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INTRODUZIONE

Obiettivo generale del progetto, svolto a partiee Maggio 2012 presso |l
Dipartimento di Neuroscienze “Bernard B. Brodie'lldniversita di Cagliari,

unico “Centro di Eccellenza” in Italia per la ricarsulla Neurobiologia delle
Tossicodipendenze, in collaborazione con I'IstitdidNeuroscienze del C.N.R.,
e stata la caratterizzazione neurofisiologica edlisi del segnale neuronale

dopaminergico in un modello animale di schizofrenia

| neuroni DAergici della Ventral Tegmental Area VTAppresentano una delle
popolazioni cellulari del sistema nervoso centrd®&NC) maggiormente
implicate in alcuni processi fisiologici, quali keodifica delle risposte agli
stimoli gratificanti, la motivazione e la regolaa@ del tono dellumore. In
aggiunta, parallelamente al loro ruolo nelle suiddtnzioni, gli stessi neuroni
DAergici giocano un ruolo basilare nella fisiopaigh di determinati disturbi,
tra cui la dipendenza da sostanze e le psicosi.

Queste ultime condizioni patologiche includono Ua@a gamma di disturbi
gravi e ben caratterizzati dal punto di vista noabgo che vanno daHutismo
fino alle varie sotto-forme dschizofrenia. La ricerca degli ultimi decenni,
mossa dalle esigenze messe in luce da dati epittagiwio allarmanti
sullincidenza di detti disturbi nelle societa ewia, si sta muovendo verso lo
studio delle cause e/o delle concause che possmooire I'insorgenza di stati
patologici pervasivi come quelli psicotici.

A tal riguardo sia studi di natura preclinica (meede utilizzo di modelli
animali) che di natura clinica (sul’luomo) si stanaccordando sul fatto che
'insorgenza di psicosi (in particolare della sdiienia e dell’autismo) possa
essere dovuta, almeno in parte, a fattori preneteiagiscono direttamente sul
neurosviluppo del feto. Ad esempio, numerosi studimodelli animali hanno
sottolineato che I'esposizione alle citochine prfiammatorie materne nel
corso di periodi critici della gravidanza possaauiare il corretto sviluppo di
aree cerebrali del feto altamente implicate nel#ogenesi delle psicosi. In
linea con tali evidenze, una mole di lavori ha ripto, ad esempio, che la

somministrazione di un composto detto acido padinbsilico-poliribocitidilico
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(poli I:C) nei roditori, dai 2/3 della gravidanzamimando una risposta
immunitaria aspecifica ad agenti patogeni, posshrme una degenerazione
nella corretta neurogenesi di circuiti temporolioila corticali nel feto.

L’effetto di tale malfunzionamento di circuiti iniphti nelle funzioni adattive

dellanimale potrebbe, dunque, essere responsathdta comparsa di

comportamenti aberranti nelle fasi di vita postleatdel nascituro, inducendo

dei comportamenti simil-psicotici nello stesso.

Nel contempo, altri studi, prevalentemente conegnsu aspetti delle psicosi
adulte hanno riscontrato un’elevata incidenza dtolpgie con sintomi
psicotosimili in pazienti che in eta adolescenzateisavano di derivati della
cannabis.

Queste ultime evidenze sono state supportate atecktudi sui modelli animali
che hanno riportato l'insorgenza di sintomi singhizofrenici in animali
trattati cronicamente con dosi crescenti del ppiiecattivo della cannabis, A°-
tetraidrocannabinolo (THC).

Tuttavia, malgrado entrambe le cause (quelle paiiratjuelle postnatali) pare
ricoprano un ruolo importante nell'insorgenza dstdibi psicotici, la loro
possibile interazione nello sviluppo di detti drfiiue stata ancora poco
esplorata dalla letteratura. Inoltre, nessuno etudi bibliografia ha ancora
messo in evidenza se 'effetto aberrante di tadofadi rischio (da soli o ancor
di piu in interazione) possa causare consegueriize fisologia e nell’attivita
dei neuroni DAergici della VTA.

Per questo motivo, obiettivo generale del progedtostato quello di
caratterizzare dal punto di vista elettrofisiolagi@ttivita e la funzionalita dei
neuroni dopaminergici (DAergici) dell’area ventralel tegmento (VTA) in un
modello animale (nello specifico di ratto) di esp@e adolescenziale ai
cannabinoidi e contemporaneamente sottoposto & fasnatale ai prodotti
immunitari materni.

Come detto, infatti, entrambe le suddette causedentdh sono state associate
sia nelluomo, che nell’animale all'insorgenza gitemi psicotici in eta adulta.
Tuttavia, sebbene evidenze di varia natura nei fhaemali abbiano preso in
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considerazione l'effetto singolo delle cause décies Boksa, 2010; Brain
Behav Immun 24(6):881-97; Rubino et al., 2012; J Psychopharmacol
26(1):177-88) nessuno studio, ai tempi della strutturazionepiegetto, aveva
ancora messo in luce se l'interazione delle corequs- e post-natali potesse
ulteriormente favorire, o addirittura peggiorarégntita delle aberrazioni
psicotosimili riportate in seguito all’esposiziore ai prodotti immunitari
materni o ai cannabinoidi in adolescenza.

