquisizione e salvataggio delle immagini.

Sono state analizzate un totale di 4 sezioni tutte adiacenti al sito d’iniezione con le seguenti
coordinate: -11,28 AP, -12 AP, -12,48 AP e -13,44 AP dal bregma.

Dopo aver scelto la fettina contente I’area di interesse, questa ¢ stata fotografata utilizzando in
sequenza i due filtri atti alla rilevazione della fluorescenza (verde per la positivita a cfos; rosso
per la positivita a TPH).

In seguito le immagini della stessa area ottenute con 1’utilizzo del filtro rosso e del filtro verde

sono state sovrapposte mediante 1’utilizzo del programma Image Pro-Analyzer 7.0 per la
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valutazione di un’eventuale co-localizzazione dei due marcatori rilevati, indice di presenza di
un neurone serotoninergico attivato.
Dopo aver verificato la perfetta sovrapposizione delle due immagini, attraverso 1’utilizzo dello
stesso programma adoperato per sovrapporre e montare le immagini fotografiche, un operatore
ha eseguito il conteggio delle cellule positive per i diversi tipi di fluorescenza.
Al termine dell’analisi tutte le cellule contate per ogni sezione sono state registrate dal
programma che ha restituito il numero totale di cellule positive per ogni marcatore analizzato.
Le immagini analizzate per I’esperimento B sono state acquisite utilizzando un microscopio a
fluorescenza (Nikon) per gentile concessione dell’unitd operativa di Anatomia, Istologia
Patologica e Citodiagnostica dell’Ospedale Maggiore di Bologna.
L’analisi dell’immagine ¢ stata effettuata utilizzando il medesimo programma dell’esperimento
A e le strutture analizzate sono state selezionate da un operatore attraverso ’ausilio del marker
MabN140-anti-NeuN (Anti-NeuN) marcato con fluorocromo verde e dell’atlante
neuroanatomico'®?,
L’analisi svolta ha previsto un approccio qualitativo, diversi operatori hanno effettuato in cieco
una valutazione dell’intensita di fluorescenza del fluorocromo corrispondente all’antigene AT8
- anti-Phospho-PHF-tau pSer202+Thr205 (AT-8; fluorocromo rosso) presente nelle strutture
di interesse.
I risultati sono stati catalogati utilizzando una scala definita in base alle diverse intensita
riscontrate nel segnale, con i seguenti criteri:

1) “-” completa assenza del segnale

i1) “+” intensita debole del segnale

ii1) “++” intensita intermedia del segnale

iv) “+++” intensita alta del segnale

v) “++++” intensita massima del segnale
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6 PIANO SPERIMENTALE

6.1 Esperimento A

L’esperimento A ¢ stato volto allo studio degli effetti sistemici e cellulari in seguito

all’iniezione di ORXA, GABA-zina e soluzione fisiologica a livello del RPa in ratti liberi di

muoversi, esposti a diverse Ta.

Il protocollo sperimentale ha previsto 1’utilizzo di 5 gruppi di animali per un totale di 59 ratti.

Dopo una settimana di recupero dall’intervento, gli animali sono stati alloggiati nel box di

registrazione per due giorni di adattamento alle normali condizioni di laboratorio (Ta 24+1°C).

Dopo questo periodo, durante le due giornate sperimentali, la Ta ¢ stata mantenuta a 24+1°C

in 3 gruppi di animali (gruppo Al, A3, A4), mentre ¢ stata fissata a 32°+1°C per i restanti 2

gruppi sperimentali (gruppo A2, AS).

Durante la seconda giornata sperimentale si ¢ proceduto alla somministrazione di una singola

microiniezione a livello del RPa delle seguenti sostanze (Fig. 6):

1) gruppo Al (ORX 24°C; n=16), iniezione del neuropeptide ORXA (30 pM, 150 nl) alla
Ta di 24+1°C

1) gruppo A2 (ORX 32°C; n=15), iniezione del neuropeptide ORXA (30 pM, 150 nl) alla
Ta di 32+1°C

1) gruppo A3 (GBZ 24°C; n=5), iniezione dell’antagonista GABAA, GABA-zina (0,5 mM,
120 nl) alla Ta di 24+1°C

1v) gruppo A4 (Sal 24°C; n=11), iniezione di soluzione fisiologica (0,9 %, 150 nl) alla Ta
di 24+1°C

V) gruppo AS (Sal 32°C; n=9), iniezione di soluzione fisiologica (0,9%, 150 nl) alla Ta di

32+1°C
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Le microiniezioni sono state effettuate nella mattinata del secondo giorno sperimentale tra le
ore 11:00 e le ore 14:00, in un momento di particolare tranquillita della giornata dell’animale.
Questo periodo ¢ coinciso con I’inizio della fase di riposo, quando le variabili autonomiche
tornano a livelli fisiologici e compare un episodio di sonno prolungato e con la fine della fase
di attivazione comportamentale del ciclo ultradiano di attivita-riposo (BRAC, Basic Rest
Activity Cycle), caratterizzata nel ratto da laboratorio da un aumento delle variabili vegetative
come la Tc, la FC ¢ la PA e la concomitante assunzione di cibo'®3.

Tutti gli animali sono stati monitorati per 1 ora e 30 minuti successivi al trattamento, attraverso
un apparato di registrazione video installato sulla gabbia dell’animale (Philips), di cui un
operatore poteva osservare gli aspetti del comportamento alimentare.

Un animale del gruppo A4 non ¢ stato iniettato a causa della presenza di un tappo fibroso nella
guida della cannula interna, precedentemente impiantata durante 1’intervento, che ha impedito
I’inserimento dell’ago per la microiniezione in sede. Si ¢ deciso di utilizzare comunque questo
animale considerandolo un caso Sham Operated, ovvero un animale sottoposto alle stesse
condizioni sperimentali del gruppo A4 ma non iniettato.

Nella seconda giornata sperimentale si ¢ proceduto alla registrazione del tracciato EEG di un
campione rappresentativo per ognuno dei 5 gruppi sperimentali (ORX 24°C=7; GBZ 24°C=5;
Sal 24°C=4; ORX 32°C=5; Sal 32°C=5); I’acquisizione del tracciato EEG ¢ stata finalizzata
all’analisi quantitativa degli stati di veglia e di sonno.

Si ¢ inoltre effettuata un’analisi immunoistochimica, di un campione di animali per tutte le
condizioni sperimentali che hanno previsto un’esposizione alla Ta di 24°C: ORX 24°C=7; GBZ
24°C=5; Sal 24°C=4. Gli animali sono stati perfusi 1 ora e 30 minuti dopo il trattamento
ricevuto per una valutazione ottimale dell’espressione dell’antigene cfos, indice di attivazione

neuronale.
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E stata fatta anche una valutazione immunoistochimica dell’animale Sham operated, utilizzato
come controllo interno per discriminare eventuali falsi positivi dovuti a una reazione aspecifica
in seguito all’alloggiamento della cannula interna a livello del RPa o alla manipolazione
dell’animale.

Per meglio comprendere se i risultati sull’attivazione neuronale del gruppo A4 fossero dovuti
alla sostanza utilizzata o a un fattore meccanico, causato a esempio dall’inserimento dell’ago
in sede o dal volume delle soluzioni iniettate, si € proceduto a un ulteriore controllo
somministrando il liquido cerebrospinale artificiale (a-CSF, Artificial Cerebrospinal Fluid) in

un gruppo di animali (n=2) esposto alle stesse condizioni dei gruppi Al, A3, A4.

6.2 Esperimento B

L’esperimento B ¢ stato finalizzato allo studio degli effetti cellulari riguardanti il grado di
fosforilazione della proteina Tau, in seguito ad induzione di uno stato di pseudo-torpore
attraverso 1’iniezione di un antagonista GABAAa-ergico a livello del RPa, in animali liberi di
muoversi. Per la realizzazione di questo esperimento gli animali (n=16), dopo una settimana di
recupero dall’intervento, sono stati fatti adattare alle condizioni sperimentali (Ta di 15°C, dieta
Mucedola D12492: 35% lipidi, ciclo luce buio 12h:12h) per tre giorni consecutivi e sono stati
registrati durante la sola giornata sperimentale.