In aggiunta, malgrado fosse assodato l'interessameéeai neuroni DAergici
della VTA nella patogenesi delle psicosi, nessumidis si era ancora mosso
verso la caratterizzazione della funzionalita dsticheuroni nei modelli pre- e

post-natali descritti sopra.

Nel corso della realizzazione del progetto ci sbacentrati sulla valutazione di
attivita e funzionalita dei neuroni DAergici deN&T'A in un modello derivato

dalla congiunzione delle concause prenatali e ptain suddette. Per
raggiungere tale obiettivo generale ci siamo av\diltecniche di registrazione
elettrofisiologica in vivo su singola cellula (slagunit recording), e di tecniche
di sviluppo di un software specifico in grado dabrzare parametri di analisi

tradizionali e innovativi.

In particolare, inizialmente si & caratterizzatdtivita elettrofisiologica in vivo
della funzionalitd dei neuroni DAergici della VTA iun modello murino di
alterazione del neurosviluppo da esposizione agitbimmunitari materni.
Infine si & passati alla caratterizzazione eletrotogica in vivo dellattivita,
della funzionalita e della risposta alle sostanzbuso, sempre nei neuroni
DAergici della VTA, in un modello murino di alteiane del neurosviluppo da
esposizione ai prodotti immunitari materni e sabtp, lungo lI'adolescenza, ai

cannabinoidi.

A tale scopo ho partecipato e osservato, imparatdéetniche e realizzato
esperimenti e operazioni in vivo su animale (prpaate del progetto), per poi
sviluppare un software che, dall’acquisizione dedigistrazioni extracellulari
dell'attivita elettrica dei neuroni, mi ha permestcstudiare i valori assunti da
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parametri funzionali tradizionali e parametri nuongperiti in letteratura,

utilizzati in prove sperimentali dello stesso aroldlt ricerca.

In aggiunta a cio, ho approfondito e introdotto pia innovativo, e ancora in
fase di ufficiale definizione, studio dell'analspettrale del segnale elettrico del
neurone DAergico della VTA, che potrebbe portareswgeramento di alcuni
limiti emersi durante I'analisi con i criteri clasisutilizzati negli ultimi anni

(seconda parte del progetto).

Durante l'ultima parte del progetto, dopo aver asiti dati, si € passati ad
un’analisi statistica degli stessi, allo studid eanfronto dei valori dei
parametri per le diverse popolazioni di neuronisidarate, e a una discussione
finale sul significato neurofisiologico dei risuita delle loro variazioni per le
diverse famiglie di cellule, servendoci anche @ifigr e tabelle appositamente

realizzati.



1 ELEMENTI DI NEUROSCIENZE

1.1 Il Neurone

L'unita fondamentale del sistema nervoso e la taehervosa, il neurone.
| neuroni sono cellule altamente differenziate smrfologicamente che
funzionalmente, e sono integrati anatomicamentepchiimicamente e

fisiologicamente per consentire la normale funziibéalel tessuto cerebrale.
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La loro caratteristica fondamentale e la capacitacaptare informazioni
dall'ambiente esterno o da altri neuroni, elaberam funzione di altri

informazioni in arrivo su di essi, e produrre aolamolta un’informazione, cioé
un impulso nervoso che e trasmesso a cellule Heysagppresentate da altri

neuroni o da cellule effettrici (figura 1.1, figuta?).

Il flusso di informazione che percorre il neuronegse un percorso
unidirezionale: l'informazione arriva in specifichegioni della cellula, i
dendriti, estensioni ramificate del neurone, chgpresentano le strutture di
recezione dei segnali nervosi, € elaborata dalocoghiulare, o soma, e, se in
possesso di alcune caratteristiche elettro-chimispecifiche, € grado di
determinare la

produzione di un impulso nervoso, chiamato “Potaezid’Azione” (PdA),
come mostrato in figura 1.3.
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L’informazione trasportata dalle cellule nervosébasa sulla caratteristica dei
neuroni di generare impulsi di corrente, dovuti
a modificazioni del potenziale elettrico di riposaratteristico della cellula

stessa, a seguito dall'apertura o chiusura di carati.

| segnali elettrici cosi generati possono esseduditipi: si parlera di Potenziali
Graduati, generati se la variazione di potenziakgpdso della cellula a seguito
di uno stimolo é di debole intensita (inferiore aada certo valore chiamato
soglia di depolarizzazione), Inoltre possono essepeulati in ampiezza, ma
agiscono a breve distanza, perché subiscono dectenmean mano che si

allontanano dal punto dove sono stati generati.

Si parlera, invece, di Potenziale d’Azione se lmsto ricevuto dal neurone
depolarizza la membrana cellulare a tal punto dadaerare, al potenziale di
riposo della cellula, la soglia di depolarizzazioBe tratta di un fenomeno di
breve durata, non graduabile in ampiezza, ma mbdela frequenza, infatti
I'informazione che esso trasporta dipende dallguemza con cui € generato dal
neurone; inoltre, si propaga a distanza senza ohecre.