Sono stati seguiti 6 differenti protocolli sperimentali (B0, B1, B2, B3, B4, BS5, Fig. 7) in cui
I’induzione dello stato ipotermico ¢ avvenuto attraverso la somministrazione di ripetute
iniezioni dell’agonista GABAa-ergico, muscimolo (1mM, 100 nl), a livello del RPa con la
cadenza di una all’ora, e in cui gli animali sono stati perfusi:

1) gruppo B1 (n=4); al raggiungimento di una Tc di 30°C durante lo stato ipotermico;

1) gruppo B2 (n=4) dopo 6 ore dall’inizio della sessione sperimentale, in presenza di una

condizione di ipotermia profonda
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1ii) gruppo B3 (n=3) in prossimita del ripristino delle condizioni normotermiche
(Tc=35,5°C);
v) gruppo B4 (n=2) dopo 6 ore dal ritorno alle condizioni normotermiche (Tc = 37°C);

V) gruppo B5 (n=1) dopo 36 ore dal ritorno alle condizioni normotermiche (Tc=37°C);

Gli effetti dei 5 differenti protocolli sul grado di fosforilazione della proteina Tau sono stati
inoltre confrontati con un gruppo di animali normotermici (gruppo B0; n=2) esposti alle stesse
condizioni di adattamento degli altri gruppi (Ta di 15°C, dieta Mucedola D12492: 35% lipidi,
ciclo luce buio 12h:12h) e non operati.

Tutti gli animali in cui ¢ stato indotto uno stato ipotermico sono stati iniettati a partire dalle
9:30 del mattino, dopo 30 minuti dall’introduzione della microcannula nel sito di iniezione.
Per i gruppi B3, B4 e B5 a partire da un’ora dopo I’ultima iniezione la Ta ¢ stata fissata a 28°C.
la Ta ¢ stata mantenuta tale fino alla fine della sessione sperimentale per i gruppi B3 e B4,

mentre nel gruppo B5 ¢ stata posizionata a 24 + 1°C durante la seconda giornata sperimentale.

7 ANALISI STATISTICA

7.1 Esperimento A

Per I’analisi statistica sono state utilizzati diversi test in base alla natura dei risultati analizzati:
1) I’analisi quantitativa degli stati di veglia e di sonno della giornata sperimentale ha
previsto 1’utilizzo del test di ANOVA a due vie (SPSS 21.0), con misure ripetute

per un fattore. I contrasti ortogonali pre-pianificati sono stati effettuati mediante

I’utilizzo del t-test modificato (t*)'®. 1 fattori sono stati definiti in: i) fattore
“condizione sperimentale” composto da due livelli (Oressina e salina 0 GABA-zina

e salina), i1) fattore “tempo” (considerato per le misure ripetute), composto da 7
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livelli, corrispondenti a ciascuno degli intervalli di 10 minuti analizzati. Le medie
dei risultati sono state confrontate per mezzo dei seguenti contrasti ortogonali: 1)
Salina vs Oressina ii) Salina vs GABA-zina.

i) I risultati dell’analisi immunoistochimica sono stati analizzati separatamente per
ciascuna marcatura utilizzata (cfos, TPH) e la co-localizzazione (cfos/TPH)
mediante ’utilizzo di un test ANOVA ad una via considerando le medie per ognuno
dei 4 livelli anatomici all’interno di ogni condizione sperimentale. Le medie sono
state comparate attraverso confronti ortogonali pre-pianificati mediante 1’utilizzo
del t-test modificato (t*). Il fattore considerato ¢ definito dalla “condizione
sperimentale”, quindi dal tipo di sostanza somministrata.

ii1) I’analisi del comportamento alimentare ¢ stata effettuata mediante ’utilizzo del test
esatto di Fisher che valuta la varianza tra 2 popolazioni. Le popolazioni messe a
confronto sono state: i) ORX 24°C vs Sal 24°C, ii1) GBZ 24°C vs Sal 24°C, iii) ORX
32°C vs Sal 32°C.

In tutti i confronti effettuati nelle varie analisi, il grado di significativita ¢ stato definito per

p <0,05.

7.2 Esperimento B

Per I’analisi dei dati dell’esperimento B ¢€ stato utilizzato il test non-parametrico “U” di Mann-
Whitney, per ranghi. Tutti i confronti sono stati considerati significativi per valori di p < 0,05.
Il carattere qualitativo del dato non ha permesso un confronto diretto, all’interno della stessa
condizione sperimentale, dei singoli risultati osservati per ogni struttura cerebrale, ma ha
consentito di stabilire come la condizione sperimentale in generale influisce sul grado di

Immunoreattivita.
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RISULTATI
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1 ESPERIMENTO A

1.1 EFFETTI INDOTTI DALLA MICROINIEZIONE DELLE DIVERSE

SOSTANZE NEL RPa SUL CICLO VEGLIA-SONNO

La quantita degli stati di veglia e di sonno ¢ rappresentata come percentuale + errore standard
dell’intervallo di tempo totale analizzato suddiviso in intervalli di 10 minuti (Fig. 8, 9, 10).
L’analisi statistica ¢ stata effettuata nell’arco temporale di 70 minuti, che ha compreso i 10
minuti precedenti e i 60 minuti successivi I’iniezione.

Sia I’iniezione di oressina alle due diverse temperature ambientali (Ta =24°C, Ta =32°C) che
I’iniezione di GABA-zina nel RPa hanno indotto un significativo aumento della quantita di
veglia.

Durante I’esposizione dell’animale alla Ta di 24°C, dopo 10 minuti dalla somministrazione di
oressina si ¢ assistito a un significativo aumento della quantita di veglia, rispetto a quanto
osservato dopo I’iniezione di salina, mantenuto per i successivi 40 minuti (Fig. 8a).

L’ incremento ha raggiunto un picco dopo 30 minuti dal trattamento (ORX 24°C=78,1 + 11,7%,
p< 0,05, rispetto alla salina) ed ¢ stato associato alla comparsa di un picco negativo della
quantita di sonno NREM (21,9 + 11,7%, p< 0,05 rispetto alla salina) (Fig.8a, 8b).

Lo stesso andamento osservato per la veglia (Fig.8a), si € riscontrato anche per la quantita di
sonno NREM che ¢ rimasta significativamente minore rispetto agli animali iniettati con salina
per 40 minuti successivi all’iniezione con il neuropeptide oressina (Fig. 8b).

Dopo 20 minuti dall’iniezione si ¢ verificata una drastica riduzione della quantita di sonno

REM (0 £ 0%, p < 0,05) rispetto alla salina che ¢ stata mantenuta per 10 minuti (Fig. 8c)
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L’iniezione di GABA-zina alla Ta di 24°C e di oressina alla Ta di 32°C hanno indotto
significativo aumento della quantita di veglia per un periodo di tempo minore rispetto a quanto
osservato in seguito all’iniezione di oressina alla Ta di 24°C (Fig. 9a, 10a).

L’aumento della quantita di veglia, generato in seguito a somministrazione di GABA-zina, ¢
risultato significativamente maggiore rispetto a quello della salina nei 20 minuti successivi
all’iniezione raggiungendo un picco dopo 10 minuti dall’iniezione (78 + 9,4%) (Fig. 9a). Lo
stesso andamento, ma con verso opposto, ¢ stato riscontrato anche per le quantita di sonno
NREM e il sonno REM che sono risultate statisticamente minori, rispetto alla salina, nei 20
minuti dopo I’iniezione (Fig. 9b, 9c¢). In particolare la quantita di sonno NREM ha raggiunto
un picco negativo dopo 10 minuti dall’iniezione (16,2 + 4,8 %) (Fig. 9b), mentre la quantita di
sonno REM osservata ¢ risultata totalmente soppressa dopo i 20 minuti (0 = 0% rispetto alla
salina, p< 0,05) e molto ridotta dopo 1 50 minuti (2,3 £ 1,7% rispetto alla salina; p< 0,05)
successivi all’iniezione (Fig.9c).

Alla Ta di 32°C I’iniezione di oressina ha prodotto un incremento della quantita di veglia che
¢ risultato statisticamente rilevante per 30 minuti, con un picco raggiunto dopo 30 minuti
successivi al trattamento (66,3 £ 13,5%, p < 0,05, rispetto alla salina; p < 0,005) (Fig. 10a).
Questo aumento ¢ stato accompagnato da una concomitante riduzione della quantita di sonno
NREM nei successivi 20 minuti, con un picco negativo raggiunto dopo 20 minuti 1’iniezione
(18,2 £ 8,2%, p< 0,05, rispetto alla salina) (Fig. 10b).

L’andamento del sonno REM negli animali iniettati con oressina alla Ta di 32°C, non ha

mostrato differenze rispetto a quello osservato in salina (Fig. 10c).

86



1.2 EFFETTI INDOTTI DALLA MICROINIEZIONE DELLE DIVERSE

SOSTANZE NEL RPa SUL COMPORTAMENTO ALIMENTARE

Gli effetti sull’assunzione di cibo indotti dai diversi trattamenti sono stati valutati, mediante la
registrazione video da un operatore, nell’intervallo temporale di 20 minuti a partire dal
momento dell’iniezione. Tutte le risposte non comprese in questo lasso di tempo non sono state
prese in considerazione. La durata dell’intervallo ¢ stata decisa in maniera tale da poter
ascrivere con ragionevole certezza I’effetto dell’assunzione di cibo al trattamento effettuato e
per mantenere I’analisi in un ambito di durata in cui I’animale si mantiene sveglio nelle diverse
condizioni sperimentali.

I risultati sono stati rappresentati come percentuale + errore standard del numero di animali che
ha assunto cibo nei 20 minuti successivi 1’iniezione.

Alla Ta di 24°C la somministrazione di oressina nel RPa ha indotto un’attiva risposta nel
comportamento alimentare che ¢ risultata significativamente maggiore rispetto alla salina (p <
0,05) (Fig. 11a).

In particolare nei primi 20 minuti dopo I’iniezione il 56,3% degli animali ha assunto cibo (9 su
16 totali; p<0,05) a fronte del 9,1% (1 animale su un totale di 11) di quelli iniettati con salina
(Fig. 11a).

Al contrario I’iniezione di oressina alla Ta di 32°C e di GABA-zina (Ta = 24°C) ha generato
una modesta assunzione di cibo che non ¢ risultata diversa rispetto a quanto osservato nei
gruppi di controllo (rispettivamente, Sal 24°C e Sal 32°C) (Fig. 11b, 11c¢).

In particolare dopo I’iniezione con GABA-zina solo 1 animale su 5 ha assunto cibo (20%) (Fig.
11b), mentre alla Ta di 32°C solo 4 animali su 15 totali hanno mostrato un comportamento
alimentare attivo in seguito ad iniezione di oressina (26,7%), mentre nessuno degli animali

iniettati con salina ha assunto cibo (0%) (Fig. 11c¢).
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1.3 EFFETTI INDOTTI DALLA MICROINIEZIONE DELLE DIVERSE
SOSTANZE NEL RPa SUL GRADO DI ATTIVAZIONE DEI

NEURONI SEROTONINERGIGI DEL RPa

I risultati sono rappresentati come media + 1’errore standard (Fig. 12a, 12b, 12¢) e come media
percentuale + I’errore standard (Fig. 12d) del numero di neuroni positivi per il rispettivo
marcatore analizzato.

L’analisi immunoistochimica ¢ stata condotta per tutte le condizioni sperimentali in cui ¢ stata
prevista un’esposizione alla Ta di 24°C.

I risultati per ogni animale sono stati calcolati per quanto riguarda i valori mostrati nella Figura
12 come numero medio/vetrino di tutta la struttura e per la Figura 13 come numero
medio/vetrino per ognuno dei quattro livelli esaminati. Per ogni livello si ¢ proceduto all’analisi
di 2-5 vetrini.

Come atteso, il numero di neuroni serotoninergici (TPH+) ¢ risultato simile per tutte le 3
condizioni sperimentali (24 = 1,6 neuroni per ORX 24°C, 25 + 2.4 per GBZ 24°C, 21,3 = 4 per
Sal 24°C) (Fig. 12b).

Non si ¢ riscontrata alcuna differenza rilevante a livello statistico nell’attivazione neuronale
(cFos+) generata in seguito ad iniezione di oressina, GABA-zina e salina nel RPa (Fig. 12a).
In particolare il numero medio dei neuroni attivati (cFos+) osservato ¢ stato di 43,8 +5 in
seguito ad iniezione di oressina, di 55,8 + 10,8 in seguito ad iniezione di GABA-zina e di 47,3
+ 8,5 in seguito ad iniezione con salina (Fig. 12a).

La media del numero dei neuroni serotoninergici attivati (cFos/TPH+; Fig. 12¢,12d) nei diversi
protocolli sperimentali utilizzati ¢ risultata particolarmente bassa, infatti il numero medio

complessivo dei neuroni doppiamente marcati ¢ stato di 4,2 = 0,5 (17,2 %) dopo iniezione di
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oressina, 24°C, 4,8 + 0,9 (17,1 %) dopo iniezione di GABA-zina e di 3,6 + 1,2 (14,3 %) dopo
iniezione di salina.

L’analisi statistica effettuata sulla presenza dei vari marcatori per ogni singola sezione
istologica utilizzata (n =4) (Fig. 13) non ha mostrato alcuna differenza significativa nella
distribuzione rostro-caudale dei marcatori tra le tre diverse condizioni sperimentali (Fig. 13a,
13b, 13c, 13d).

I risultati di questo esperimento ed in particolare quelli ottenuti sull’attivazione neuronale in
seguito ad iniezione con salina (47,3 + 8,5 neuroni) ci hanno portato ad ipotizzare che la
positivita dei neuroni per il marcatore cFos potesse essere stata la conseguenza di una reazione
aspecifica dovuta alla presenza di un trauma meccanico o alla concentrazione ionica della
soluzione fisiologica stessa. Per cercare di valutare la natura di questa reazione abbiamo deciso
di utilizzare un gruppo di animali iniettato con a-CSF, una soluzione sterile contenente la stessa
concentrazione elettrolitica del liquor cerebrospinale. Anche in seguito ad iniezione di a-CSF
si ¢ osservata la presenza di attivazione neuronale (27,1 £+ 7,8 neuroni; Fig. 12a, 13a).
Nell’animale Sham Operated, in cui I’iniezione non ¢ avvenuta per un’ostruzione della cannula

si € osservata la quasi totale assenza di attivazione neuronale (0,5 + 0,5 neuroni, Fig. 12a)
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2 ESPERIMENTO B

2.1 EFFETTI INDOTTI DALLA MICROINIEZIONE DELLE DIVERSE
SOSTANZE NEL RPa SUL GRADO DI FOSFORILAZIONE DELLA

PROTEINA TAU

I risultati ottenuti, classificati secondo la scala utilizzata per le diverse intensita del segnale,
corrispondenti al grado di fosforilazione della proteina Tau e la tabella che indica le
significativita statistiche, sono mostrati nella Figura 15.

L’analisi ¢ stata prioritariamente condotta in alcune strutture nervose centrali coinvolte nella
regolazione degli stati veglia/sonno e nel controllo della funzione autonomica e metabolica
(Fig. 14), comparando la media totale delle valutazioni qualitative ottenuta per I’insieme delle
aree analizzate in ogni condizione sperimentale; il tipo di metodo analitico e il numero di
animali utilizzato in questa prima fase del protocollo sperimentale non hanno consentito di
effettuare confronti quantitativi e qualitativi interni ad ogni singola area o tra le diverse regioni
analizzate. L’analisi qualitativa dei dati nelle diverse aree non sembra mettere in luce differenze
sostanziali nella dinamica del processo di fosforilazione e defosforilazione nelle aree implicate
nel controllo del ciclo veglia-sonno rispetto a quelle coinvolte nel controllo centrale della
funzione autonomica. Per quanto riguarda nello specifico il RPa, ¢ interessante notare come
questa sia 1’unica struttura nella quale una debole marcatura positiva compaia sia in condizioni
di controllo (BO0), sia in condizioni di pieno recupero (B5).

Nel complesso, il grado di fosforilazione della proteina Tau ha mostrato differenze significative
tra le differenti condizioni analizzate (Fig. 15b). Come mostrato nelle figure 16, 17, 18, 19, 20
e 21, dove vengono mostrati, a titolo di esempio, 1 risultati relativi a sei delle strutture

analizzate, durante lo stato di ipotermia profonda (B2) lo stato di fosforilazione della proteina
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Tau appare molto marcato e significativamente piu intenso rispetto alla condizione di controllo
(BO), alla condizione di riscaldamento precoce (B3) e a entrambe le condizioni di
riscaldamento completo (B4, BY).

Il raggiungimento della Tc di 30°C durante I’induzione dello stato ipotermico ha determinato
un grado di fosforilazione della proteina piu intenso rispetto alle condizioni di controllo (B0),
di riscaldamento precoce (B3) e di completo ritorno dell’animale all’eutermia della durata di
36 ore (B5). Non sono state osservate differenze nel grado di fosforilazione della Tau tra la
condizione di ipotermia precoce (B1) e ipotermia profonda (B2).