La depolarizzazione richiede [I'attivazione e [linadzione coordinata di

diverse famiglie di canali ionici voltaggio-dipende

Si osserva, percio, una fase iniziale di depoladikme, a seguito di uno
stimolo, quindi di diminuzione della negativitaratellulare, a cui segue una
iperpolarizzazione, cioé un aumento della negatiwitracellulare, e infine una
ripolarizzazione, con ripristino del potenziale rifposo del neurone. E’ un
fenomeno autorigenerativo in grado di propagansgdule fibre nervose senza

attenuazione.

Il Potenziale d’Azione cosi generato si propagagtutiassone, una singola
sottile estensione senza interruzioni che ha furezii struttura di conduzione
dell'impulso fino all’estremita finale del neuron@grcorrendolo completamente

fino alle sue terminazioni, di solito ramificatég(ira 1.1).



Giunta alle terminazioni assoniche, lI'informazioceme detto sotto forma di
impulso elettrico, &€ trasmessa a una o piu cellalsaglio attraverso le strutture

sinaptiche.

Le sinapsi sono i punti di contatto tra due cellakrvose e servono per
propagare gli impulsi nervosi. Nel corso dell'avabne si sono prodotti due

tipi di sinapsi: sinapsi elettrica e sinapsi chimic

Sinapsi elettriche sono presenti in diversi tipicéllule di differenti tessuti,

come ad esempio le fibre muscolari cardiache e ligccellule gliali, le cellule
di diversi epiteli e quelle ghiandolari. A diffetzm delle sinapsi chimiche,
guelle elettriche sono bidirezionali, infatti lestrutture sinaptiche sono
strutturalmente equivalenti. Le sinapsi elettrid@no un basso grado di
plasticita e modulabilita, contrariamente alle psiachimiche, quindi non
possono essere alla base delle complesse funziognitve che ci

caratterizzano, come ad esempio I'apprendimento.

La sinapsi chimica e la tipica giunzione delle well nervose, con la
caratteristica di essere monodirezionale nellartissgone del segnale (figura
1.4).

synapse

Figural4
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La trasmissione dell’informazione attraverso talengione cellulare si basa sul
rilascio da parte della cellula presinaptica di rmagdi chimici

(neurotrasmettitori), i quali si legano a recettpasti sulla membrana della
cellula postsinaptica e li attivano, generando uesga cellula, nel caso di
stimolo con le caratteristiche elettro-chimicheegjaite in precedenza, il PdA.

Quando 'impulso arriva in questa area, e poich&e visto, I'impulso nervoso
ha natura elettrica, la sua trasmissione direttardaeurone all’altro € impedita
dalla mancata continuita fra le cellule. In partice, I'arrivo del potenziale
d'azione al terminale presinaptico e trasformatol neélascio, di

neurotrasmettitore che €& contenuto in vescicolelengjuali lo stesso

neurotrasmettitore e immagazzinato (figura 1.5).
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Figuralb

Durante questo processo, pacchetti di vescicofer&lono con la membrana
presinaptica riversando il loro contenuto nellastga sinaptica.

La fessura e riempita di liqguido extracellulare,| mgiale le molecole di

neurotrasmettitore diffondono con grande velocitdo fa raggiungere la
membrana postsinaptica e sui recettori che sonb f10di essa.

Il legame del neurotrasmettitore con il suo recetjoroduce una risposta allo
stimolo nervoso da parte della cellula postsinaptithe dipende dal tipo di
neurotrasmettitore, dal tipo di recettore e dad tipcellula postsinaptica.
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Infine, poiché i neurotrasmettitori sono molecolevita brevissima, devono
essere recapitati a ridosso della cellula. Pergii assone, che parte dal corpo
cellulare del neurone cui appartiene, e allungatosw specifici bersagli
cellulari, anche molto lontani, ai quali I'informane deve essere portata. |
neurotrasmettitori sono quindi rilasciati dalla nbémazioni assoniche, nelle
strette vicinanze delle cellule bersaglio, agendiodj a brevissima distanza.

Le sinapsi che portano informazioni a un neuronestette afferenti, mentre
guelle poste nelle terminazioni assoniche che mwiamformazioni ad altre
cellule sono dette efferenti.

Un neurone puo avere migliaia di sinapsi afferenfier questo motivo la sua
attivita puo essere controllata da informazioniverdenti da un numero molto
elevato di neuroni diversi.

Le informazioni in arrivo su un neurone possoncersgli tipo eccitatorio o
inibitorio: le prime hanno la capacita di induriattivita nervosa del neurone, le

seconde la inibiscono.

| neurotrasmettitori sono sintetizzati continuaneedt enzimi presenti nelle
terminazioni assoniche
e quindi sempre disponibili per la trasmission@gtita,
Si suddividono in:
- famiglia delle amine, che comprende, tra gli altri:
I'acetilcolina, le catecolamine dopamina, adrersaknnoradrenalina; la
serotonina,;
- la famiglia degli aminoacidi neurotrasmettitori, ngorendenti: il
glutamato, I'acido gamma-aminobutirrico (GABA),dhlcina;
- i neuropeptidi.
Recentemente sono stati identificati altri tipi deurotrasmettitori, non
convenzionali, i quali hanno natura gassosa (ossitlico NO, monossido di

carbonio CO) o lipidica (cannabinoidi).