La condizione di riscaldamento precoce (B3) ha mostrato differenze significative rispetto alle
altre due condizioni che hanno previsto il completo ritorno dell’animale all’eutermia dopo
I’induzione dello stato ipotermico (B4, BS), risultando I’intensita dei segnali analizzati
maggiore rispetto a queste due ultime condizioni

Dopo il ritorno dell’animale all’eutermia il grado di fosforilazione della proteina Tau ¢ risultato
statisticamente maggiore nella condizione di normotermia mantenuta per 6 ore (B4) rispetto a

quella di 36 ore (BY).
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Nel ratto anestetizzato, I’attivazione oressinergica dei neuroni del RPa ¢ in grado di attivare la
termogenesi solo in presenza di un concomitante tono termogenetico gia presente!’. Questi
risultati sono stati confermati nell’animale libero di muoversi®® dove, a seguito della
somministrazione di ORXA si ¢ osservato un aumento della temperatura cerebrale solo se gli
animali erano mantenuti in condizioni di lieve sub-termoneutralita (24°C) o a bassa
temperatura ambientale (10°C). Dal punto di vista cardiovascolare in questi animali si €
evidenziato anche un marcato aumento della pressione arteriosa media (PAM) quando
mantenuti ad una Ta di 24°C, che ¢ non si ¢ osservato invece negli animali adattati ad una Ta
di 32°C e in quelli esposti ad una Ta di 10°C. Nel secondo caso, perd, in quanto 1’adattamento

alla bassa Ta aveva gia imposto un livello basale della PAM molto elevato.

Questo effetto sulla termogenesi della somministrazione di ORXA induce a ipotizzare che
I’attivazione dei neuroni oressinergici, che compare fisiologicamente quando I’animale ¢ vigile
e attivo, sia implicata nell’amplificazione di un processo termogenetico gia esistente al fine di
aumentare la temperatura cerebrale e quella corporea per ottimizzare le attivita svolte durante

il periodo di veglia'’.

I risultati dell’esperimento A mostrano come 1’attivazione oressinergica dei neuroni del RPa
sia in grado di indurre dal punto di vista comportamentale un aumento della quantita della
veglia a scapito di quella del sonno NREM e del sonno REM nell’animale esposto alla Ta di
24°C. Queste modificazioni sono state piu ampie e piu prolungate rispetto a quelle indotte
dall’ORXA negli animali esposti alla Ta di 32°C e rispetto a quelle che successive alla
disinibizione non selettiva dei neuroni del RPa ottenuta attraverso 1’iniezione di GABA-zina,
un antagonista GABA-ergico. Nel primo caso, la differenza puo essere spiegata con il minor
impatto dell’ORXA sulla funzionalita del RPa a temperature ambientali elevate, mentre nel

secondo starebbe a indicare che la massiccia disinibizione di ogni componente neuronale del
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RPa potrebbe attenuare gli aspetti attivanti a causa di una contemporanea disattivazione di
circuiti inibitori locali.

L’induzione della veglia in seguito alla somministrazione di ORXA in un centro bulbare
prevalentemente coinvolto nel controllo della termogenesi®® & in parte inaspettata, in quanto le
proiezioni efferenti dei neuroni del RPa sono prevalentemente di natura discendente e quindi
plausibilmente non in grado di influenzare direttamente le strutture tronco-diencefaliche
attivanti o direttamente la corteccia cerebrale. Un’eccezione a questa regola ¢ rappresentata dai
neuroni ON-OFF del RPa!®, che sembrerebbero implicati nella percezione del dolore e quindi
in grado di indurre un’attivazione corticale. L’ipotesi che 1’attivazione comportamentale
osservata in questa tesi possa essere ascritta all’attivazione di questi neuroni appare pero assai
indebolita in considerazione del ruolo fisiologico che I’ORX svolge nei comportamenti
motivati. Infatti se questa ipotesi fosse vera qualsiasi episodio di attivazione comportamentale,
come 1’assunzione di cibo o acqua, sarebbe ragionevolmente accompagnata dalla percezione
di dolore. Questa ipotesi risulta ulteriormente indebolita dai dati raccolti in questa tesi inerenti
gli effetti dell’iniezione di ORXA sul comportamento alimentare. A livello comportamentale
infatti I’iniezione di ORXA non ha prodotto solo un aumento della quantita della veglia, ma,
piu specificamente, ha attivato un comportamento alimentare che sembra aumentare
proporzionalmente ai livelli dell’attivazione corticale. Infatti il 60% degli animali mantenuti
ad una Ta di 24°C non solo si svegliano dopo I’iniezione di ORXA, ma assumono cibo in
maniera maggiore rispetto a quelli trattati con salina (cid0 non ¢ accaduto dopo
somministrazione di GBZ o di ORXA durante I’esposizione alla Ta di 32°C). Tale
comportamento non sembra conciliabile con la contemporanea intensificazione di una possibile

percezione di dolore.

Alla luce di questi risultati un’altra e piu ragionevole ipotesi che potrebbe spiegare gli effetti
comportamentali osservati ¢ che il risveglio dell’animale sia la conseguenza di un riflesso
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vegetativo in cui i segnali periferici indotti dall’attivazione autonomica e termoregolatoria
verrebbero ritrasmessi ai centri ipotalamici implicati nel controllo dello stato di vigilanza,
causando I’attivazione comportamentale. Questo riflesso sembrerebbe pero essere in grado non
solo di indurre la veglia nell’animale, ma anche di promuovere 1’assunzione di cibo, andando
quindi ad attivare, oltre alla corteccia cerebrale anche altri centri nervosi piu specifici. Anche
se ¢ gia stato proposto un ruolo del RPa come nucleo premotore nei processi somatici e
vegetativi come la masticazione, la contrazione gastrointestinale e la secrezione gastrica
attraverso il complesso vagale®®, allo stato attuale non ci sono dati che ne attestino un ruolo
quale centro di regolazione dei comportamenti ingestivi. Per meglio caratterizzare 1’interazione
tra la regolazione comportamentale e autonomica responsabile della comparsa di un
comportamento cosi complesso sono sicuramente necessari altri esperimenti che consentano di
quantificare con piu precisione la relazione tra il grado di attivazione autonomica e

termogenetica e le modificazioni del comportamento.

Da un punto di vista cardiovascolare ¢ noto che i neuroni del RPa sono in grado di indurre un
importante effetto sulla FC'®. Questo risultato perd non ¢ stato confermato da quanto osservato
precedentemente in seguito all’iniezione di ORXA nel RPa, che ha prodotto solo un effetto
minimo sulla FC3. Una spiegazione potrebbe essere che I’ORX agisca su una popolazione
neuronale diversa da quella attivata in seguito all’iniezione di bicucullina o dall’agonista
glutammatergico NMDA, che producono tachicardia attraverso la rispettiva interazione con

una popolazione neuronale contenente recettori di natura GABA-ergica o glutammatergica'”’,

Si ¢ ipotizzato quindi che ’ORXA potesse agire su una sottopopolazione di neuroni che non
siano coinvolti nella regolazione della FC. I fatto che la popolazione neuronale serotoninergica
sia di fatto la piut numerosa presente nella zona del RPa e che I’iniezione di un agonista
serotoninergico a livello della IML, che riceve afferenze dai premotoneuroni simpatici del RPa,
induca un’amplificazione dell’attivazione della termogenesi'®’, ha portato ad ipotizzare che
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questa popolazione neuronale potesse essere coinvolta negli effetti precedentemente osservati.
Sulla base di questi presupposti, si ¢ deciso quindi di studiare attraverso un’indagine
immunoistochimica se fossero proprio i neuroni serotoninergici ad essere attivati dall’iniezione

di ORXA.

I risultati osservati nell’esperimento A, pur non essendo di facile interpretazione, in quanto
anche la semplice iniezione di veicolo (soluzione salina) ha indotto un’attivazione neuronale
plausibilmente di natura aspecifica, sembrano smentire questa ipotesi. La risposta di attivazione
cellulare osservata dopo iniezione di salina potrebbe dipendere da un danno meccanico di
natura volumetrica o pressoria indotto dall’iniezione o dalle variazioni dei livelli di pH (la
soluzione salina ¢ debolmente acida) o dell’aumentata concentrazione degli ioni Cl', che
potrebbero avere influenzato il potenziale di membrana a riposo. La presenza di una marcata
attivazione dei neuroni del RPa anche negli animali iniettati al termine dell’esperimento con
liquido cerebrospinale artificiale (pH neutro e bassi livelli di CI) allo scopo di chiarire le
possibili cause dell’attivazione aspecifica indotta dalla salina induce a pensare che tale
attivazione sia secondaria a un danno meccanico. Infine, i risultati ottenuti in un animale
esposto alle stesse condizioni sperimentali degli animali mantenuti alla Ta di 24°C, ma in cui
I’iniezione non ha avuto successo per un’ostruzione della cannula ci ha permesso di eliminare
anche la manipolazione dell’animale dalle potenziali cause dell’attivazione aspecifica dei

neuroni del RPa.

I risultati ottenuti inducono quindi a molta cautela in esperimenti futuri volti a determinare il
grado di attivazione di strutture nervose in cui si micro-inietti direttamente una soluzione, pur

se 1 volumi utilizzati, come in questo esperimento, risultino molto piccoli.

Pur in presenza di un’attivazione neuronale aspecifica, perd, il complesso effetto

comportamentale osservato negli animali ¢ differente nelle tre condizioni sperimentali: mentre
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infatti I’iniezione di ORXA causa la comparsa di un prolungato periodo di veglia, quella di
GBZ induce un breve periodo di veglia e quella di Salina non ¢ in grado di svegliare I’animale.
Inoltre I’attivazione oressinergica dei neuroni del RPa induce I’assunzione di cibo nei 20 minuti
successivi I’iniezione negli animali iniettati con ORXA alla Ta di 24°C, che si osserva in modo
apparentemente meno marcato in seguito all’iniezione di GBZ ed ¢ praticamente assente dopo

salina.

Sulla base di questi risultati ¢ ragionevole sostenere che la popolazione di neuroni
serotoninergici che risultano attivati (cFos positivi) dalle iniezioni, che ¢ della medesima entita
nelle tre condizioni ed ¢ soprattutto in termine assoluti numericamente molto scarsa, non sia da
ritenere responsabile degli effetti comportamentali osservati a seguito della somministrazione
di ORXA. In particolare, infatti, nessuno degli effetti indotti da ORXA ¢ stato riscontrato in

seguito alla somministrazione di salina.

La popolazione neuronale responsabile degli effetti osservati in seguito ad iniezione di ORXA
quindi potrebbe essere di natura diversa. Oltre alla popolazione serotoninergica infatti le
popolazioni maggiormente rappresentate nel RPa sono quella glutammatergica positiva per il
marcatore VGLUT3 e quella GABA-ergica’!. La mancanza della riposta termogenetica in
seguito alla stimolazione oressinergica dei neuroni del RPa quando non ¢ presente un tono
termogenetico centrale!’, come ad esempio durante I’esposizione ad alte temperature, ci
permette di ipotizzare che i neuroni glutammatergici VGLUT3, che sono di fatto dei
premotoneuroni simpatici in grado di attivare il sistema simpatico a livello spinale in maniera
diretta’, non siano coinvolti nella regolazione dell’attivita dei neuroni del RPa attivati dal

neuropeptide oressina.

Il ruolo dei neuroni GABA-ergici del RPa viceversa non ¢ stato ancora ben caratterizzato.

Questi, agendo da interneuroni inibitori, potrebbero essere i responsabili del blocco della
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termogenesi in condizioni peculiari come in condizioni di ipossia*. E possibile pero che questa
popolazione neuronale abbia delle funzioni piu complesse, che potrebbero accordarsi con i
risultati dell’esperimento A, facendo ipotizzare che 1’azione di modulazione dell’ORX si
potrebbe probabilmente esplicare attraverso i neuroni GABA-ergici con meccanismi e
dinamiche che richiedono perdo di essere verificate attraverso future analisi

immunoistochimiche con marcatori per i neuroni GABA-ergici.

Per quanto riguarda I’Esperimento B, 1 risultati hanno in primo luogo confermato la
riproducibilita dei risultati di esperimenti condotti precedentemente nel nostro laboratorio'*’,
che hanno mostrato come il blocco GABA-ergico dell’attivita del RPa, una via di snodo
centrale nel processo di termoregolazione, induca nel ratto la comparsa di uno stato di pseudo
torpore con modificazioni autonomiche e comportamentali che mimano quelle riscontrate negli

animali ibernanti'®®,

Lo studio approfondito delle modificazioni comportamentali e cellulari indotte da questa
procedura ¢ soprattutto motivato dal fatto che la medesima ha le potenzialita di essere traslata,
in un futuro prossimo, all’Uomo, che come il ratto non & un ibernante naturale. E quindi
interessante e notevole sottolineare come questa procedura sperimentale non induca alcun tipo
di danno funzionale nell’animale. Infatti, alla fine della medesima esso ¢ in grado di tornare
spontaneamente alle condizioni di eutermia senza che si osservino alterazioni a livello
comportamentale macroscopico e, in base ai risultati ottenuti in questo esperimento, senza
modificazioni permanenti della funzionalita cellulare, almeno per quanto attiene 1 livelli di

fosforilazione della proteina Tau.

I risultati di questa tesi permettono di estendere ad una specie che non va in torpore
spontaneamente, quale il ratto, I’osservazione condotta nell’ibernante naturale della comparsa

di un processo di iperfosforilazione della proteina Tau durante 1’induzione e il mantenimento
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di una condizione di torpore!*?

. Nel ratto, questo processo, si ¢ manifestato sia in aree nervose
centrali coinvolte nella regolazione delle funzioni autonomiche, sia in aree coinvolte nei
processi di regolazione del ciclo veglia-sonno, ed ¢ risultato completamente reversibile, cosi
come nell’ibernante naturale, dopo il ritorno dell’animale alle normali condizioni eutermiche.
Questi risultati potrebbero far pensare all’iperfosforilazione della proteina Tau come ad un
meccanismo di regolazione dell’omeostasi cellulare, attivato al fine di scongiurare eventuali
danni dovuti a condizioni di stress come quelle che accompagnano il drastico calo della
temperatura interna. Vale la pena sottolineare come 1’unica area nella quale una debole
marcatura positiva (+) in condizioni di controllo e al termine del periodo di recupero sia il RPa.
Questo potrebbe indicare la presenza di una risposta di fosforilazione Tau che potrebbe essersi
sviluppata in seguito al “trauma” volumetrico indotto dalla microiniezione, che appare essere

responsabile dell’attivazione aspecifica dell’area osservata nell’Esperimento A dopo

somministrazione di salina.

Esperimenti condotti in vivo e in vitro hanno mostrato come la risposta alla riduzione della
temperatura a livello cellulare o tissutale sia modulata da diversi meccanismi che agiscono a
livello del sistema microtubulare e dell’RNA messaggero attraverso I’intervento di proteine

)8 in modo analogo a quanto riscontrato

specifiche chiamate cold-shock proteins (CSP
nell’ambito delle risposte cellulari attuate durante la comparsa di uno stato ipertermico che
promuove D’espressione di proteine chiamate per questo heat-shock proteins (HSP)'.
L’aumentata espressione di alcune di queste proteine sembrerebbe avere una funzione di

citoprotezione verso lo stress causato dalla condizione di ipometabolismo che compare durante

I’ipotermia che caratterizza I’ibernazione'!.

Attualmente ’iperfosforilazione della proteina Tau e ritenuta responsabile dell’instabilita del
sistema dei microtubuli ed ¢ compresa nell’insieme delle risposte cellulari attuate dal sistema
nervoso centrale in condizioni di stress indotto dalla condizione ipotermica!®?,
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L’iperfosforilazione della proteina Tau ¢ attualmente attribuita ad una perturbazione della
modulazione dell’attivita delle chinasi e delle fosfatasi che agiscono sulle proteine associate ai

173

microtubuli’ . Rimane tuttavia ancora da chiarire se I’iperfosforilazione della proteina Tau sia

la causa o sia la conseguenza della separazione della proteina dai microtubuli'®>.

Nell’animale ibernante il ruolo della iperfosforilazione durante il periodo di torpore ¢ stato
suggerito sia parte di un meccanismo necessario per 1’ingresso e la sopravvivenza dell’animale
in queste condizioni'®’. Infatti & stato dimostrato come 1’iperfosforilazione della proteina Tau
vada di pari passo con la regressione delle spine dendritiche che si osserva durante uno stato di
ipotermia profonda'32. In base ai risultati osservati nell’esperimento B ¢& ragionevole pensare
che anche nell’animale non ibernante I’iperfosforilazione della proteina Tau rappresenti un
meccanismo di protezione del sistema dei microtubuli durante lo stato di ipotermia profonda.
Cio ¢ testimoniato soprattutto dalla rapidita e dalla estensione riscontrata nel processo

medesimo.

Questo meccanismo sembrerebbe avere il fine ultimo di mantenere i microtubuli in una
condizione di depolimerizzazione che favorisce la riduzione dei normali aggiustamenti e
spostamenti osservati durante la condizione normotermica. La riduzione degli spostamenti
microtubulari, imputabile a motivi termodinamici legati al calo della temperatura, favorirebbe
I’assunzione di configurazioni con uno stato di entropia negativa che non avrebbero bisogno di

essere regolate da alcun processo biologico.