Il sistema nervoso influisce sul nostro comportaimee sulle sue anomalie)
grazie al funzionamento e all’attivita dei sistemeurotrasmettitoriali. |
neurotrasmettitori sono responsabili di ogni atdéivhervosa, e la corretta
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regolazione dei processi che li caratterizzandgsinrilascio, azione a livello
recettoriale e inattivazione e fondamentale perfazoe “normalita” al nostro
comportamento. Processi che alterano la neurotsagone modificano
'equilibrio comunicativo neuronale e possono esskr causa di patologie

nervose o disordini comportamentali.

Regions of the Human Brain

Fronl Back

Figura 1.6

1.2 Il Sistema Dopaminegico

Il sistema dopaminergico e coinvolto nel contralldunzioni fondamentali per
il comportamento
emozionale, quali I'attenzione, I'apprendimentaaegtatificazione, ma anche i
movimenti volontari e la loro pianificazione, regdh ricerca, I'aspettativa di
nutrimento, facilita I'attivita locomotoria, la mwazione di tipo incentivo-
ricompensa, il comportamento di esplorazione, quatigressivo, le strategie
comportamentali, l'avvicinamento e [l'evitamento iait L’attivita
dopaminergica media l'attivazione di in comportatesmotivo-motivazionale
per il perseguimento di un obiettivo attraverscosiddetto “Reward Circuit”, o
sistema della “ricompensa”.
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Figura 1.8

| principali circuiti dopaminergici identificati henostro encefalo, come
mostrato in figura 1.8, originano dalla substamiigra e nell'area tegmentale
ventrale (VTA) del mesencefalo. | neuroni dopanmgngrdella stubstanzia
nigra proiettano allo striato, nella base del teé$alo, in un sistema di controllo
della coordinazione dei movimenti volontari (siseemgrostriatale).

Proiezioni dopaminergiche sono state identificaélendue direzioni fra lo

striato e la corteccia frontale (sistema frontas#lie).

Questi circuiti completano il controllo della maita e sono coinvolti nella
regolazione di funzioni

cognitive e motivazionali. | neuroni dell'area tegmiale ventrale VTA

proiettano invece a diverse strutture del sistemito, che comprendono il
nucleo accumbens, 'amigdala e I'ippocampo (sistamaolimbico).

Il nucleo accumbens ha un ruolo fondamentale netqssi di gratificazione e
piacere associati a stimoli appetitivi, rappresentsia da determinati

comportamenti che dall’assunzione di sostanze, cesepquelle d’abuso. La
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presentazione di tali stimoli produce un aumentd tdeo dopaminergico
nell’accumbens e cio costituisce I'effetto di rirdo degli stimoli stessi.

Un terzo circuito dopaminergico proietta dall'aregmentale ventrale alla
corteccia frontale (sistema mesocorticale) cordmulb funzioni quali la
memoria a breve termine e la pianificazione dei imewti.

Stati psicotici che vanno dalla mania alla depoessi agitata, fino alla
schizofrenia, sono stati collegati ad iperattiviigi sistemi dopaminergici. La
degenerazione dei neuroni dopaminergici che commetta substantia nigra
con lo striato costituisce la base patogeneticambebo di Parkinson

Il sistema dopaminergico sembra svolgere un ruabportante anche nel

disturbo ossessivo-compulsivo

1.3 Sostanze psicoattive e Dipendenza

Le sostanze psicoattive hanno potenti effetti dnforizo appetitivo
(ricompensa), che inducono facilmente il consuneatad abusarne e/o a
sviluppare la dipendenza.

L’induzione della dipendenza da parte di una sasta@ subordinata alla
capacita della stessa di causare, dal punto @i p&tologico, un rinforzo.

Il rinforzo positivo si verifica quando, in una tesituazione, il comportamento
e seguito da stimoli

appetitivi, cosicché nella stessa situazione quehportamento diventa piu
frequente.

Il rinforzco e un fenomeno conservato tra le specidipendente
dall'apprendimento di comportamenti motivati, cheone legati alla
sopravvivenza. Tali comportamenti comprendonotigitt parentali e nutritive
e lattivita sessuale/riproduttiva, ed hanno comeompensa naturale o
gratificazione il piacere psicofisico che risultld loro messa in atto.

Le sostanze d’abuso possono essere considerate stomogiati degli stimoli

gratificanti naturali.
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Queste sostanze hanno proprieta incentivanti e vamtnali, attivando

comportamenti compulsivi di tipo appetitivo.

Tutti gli stimoli naturali di rinforzo causano ltatazione del sistema
dopaminergico mesolimbico, e al suo interno dellem@ccumbens. Il nucleo
accumbens €& una piccola regione ricca in dopansitaata nel proencefalo
basale. Fa funzionalmente parte del sistema limlgimoosciuto per il suo ruolo
fondamentale nel comportamento emotivo, nel datanel piacere.