L’iperfosforilazione della proteina Tau potrebbe inoltre in parte spiegare la riduzione
dell’ampiezza delle onde elettroencefalografiche osservato durante 1’induzione dello stato
ipotermico. Recentemente ¢ stato ipotizzato che I’iperfosforilazione della Tau potrebbe essere
responsabile dell’inattivazione della trasmissione dei segnali provenienti dai recettori NMDA,

179

plausibilmente responsabili dell’ipereccitabilita neuronale’”” osservata durante ’entrata e
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I’uscita dal torpore!”®. L iperfosforilazione infatti causerebbe la dislocazione della proteina Tau
a livello delle spine dendritiche dove, attraverso il legame con la PSD-95, proteina di
ancoraggio dei recettori NMDA alla membrana postsinaptica, comprometterebbe la funzione
sinaptica. Questo meccanismo causerebbe una diminuzione della densita dei recettori NMDA
a livello postsinaptico che si potrebbe tradurre in una inattivazione funzionale dei segnali dei
recettori NMDA e faciliterebbe il graduale spegnimento dell’attivitd cerebrale osservato
durante ’ingresso in uno stato di torpore nell’animale ibernante!®. Inoltre il processo di
iperfosforilazione e defosforilazione osservato nel nostro esperimento sembra seguire una scala
temporale che ricalca quella osservata nell’animale ibernante da von der Ohe!®, che ha
osservato che I’iperfosforilazione concomitante al processo di regressione dei contatti sinaptici
a livello encefalico si sviluppa in modo rapido e appare tornare a livelli normali di

defosforilazione dopo solo due ore dal ritorno dell’animale ai valori fisiologici di temperatura.

In base ai risultati ottenuti nell’esperimento B, il modello di induzione di ipotermia profonda
potrebbe anche essere di aiuto per una migliore interpretazione del significato
dell’iperfosforilazione della proteina Tau, caratteristica delle Taupatie come il morbo di
Alzheimer. Infatti, ¢ stato recentemente suggerito, che tale processo intervenga inizialmente
nel morbo di Alzheimer come un meccanismo compensatorio!”® volto alla soppressione dello

scompenso eccitatorio e inibitorio della rete neuronale!®>?

e che solo in seguito si
trasformerebbe in un processo patologico responsabile dell’attivazione di una cascata di eventi
promuoventi la neurodegerazione che accompagna il morbo di Alzheimer'®’. Altrettanto
interessante, a scopi traslazionali, sara 1’utilizzo futuro di questo modello sperimentale per

meglio comprendere quali siano i meccanismi alla base della rapida defosforilazione della

proteina Tau.

In conclusione, 1 risultati di questa tesi confermano la rilevanza fisiologica del Raphe Pallidus
quale centro nervoso in grado di regolare la termogenesi e le funzioni autonomiche associate
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e, conseguentemente, i complessi comportamenti che seguono ’attivazione o I’inibizione della
medesima ed evidenziano I’importanza del RPa quale possibile struttura bersaglio di
manipolazioni farmacologiche selettive in grado di indurre effetti comportamentali e cellulari

con importanti ricadute traslazionali.

104



FIGURE

105



Figura 1 Nella figura sono mostrate le vie efferenti responsabili della regolazione della
vasomozione cutanea, della termogenesi non da brivido a livello del tessuto adiposo bruno

(BAT) e della comparsa del brivido nel ratto.

I Raphe Pallidus sembra essere uno dei comuni denominatori di questi 3 meccanismi

fisiologici che fanno parte del processo fisiologico della termoregolazione.

Abbreviazioni: DMH ipotalamo dorsomediale; IML colonna intermediolaterale; PAG materia
del grigio periacqueduttale; cPAG PAG caudale; rPAG PAG rostrale; PH ipotalamo posteriore;
PVN nucleo paraventricolare; RF formazione reticolare; RPA raphe pallidus; RRF campo
retrorubrale; VH corna ventrale; VMH ipotalamo ventromediale; VTA area tegmentale

ventrale.
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Figura 2 La figura mostra il modello neuroanatomico della via nervosa centrale
termoregolatoria e pirogena che controlla la termogenesi a livello del tessuto adiposo bruno
(BAT), la vasocostrizione cutanea (CVC) e la termogenesi da brivido. Nel rettangolo viola ¢
evidenziata 1’area del RPa, un punto di snodo chiave per la termogenesi nei mammiferi in
quanto sede dei diversi pre-motoneuroni simpatici che governano i 3 meccanismi.

Abbreviazioni: DRG, Ganglio della Radice Dorsale; DH, Corno Dorsale; LPBel, Nucleo
Parabrachiale Laterale; LPBd Nucleo Parabrachiale Dorsale; MPO, Nucleo Preottico Mediale;
MnPO, Nucleo Preottico Mediano; DMH, Ipotalamo Dorsomediale; rRPa, Raphe Pallidus
rostrale; IML, Nucleo Spinale Intermediolaterale; PVH, Nucleo Paraventricolare Ipotalamico;
VLM Midollo Ventrolaterale; VH, Corno ventrale del midollo spinale; PGE», Prostaglandina

E>
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Figura 3 Nella figura sono mostrate le modificazioni indotte dall’iniezione di ORXA a livello
del RVMM sulle variabili termoregolatorie e cardiovascolari.

Dal punto di vista termoregolatorio (a) si ¢ osservato un aumento della temperatura centrale
netto a 10°C, modesto a 24°C e praticamente assente a 32°C confermando I’ipotesi che
’oressina ha un ruolo di amplificazione dell’attivita termogenetica guidata dal RPa.

Anche le variabili cardiovascolari (b, c¢) subiscono delle modificazioni in seguito ad iniezione
del neuropeptide che sono perd piu modeste rispetto a quelle osservate per la temperatura
cerebrale (a).

I grafici (a, b, ¢) mostrano 1’andamento delle variabili autonomiche durante 1I’esposizione
dell’animale a tre differenti temperature ambientali con una risoluzione temporale di 10 minuti
durante i 180 minuti di registrazione.

Ogni animale ¢ stato iniettato durante i due giorni consecutivi di registrazione con ORXA
(pallini neri) e con salina (pallini bianchi). La linea verticale tratteggiata rappresenta il
momento dell’iniezione. Le stelle in alto indicano una significativita di p< 0,05 rispetto alla

salina.
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Figura 4 Nella figura sono mostrati gli effetti indotti dall’inibizione del RVMM attraverso
ripetute iniezioni di muscimolo (agonista GABAA). Nella parte superiore della figura (a) sono
mostrati gli effetti indotti su alcune variabili fisiologiche da ripetute iniezioni dell’agonista
GABAAa-ergico (muscimolo; frecce nere in alto) a livello del RVMM in un animale
precedentemente esposto ad un Ta di 15°C.

I grafici mostrano come I’inibizione del RVMM induca uno stato di pseudo torpore
caratterizzato da una riduzione della temperatura cerebrale (Torin), frequenza cardiaca (HR) e
dell’attivita elettroencefalografica (a) accompagnati da una importante vasodilatazione a
livello cutaneo (b). Non si verificano cambiamenti significativi a livello della pressione
arteriosa (AP).

Le immagini in basso (b), acquisite attraverso una termocamera ad infrarossi, mostrano
I’andamento della vasomozione cutanea dell’animale: prima dell’iniezione (B), dopo la prima

iniezione (C), alla fine della sessione sperimentale (D).
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Figura 5_Nel riquadro inferiore della figura ¢ rappresentata la sezione istologica coronale del
RPa contenente il sito di iniezione. Nella riquadro superiore il sito di iniezione ¢ indicato da un
rettangolo rosso sulla corrispondente area della tavola anatomica dell’atlante neuroanatomico

del ratto'®2.
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Figura 6 La figura rappresenta in maniera schematica i 5 gruppi di animali utilizzati
nell’esperimento A (ORX 24°C, ORX 32°C, GBZ 24°C, Sal 24°C, Sal 32°C).

Per ogni gruppo sono indicate: 1) la linea temporale (quadrato bianco =luce 12h; quadrato
nero=buio 12h) con in basso indicate le due differenti giornate sperimentali (giorno 1; giorno
2;); ii) I’intervallo temporale in cui ¢ stata effettuata 1’iniezione (11:00-14:00) rappresentato
dal quadrato con linea tratteggiata inserito all’interno del quadrato del giorno 2; iii) la
temperatura ambientale (Ta) alla quale sono stati esposti gli animali (freccia tratteggiata; Ta
24°C, linea verde; Ta 32°C, linea rossa); iv) la sostanza iniettata durante la giornata
sperimentale a livello del RPa (Fucsia, Oressina-A; viola, GABA-zina; celeste, Salina;), situata
in alto su ogni linea temporale; v) il gruppo sperimentale e il numero di animali utilizzato (

posizionato a sinistra della linea temporale).
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Figura 7 La figura ¢ una rappresentazione schematica dei piani sperimentali utilizzati per la
realizzazione dell’esperimento B.