Il rilascio di dopamina in tale struttura determumdo stato di attivazione e di
benessere a livello psicofisico che produce ilaind dei comportamenti utili
alla soddisfazione dei bisogni organici e inducetah modo l'individuo a

ripeterli.

Si definisce dipendenza il fenomeno per il qualmstiaura il bisogno, da parte
del consumatore, di assumere frequentemente utengassia per il benessere
che essa induce (dipendenza psichica) che peremad disturbi a livello

somatico determinati dalla brusca interruzioneadslla assunzione dopo un

periodo di uso continuativo (dipendenza fisica).

La dipendenza fisica caratterizza la maggior pdeiée sostanza d’abuso, con
I'unica eccezione degli allucinogeni (LSD, Cannabis

Tale dipendenza dipende dallo sviluppo di uno stdio adattamento
dell’'organismo alle condizioni determinate dalleegenza di una specifica
sostanza, con conseguente produzione di sintomaitira opposta rispetto ai
suoi effetti immediati, quando si verifica la cazandi questa sostanza. Tale
forma di dipendenza scompare dopo un periodo drmmzione dell’abuso della

sostanza.

La dipendenza psichica sembra essere attribuibiléta le sostanza d’abuso.
Tale dipendenza si basa sull’insorgenza di una foidtivazione all’assunzione
periodica o continuativa della sostanza allo scopoottenerne gli effetti
piacevoli o di sfuggire, grazie alla loro azione,sensazioni di malessere che
hanno spinto all’'uso della sostanza stessa.
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La dipendenza psichica € da riferirsi a condizioaatinche coinvolgono sia gl
aspetti biologici che quelli a carattere psicodec@&in genere dura molto piu a
lungo della prima. Molte ricadute che possono ieaisi anche anni dopo una

disintossicazione sono dovute alla persistenza dglendenza psichica.

Le sostanze che causano dipendenza, compresendiezogli altri oppiacei, la
cocaina, le anfetamine, la nicotina, I'alcol, iigiati della cannabis, inducono il
rilascio di dopamina nell’laccumbens e ne aumeniatono dopaminergico
come gli stimoli naturali (in figura 1.9) sono m@de le vie di comunicazione
tra aree del cervello appartenenti alle regioni giacere, che sono regolate
dalla modulazione di tre diversi neurotrasmettjttra i quali vi € la dopamina,

in questo caso da riferirsi all’assunzione di nitay.
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Figura 1.9
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DRUGS OF ABUSE TARGET THE BRAIN'S PLEASURE CENTER

Brain reward (dopamine) pathways Drugs of abuse increase dopamine
Dopamine Dopamine
Tramsporter ~—_ — ———— Transporter
) Dopamine M
anme\// /I!ﬁelp!nr fe .anm'-;-h’i
| !
FOOD COCAINE
These brain circuits are important for natural Typically, dopamine increases in response to natural rewards such as food.
rewards such as food, music, and sex. When cocaine is foken, dopamine increases are exaggerated, and communication s alfered.

Figura1.10

Le influenze genetiche sulla propensione all’asgun® e alla dipendenza da
alcolismo o nicotina o0 abuso di cocaina e cann@pssso in associazione con
particolari tratti di personalita, sono studiate alauni anni (la figura 1.10
mostra le vie di comunicazione del sistema dopargice, e l'azione della
cocaina nei processi di riassorbimento della dopamelle sinapsi tra neuroni
DAergici).

Oggi €& accertato che esistono tratti genetici cheedippongono
allavvicinamento alle sostanza dabuso e allo upplo della

tossicodipendenza.

1.4 Cannabis

L’'uso della canapa indiana (Cannabis sativa) exaifiuso come medicamento
nell’antichitd. Nel corso dei secoli fu utilizzapeer ridurre i dolori mestruali,

favorire le contrazioni uterine prima del parto, pei per il trattamento

dell'epilessia e I'induzione dell'ipnosi. Nel ‘90 messa al bando per i suoi
effetti psicotropi.

Le preparazioni della canapa comprendono la masdue I'hashish, che

contengono una quantita enorme di composti difterenmprese 60 molecole
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definite cannabinoidi. Gli effetti della droga, asta attraverso il fumo, sono
percepiti entro pochi minuti e si prolungano ped @re.

Il cannabinoide dotato della maggiore attivita psicpa € il delta-9-

tetraidrocannabinolo (THC).

Si prospetta da tempo la possibilita di un usopeméico del THC e dei suoi
derivati per: dolore, glaucoma, inappetenza, sslemultipla, e gli altri mostrati

nella figura 1.11 qui sotto.