11 grafico ¢ un esempio rappresentativo dell’andamento della Tc dell’animale prima, durante e
dopo I’induzione di uno stato di pseudo torpore attraverso iniezioni ripetute di muscimolo
(agonista GABAA) a livello del RPa.

Ogni punto della Tc evidenziato da un quadrato indica la diversa temperatura cerebrale (Tc)
alla quale sono stati perfusi gli animali nel protocollo sperimentale utilizzato: quadrato verde
(B0O) Tc 37°C, quadrato celeste (B1) Tc 30°C, quadrato blu (B2) Tc 22,5°C, quadrato arancione
(B3) Tc 35,5°C, quadrato rosso (B4) Tc di 37°C (dopo 6 ore dal raggiungimento della
normotermia), quadrato bordeaux (B5) dopo 36 ore dal raggiungimento della Tc di 37°C.

Nel gruppo B5 dopo 12 ore dal ritorno alla normotermia la Ta ¢ stata modificata da 28 a 24
+1°C. Il gruppo di controllo BO non ha ricevuto nessuna iniezione di farmaco. Le frecce
all’interno del quadrato nella parte alta del grafico indicano i diversi momenti in cui ¢ stato
iniettato I’animale con il muscimolo. La linea tratteggiata posta a livello dell’ora 0 indica il
momento in cui ¢ stata effettuata la prima iniezione. Le frecce in basso rappresentano la Ta alla
quale sono stati esposti gli animali durante il protocollo sperimentale, rispettivamente la freccia

blu indica una Ta di 15°C e la freccia rossa una Ta di 28°C.
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Figura 8 Nella figura sono mostrate le modificazioni indotte dall’iniezione di oressina e di
soluzione fisiologica a livello del RPa sulla quantita di veglia (a), sonno NREM (b) e sonno
REM (c) durante ’esposizione dell’animale alla Ta di 24°C.

Questi risultati mostrano che 1’iniezione del neuropeptide a livello del RPa produce un
importante e sostenuto aumento della quantita di veglia (a) durante I’esposizione dell’animale
a 24°C associato ad una riduzione della quantita di sonno (b, c).

I risultati rappresentano la quantita del tempo trascorso dall’animale in ogni stato (veglia, sonno
NREM, sonno REM) espressa come percentuale di ogni intervallo con una risoluzione
temporale di 10 minuti durante i 90 minuti di registrazione. Ogni animale ¢ stato iniettato
durante il secondo giorno consecutivo di esposizione alla Ta di 24°C con oressina (pallini
bianchi) e con salina (pallini neri). La linea verticale tratteggiata indicata dalla freccia in alto
rappresenta il momento dell’iniezione.

L’asterisco indica una significativita statistica di p<0,05 nei confronti indicati dalla barra in

alto.
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Figura 9 Nella figura sono mostrate le modificazioni indotte dall’iniezione di GABA-zina e
soluzione fisiologica (Sal), a livello del RPa, sulla quantita di veglia (a), sonno NREM (b) e
sonno REM (c) durante I’esposizione dell’animale alla Ta di 24°C.

Questi risultati mostrano come ’iniezione dell’antagonista GABA-ergico a livello del RPa
produce un modesto aumento della quantita di veglia che si verifica nei primi 20 minuti
successivi 1’iniezione, associato ad una riduzione della quantita di sonno (b, c).

I risultati rappresentano la quantita del tempo trascorso dall’animale in ogni stato (veglia, sonno
NREM, sonno REM) espressa come percentuale di ogni intervallo con una risoluzione
temporale di 10 minuti durante i 90 minuti di registrazione. Ogni animale ¢ stato iniettato
durante il secondo giorno consecutivo esposizione alla Ta di 24°C con GABA-zina (rombi
bianchi) e con salina (pallini neri). La linea verticale tratteggiata indicata dalla freccia posta in
alto rappresenta il momento dell’iniezione.

L’asterisco indica una significativita statistica di p<0,05 nei confronti indicati dalla barra in

alto.
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Figura 10_ Nella figura sono mostrate le modificazioni indotte dall’iniezione di oressina e di
salina a livello del RPa sulla quantita di veglia (a), sonno NREM (b) e sonno REM (c) durante
I’esposizione dell’animale alla Ta di 32°C.

Questi risultati mostrano che 1’iniezione del neuropeptide a livello del RPa produce un discreto
aumento della quantita di veglia, associato ad una riduzione della quantita di sonno NREM
rispetto al trattamento con soluzione fisiologica (Sal 32°C) (b).

Non sono state rilevate modificazioni nella quantita di sonno REM in seguito all’iniezione del
neuropeptide.

I risultati rappresentano la quantita del tempo trascorso dall’animale in ogni stato (veglia, sonno
NREM, sonno REM) espressa come percentuale di ogni intervallo con una risoluzione
temporale di 10 minuti durante i 90 minuti di registrazione. Ogni animale ¢ stato iniettato
durante il secondo giorno consecutivo esposizione alla Ta di 32°C con oressina (pallini bianchi)
e con salina (pallini neri). La linea verticale tratteggiata indicata dalla freccia posta in alto
rappresenta il momento dell’iniezione

L’asterisco indica una significativita statistica di p<0,05 nei confronti indicati dalla barra in

alto.
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Figura 11 _Nei grafici sono rappresentati i risultati del comportamento alimentare per le
diverse condizioni sperimentali analizzate con il rispettivo gruppo di controllo: grafico a) ORX
24°C vs Sal 24°C, grafico b) GBZ 24°C vs Sal 24°C, grafico ¢) ORX 32°C vs Sal 32°C.

Alla destra di ogni grafico ¢ rappresentata una tabella dove ¢ indicato il numero di animali che
ha assunto cibo (casella Si) e non ha assunto cibo (casella No) per ogni condizione
sperimentale.

I risultati sono rappresentati come percentuale del numero degli animali che nei 20 minuti
successivi all’iniezione della sostanza a livello del RPa ha mostrato una risposta
comportamentale di assunzione di cibo.

L’asterisco indica una significativita statistica di p<0,05 nei confronti indicati dalla barra in

alto.
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Figura 12 I quattro grafici, mostrati in figura, rappresentano la media/vetrino del numero di
neuroni del RPa positivi per la presenza dei diversi marcatori analizzati per ogni condizione
sperimentale: neuroni positivi per cFos (cFos+), indice di attivazione neuronale (grafico a);
neuroni positivi per la TPH (TPH+), indice della presenza di neuroni serotoninergici (grafico
b); neuroni positivi sia per il marker cFos che per TPH (cFos/TPH+), indice della presenza di
neuroni serotoninergici attivati (grafico c, d).

11 grafico sulla sinistra mostra il conteggio delle cellule per le condizioni sperimentali: ORX
24°C (istogramma bianco), GBZ 24°C (istogramma trattini orizzontali), Sal 24°C (istogramma
nero), il grafico al centro quello degli animali iniettati con a-CSF (istogramma con righe
orizzontali) e il grafico sulla destra quello per I’animale Sham (istogramma con puntini neri).
I dati sono rappresentati come media del numero di neuroni (n.NR) = SEM (a, b, ¢) e come
media percentuale dei neuroni (n.Nr (%)) + SEM (d).

Per il conteggio sono state prese in considerazione quattro sezioni adiacenti al sito d’iniezione

a livello del RPa.
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Figura 13 I quattro grafici nella figura, rappresentano per ogni sezione istologica analizzata,
la media/vetrino del numero di neuroni del RPa positivi per la presenza dei diversi marcatori
analizzati nelle condizioni sperimentali utilizzate: neuroni positivi per cFos (cFos+), indice di
attivazione neuronale (grafico a); neuroni positivi per la TPH (TPH+), indice della presenza di
neuroni serotoninergici (grafico b); neuroni positivi sia per il marker cFos che per TPH
(cFos/TPH+), indice della presenza di neuroni serotoninergici attivati (grafico c, d).

11 grafico sulla sinistra mostra il conteggio delle cellule per le condizioni sperimentali: ORX
24°C (pallino bianco), GBZ 24°C (rombo trattini orizzontali), Sal 24°C (pallino nero), il grafico
al centro quello degli animali iniettati con a-CSF (triangolo con righe orizzontali) e il grafico
sulla destra quello per I’animale Sham (quadrato con puntini neri).

Le quattro sezioni analizzate sono adiacenti al sito d’iniezione e per ognuna le coordinate prese
rispetto al bregma dell’animale sono indicate nell’asse delle ascisse ( -11,28 AP, -12,00 AP, -
12,48 AP e -13,44 AP rispetto al bregma).

I dati sono rappresentati per ogni sezione come la media del numero di neuroni in valore
assoluto (n.Nr) = SEM (grafico a, b, ¢) e come media percentuale dei neuroni (n.Nr (%)) +

SEM (grafico d).
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Figura 14 Nella tabella sono rappresentate tutte le strutture analizzate nell’esperimento B con

le relative funzioni fisiologiche.
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ESPERIMENTO B

Struttura Anatomica

Funzione

Corteccia frontale

Area coinvolta nella genesi delle onde lente elettroencefalografiche di maggiore
ampiezza durante il sonnoNREM

Regione CA3 dell'Tppocampo

Area coinvolta nella genesi delle onde theta durante la veglia ¢ il sonnoREM

Nucleo preottico ventrolaterale

Sede dei neuroni responsabili dell'nibizione dei sistemi attivanti ascendenti

Nucleo paraventricolare ipotalamico

Sede dei premotoneuroni coinvolti nella integrazione di tipo neuro-endoctino e
autonomico della regolazione cardiovascolare

Ipotalamo laterale

Sede dei neuroni oressinergici del sistema ascendente attivante

Nuclei Tuberomammillari

Sede dei neuroni istaminergici del sistema ascendente attivante

Nuclei del Tegmento pontino

Sede dei neuroni colinergici del sistema ascendente attivante

Nucleo Parabrachiale

Area coinvolta nel controllo della termoregolazione e dellativita cardio-
respiratoria

Locus coeruleus

Sede dei neuroni noradrenergici del sistema ascendente attivante

Nucleo del Tratto Solitario

Area coinvolta nel controllo dell'attivita cardio-respiratoria

Bulbo ventrolaterale rostrale

Area coinvolta nella regolazione cardio-respitratoria

Raphe pallidus

Sede dei premotoneuroni simpatici coinvolti nella regolazione della termogenesi
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Fig. 15_ Nella tabella (a) sono indicate le diverse intensita del marcatore per la proteina Tau
fosforilata (AT-8) per le varie aree cerebrali analizzate. Il grado di intensita ¢ la risultante della
valutazione in cieco di due diversi operatori. I risultati sono stati catalogati utilizzando una
scala definita in base alle diverse intensita riscontrate del segnale, con i seguenti criteri:

1) “-” completa assenza del segnale, ii) “+” intensita debole del segnale, iii) “++” intensita
intermedia del segnale, iv) “+++” intensita alta del segnale, v) “++++” intensita massima del
segnale.

Nella tabella (b) in basso nella figura sono indicati 1 risultati del test non-parametrico “U” di

Mann-Whitney (p< 0,05)
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Fig.16 La figura rappresenta le immagini in fluorescenza acquisite attraverso il microscopio
della corteccia frontale per ogni condizione sperimentale. La prima riga si riferisce al gruppo
di controllo B0, la seconda al gruppo Bl in cui ¢ stata indotta un’ipotermia precoce (Tc =
30°C); la terza al gruppo B2 in cui ¢ stata indotta un’ipotermia profonda; la quarta riga
rappresenta il gruppo B3 in cui ¢ stato permesso un riscaldamento precoce; la quinta e la sesta
riga rappresentano il gruppo B4 e B5 ovvero gli animali in cui la condizione eutermica ¢ stata
mantenuta rispettivamente per 6 e 36 ore dopo I’induzione dello stato di pseudo torpore.

La marcatura in rosso rappresenta la presenza della proteina Tau iperfosforilata (AT-8) mentre

quella in verde indica i nuclei delle cellule nervose (anti- Neun).
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Fig. 17 La figura rappresenta le immagini in fluorescenza acquisite attraverso il microscopio
del nucleo paraventricolare ipotalamico per ogni condizione sperimentale. La prima riga si
riferisce al gruppo di controllo B0, la seconda al gruppo B1 in cui ¢ stata indotta un’ipotermia
precoce (Tc = 30°C); la terza al gruppo B2 in cui ¢ stata indotta un’ipotermia profonda; la
quarta riga rappresenta il gruppo B3 in cui ¢ stato permesso un riscaldamento precoce; la quinta
e la sesta riga rappresentano il gruppo B4 e B5 ovvero gli animali in cui la condizione eutermica
¢ stata mantenuta rispettivamente per 6 e 36 ore dopo I’induzione dello stato di pseudo torpore.
La marcatura in rosso rappresenta la presenza della proteina Tau iperfosforilata (AT-8) mentre

quella in verde indica i nuclei delle cellule nervose (anti- Neun).
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Fig. 18_ La figura rappresenta le immagini in fluorescenza acquisite attraverso il microscopio
dell’ipotalamo laterale per ogni condizione sperimentale. La prima riga si riferisce al gruppo
di controllo B0, la seconda al gruppo Bl in cui ¢ stata indotta un’ipotermia precoce (Tc =
30°C); la terza al gruppo B2 in cui ¢ stata indotta un’ipotermia profonda; la quarta riga
rappresenta il gruppo B3 in cui ¢ stato permesso un riscaldamento precoce; la quinta e la sesta
riga rappresentano il gruppo B4 e B5 ovvero gli animali in cui la condizione eutermica ¢ stata
mantenuta rispettivamente per 6 e 36 ore dopo I’induzione dello stato di pseudo torpore.

La marcatura in rosso rappresenta la presenza della proteina Tau iperfosforilata (AT-8) mentre

quella in verde indica i nuclei delle cellule nervose (anti- Neun).
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Figura 19_ La figura rappresenta le immagini in fluorescenza acquisite attraverso il
microscopio del nucleo tuberomammilare per ogni condizione sperimentale. La prima riga si
riferisce al gruppo di controllo B0, la seconda al gruppo B1 in cui ¢ stata indotta un’ipotermia
precoce (Tc = 30°C); la terza al gruppo B2 in cui ¢ stata indotta un’ipotermia profonda; la
quarta riga rappresenta il gruppo B3 in cui ¢ stato permesso un riscaldamento precoce; la quinta
e la sesta riga rappresentano il gruppo B4 e B5 ovvero gli animali in cui la condizione eutermica
¢ stata mantenuta rispettivamente per 6 e 36 ore dopo 1’induzione dello stato di pseudo torpore.
La marcatura in rosso rappresenta la presenza della proteina Tau iperfosforilata (AT-8) mentre

quella in verde indica i nuclei delle cellule nervose (anti- Neun).
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Figura 20_ La figura rappresenta le immagini in fluorescenza acquisite attraverso il
microscopio del nucleo del tratto solitario per ogni condizione sperimentale. La prima riga si
riferisce al gruppo di controllo B0, la seconda al gruppo B1 in cui ¢ stata indotta un’ipotermia
precoce (Tc = 30°C); la terza al gruppo B2 in cui ¢ stata indotta un’ipotermia profonda; la
quarta riga rappresenta il gruppo B3 in cui ¢ stato permesso un riscaldamento precoce; la quinta
e la sesta riga rappresentano il gruppo B4 e B5 ovvero gli animali in cui la condizione eutermica
¢ stata mantenuta rispettivamente per 6 e 36 ore dopo 1’induzione dello stato di pseudo torpore.
La marcatura in rosso rappresenta la presenza della proteina Tau iperfosforilata (AT-8) mentre

quella in verde indica i nuclei delle cellule nervose (anti- Neun).
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Figura 21_ La figura rappresenta le immagini in fluorescenza acquisite attraverso il
microscopio del nucleo del raphe pallidus (RPa) per ogni condizione sperimentale. La prima
riga si riferisce al gruppo di controllo B0, la seconda al gruppo B1 in cui ¢ stata indotta
un’ipotermia precoce (Tc = 30°C); la terza al gruppo B2 in cui ¢ stata indotta un’ipotermia
profonda; la quarta riga rappresenta il gruppo B3 in cui ¢ stato permesso un riscaldamento
precoce; la quinta e la sesta riga rappresentano il gruppo B4 e B5 ovvero gli animali in cui la
condizione eutermica ¢ stata mantenuta rispettivamente per 6 ¢ 36 ore dopo 1’induzione dello
stato di pseudo torpore.

La marcatura in rosso rappresenta la presenza della proteina Tau iperfosforilata (AT-8) mentre

quella in verde indica i nuclei delle cellule nervose (anti- Neun).
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