Gliomas —_ Mﬂgle Sclerosis

Alzheimer's |
i i f Chronic Pain
Fomysigia é: Tourette's Syndrome
Dystonia A HIV
Hepatitis C Hypertension
Diabetes Sleep Apnea
Gl Disorders
Pruritus Incontinence

- —
Osteoporosis — Rheumatoid Arthritis

MRSA

LS

Potential Therapeutic Uses of Medical Marijuana

Figural.11

Gli effetti comportamentali derivanti dall’assunze di cannabis dipendono
dalla dose assunta,

dall'aspettativa di chi I'assume e dal tipo di paggzione usata (manifestazioni
di tipo motorio, cognitivo, psichedelico, analgesic

Gli effetti cognitivi consistono nella perdita delmotivazioni e difficolta di

concentrazione, caduta della performance a caetla chemoria, nei tempi di
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reazione e nellapprendimento. Altri effetti caeaistici sono un’alterata
percezione del tempo, dissociazione di idee, diffic di pensiero astratto e
distorsioni della percezione uditiva e visiva. Lousronico della cannabis puo
avere un effetto di sindrome amotivazionale, cimeleal consumatore distratto,
lento e scarsamente motivato.

La dipendenza da cannabis é soprattutto di tipmfusjico.

1.5 Schizofrenia

| principali circuiti del sistema dopaminergico,nee detto, sono coinvolti nei
processi cerebrali di filtrazione degli stimoli senali, di motivazione dei
comportamenti e di gratificazione da atti istintilziincontrollata stimolazione
di queste vie e probabilmente alla base di malaisechiatriche come la
schizofrenia, oltre ad essere sicuramente coinvadtle psicosi causate da
sostanze d’abuso quali la cocaina, le anfetaminealiee sostanze

psicostimolanti.

La schizofreniae una forma dmnalattiapsichiatricacaratterizzata dalla presenza
di sintomi quali alterazione dpknsiero, del comportamerdgo
dell'affettivita, allucinazioniuditive, deliri paranoidi e disordine nel pensiero e
nel linguaggio che causano un significativo defioklla vita sociale e
professionale, la sciatteria nel vestire e nedligi personale, la perdita di
motivazione e di giudizio sono tutti elementi comuella schizofreniaSi
osservano spesso difficolta emotive, come la marecaln reattivita, difficolta
nel lavoro, nellanemoriaa lungo termine, nell'attenzione e nella velocita d
elaborazione anche delle pratiche comuni. Sonesilfrequenti i casi di abuso
di sostanze (riscontrabile in quasi il 50% dei asifigura 1.12 sono mostrati i

diversi sintomi della malattia.

Poiché, come sottolineato, le cause si pensa debbssere ricercate in uno
squilibrio nelle complesse reazioni chimiche detve#o che coinvolgono
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neurotrasmettitori come la dopamina, la base ddttamento e la
somministrazione di un farmaccche sopprime principalmente ['attivita
delrecettoredella dopamina

Una combinazione di fattori genetici, fattori amiiedi precoci e
processpsicologiciesocialisembrano  essere  importanti  fattori  che
contribuiscono al suo sviluppo. L'assunzione diaécdroghe® farmacisembra
causare o peggiorare i sintomi.

Fattori relativi allo sviluppo si ipotizza, e sidémostrato nel corso degli ultimi
anni, possano essere eventi quali infezioni, ipostiess e malnutrizione nella
madre durante lo sviluppo fetale, e possono causaraumento del rischio di

sviluppare schizofrenia nel nascituro nel corsdadgla vita.

| fattori ambientalassociati con lo sviluppo della schizofrenia posson
comprendere I'ambiente in cui si vive e l'usdrighe L'assunzione di un certo
numero di farmaci € stato associato con lo svilugeda schizofrenia,
compresa la@annabis, l@ocainae le anfetamineCirca la meta di coloro che
presentano una diagnosi di schizofrenia fa un gsessivo di droghe alcool.

Il ruolo della cannabis potrebbe essere causale,attra potrebbe essere

utilizzata per affrontare la depressione, I'anaiapia, la solitudine.
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2. PROGETTO

Il progetto a cui ho preso parte ha,come obiettjgnerale, la caratterizzazione
dell'attivita elettrica dei neuroni dopaminergiddA) dell’area ventrale del
tegmento (VTA), e degli stessi in un modello anienai schizofrenia da

alterazione del neurosviluppo.

Lo stato dell’arte attuale sui modelli animali dh&ofrenia da alterazione del
neurosviluppo ha messo in luce una relazione bénitdetra esposizione ai
prodotti immunitari materni in fase gestazionaleswluppo di alterazioni
comportamentali, con sintomi siml-psicotici, nelfaogenie adulta. A tal
proposito e stato osservato che I'inoculazione iderdi agenti virali in eta
gestazionale porti, nei roditori, allo sviluppo @omalie comportamentali e
anatomiche correlabili alla schizofrenia in etaltadu

Queste anomalie nel neuro sviluppo, responsaHilgdadro similpsicotico nel
ratto adulto, in realta, si €& dimostrato esserengpalmente dovute
all’esposizione ai prodotti immunitari materni asifiei piu che al contatto
diretto con I'antigene

In particolare, & stato dimostrato che un’iniezialh@ina dose di un induttore
del rilascio di citochine proinflammatorie, acidolipiboinosilico-policitidilico
(Poli I:C), lungo i 2/3 della gravidanza di un mttquindi in una finestra
temporale che va dal 15° al 17° giorno di gravidanzmimando una risposta
immunitaria aspecifica ad agenti patogeni, € cagidadurre alterazioni nel
feto in un periodo critico per la generazione deunoni cortico-limbici,
altamente implicati nella patogenesi della schizwx

Numerose evidenze sui ratti hanno infatti dimostrathe una singola
somministrazione di poli I:C nella finestra gestenale che va dal 14° al 18°
giorno (2/3 della gravidanza del ratto) alteraigposte comportamentali della
prole in test quali quello dell’inibizione latentd’aumento locomotorio indotto
da amfetamina e MK801z(ckerman et al., 2003, Neuropsychopharmacology

28:1778-89). Inoltre sono stati riportati deficit nelfe-pulse inhibition (un test
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che valuta sintomi simil-psicotici nei modelli araf) in ratti e topi esposti al
poli I:C in fase prenataleNolff e Bilkey 2008, Behav Brain Res 190:156-9;
Meyer et al., 2009, Neurosci Biobehav Rev, 33:1061-79).

| neuroni DA della VTA rappresentano il punto drieaza di numerose vie DA
che proiettano a loro volta a diverse aree corteaubcorticali (NAc e striato
dorsale) altamente implicate nella patogenesi dstlaizofrenia. Gli stessi
neuroni sono, infatti, coinvolti nella modulaziodediverse attivita cognitive,
emotive e motivazionali, e per questo sono stafiiuariprese, coinvolti nelle
aberrazioni comportamentali osservabili nei pazisettizofrenici.

A tal riguardo, dunque, data anche la mancanzaideerze elettrofisiologiche
che abbiano analizzato minuziosamente il componéonelettrico dei neuroni
DA della VTA in modelli animali di schizofrenia camquello Poli I:C,
I'obiettivo fondamentale del progetto é stato queli fare chiarezza sul ruolo e
sulla funzionalita di questi neuroni nei ratti aduwlati da madri sottoposte nel
corso della gravidanza al Poli I:C

Pertanto, la minuziosa caratterizzazione dell'dgtiv elettrica e della
funzionalita dei neuroni DA della VTA ci ha permest avere un’idea globale
del funzionamento anormale dei ratti Poli I:C induoaale da concentrare la
nostra attenzione sulla valutazione del trattameatinlescenziale con

cannabinoidi nei modelli animali sopramenzionati.

Dal momento che i neuroni della VTA, oltre ad essémplicati nella
patogenesi della schizofrenia, gestiscono le rigpgsimarie alle sostanze
d’abuso e, data la correlazione, riportata in tattea, tra abuso di derivati della
cannabis in adolescenza e sviluppo di psicosi in eta achdduomo, ulteriore
obiettivo specifico del progetto €& anche quello daratterizzare
neurofisiologicamente la funzionalita dei neurorh Dh animali modello di
schizofrenia  sottoposti a trattamento  adolescemzialcon A
tetraidrocannabinolo (THC).

Infatti, il progetto si concentra anche sul ruokll’'dbuso di cannabis in eta
adolescenziale come fattore ambientale che possa&oggetti predisposti,
favorire la comparsa di un quadro psicotico in &dalta. Su questa base, lo
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studio del trattamento adolescenziale con THC raii resposti in fase
gestazionale al Poli I:.C rappresenta un modellclprieo capace di offrire
numerose informazioni in merito.

Tale ipotesi viene supportata dal fatto che l'istogzione acuta con Cannabis
puo portare ad uno stato psicotico chiamato “psi@a@mnabinoide”, con
sintomi riconducibili a quelli propri della schizehia, quali allucinazioni,
deficit mnemonico e cognitivo, alterato giudizicelid. Inoltre, il consumo
cronico di cannabinoidi pu0 causare sintomi psitotin soggetti
precedentemente non psicotici, specialmente inliqudherabili alle psicosi,
mentre in pazienti schizofrenici puo peggiorargisni psicotici.

Poiché si & osservata una correlazione fra I'eteansumo di Cannabis in
pazienti schizofrenici, e i frequenti episodi diqesi nei consumatori abituali di
Cannabis, si € ipotizzato che i disturbi schizafrepotrebbero essere correlati
ad una disfunzione del sistema cannabinoide endogen

Le regioni cerebrali coinvolte nella schizofren@ns strettamente collegate e
fortemente sensibili ai cannabinoidi, in quantoteagono specifici recettori a
gueste sostanze. L'uso precoce di cannabis da giageolescenti determina
un'alta probabilita di soffrire di disturbi psicdte di allucinazioni in eta adulta.
La cannabis rappresenta la sostanza psicoattivatiizzata nella popolazione
generale di molti paesi e, dall’analisi sistematiedla letteratura scientifica,
emerge una significativa prevalenza d’'uso da pdirigersone che soffrono di
schizofrenia, manifestando tale malattia dopo um inseta adolescenziale. |
cannabinoidi esogeni che si trovano nella cannabontengono il princio
attivo A-9-tetraidrocannabinolointeragiscono pesantemente con specifici
recettori (CB1) presenti nelle regioni cerebralinwolte nella schizofrenia. E
stata infatti verificata una maggiore densita dii tecettori in aree cerebrali
coinvolte nella schizofrenia, tra cui la cortecpi@frontale dorso laterale e la

corteccia cingolata anteriore.

Quindi, entrambe le suddette cause ambientali sstate associate, sia

nel'uomo che nell’animale, all'insorgenza di simtiopsicotici in eta adulta.

Tuttavia, sebbene evidenze di varia natura nei th@emali abbiano preso in

considerazione l'effetto singolo delle cause désgrnessuno studio, ai tempi
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della strutturazione del progetto, aveva ancorasmés luce se l'interazione
delle concause pre- e postnatali potesse ulterimentavorire, o addirittura
peggiorare, I'entita dei deficit di funzionalita urenale riportati in seguito
all’'esposizione o ai prodotti immunitari materni @ cannabinoidi in

adolescenza.

L’'area di riferimento del progetto si ricollega ghrticolare tema della
prevenzione delle patologie, dove I'acquisizioneaioscenze sulle cause che
possono far insorgere disordini gravi gioca un esuessenziale sia nella cura

che nell’informazione relativa ai fattori predisgmti di una data malattia.

Il lavoro intrapreso ci ha permesso di caratteregzdal punto di vista
elettrofisiologico il modello di ratti esposti a use pre-natali di fattori
ambientali scatenanti degenerazioni psicotichesultati ottenuti ci permettono
di apportare nuove evidenze relative agli squilttel sistema DA, altamente
implicato nella patogenesi della schizofrenia, osste® nei modelli animali. Le
patologie psichiatriche, tra le quali la schizofegrsono disordini attualmente
poco conosciuti per quanto riguarda la loro ezi@log il loro sviluppo. Per
guesto motivo i nostri studi preclinici possono,gnmo luogo, rafforzare il
bagaglio conoscitivo del personale sanitario addata cura e al trattamento di
pazienti psichiatrici e allo stesso tempo possgoeale porte allo studio e alla
caratterizzazione, dal punto di vista elettrofisgito, dell’attivita e della
funzionalita dei neuroni dopaminergici (DAergicileldarea ventrale del
tegmento (VTA), degli stessi in un modello murimdtsposto in fase prenatale
ai prodotti immunitari materni, e a alla descriapisempre dal punto di vista
neurofisiologico, della funzionalita dei suddettiunoni in un modello animale
da esposizione adolescenziale ai cannabinoidi ¢eggoraneamente in fase

prenatale ai prodotti immunitari materni.
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3. METODI

3.1 Trattamenti e cura degli animali

Primo modulo:
Considero e definisco le prime due famiglie diiratttoposti ad analisi

sperimentale secondo la seguente definizione:

= RattiPoly ic- ratti sottoposti alle citochine materne (metkaniezione
alla madre, durante la gravidanza, dell’'acido pwdinosilico-
poliribocitidilico - poli I:C)

= Ratti ControlloCtrl - ratti sottoposti a veicolo prenatale (mediante

iniezione alla madre, durante la gravidanza, digohe fisiologica)

Una singola dose di poli I:C - acido poliriboinas-poliribocitidilico - (4
mg/kg) o di soluzione fisiologica sterile libera dendotossine, e stata
somministra alle mad&prague Dawley — ceppo di ratto albino utilizzato nella
ricerca biomedica, figura 3.1 - (Harlan, Italia) geso di 250-300 g, attraverso
iniezione nella vena laterale della coda al 14trgadi gestazione - quindi dai
2/3 della gestazione di un ratto, che e di 22 giomra - (Zuckerman et al.,

2003, Neuropsychopharmacology 28:1778-89).
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Figura 3.1

Per svolgere I'operazione, al fine di non arrecsiress nella madre (con il
conseguente rischio di aborto o di variabili ditdibo) abbiamo praticato la
somministrazione previa anestesia volatile (inatktratto) con isoflurano.

Al fine di garantire glistandard di stabulazione e di cura degli animali da
laboratorio (legge 609/1986) lo stato di salute ledefjestanti & stato
scrupolosamente monitorato dal personale addetiogioeni seguenti alla
somministrazione dell’anestetico. L'iniezione deblipl:C o del veicolo e
avvenuta per tutte le madri alla stessa ora detngio(11-13) per non
influenzarne i cicli di sonno veglia.

Dalla nascita della prole e partito il conto deirgi postnatali e, dopo una fase
di 7 giorni di svezzamento, gli animali sono stdentificati in relazione al
sesso (maschi e femmine) ed adeguatamente sepatathulati in gabbie da 6
animali, sottoposti a condizioni standard del citloe-buio (12 ore di luce,
8.00-20.00 e 12 di buio: 20.00-8.00) con dispoiitidi acqua e cibad

libitum.
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Secondo modul o:

= Ratti veicolo pre-natale + THC post-natal®attiThc)
= Ratti Poli I:C prenatale + THC post-natalattiPoly ic/Thc)

= Ratti veicolo prenatale + veicolo post-natafRattiCtrl )

= Ratti Poli I:C pre-natale + veicolo post-natal®attiPoly ic)

Le procedure utilizzate per lo svolgimento del selm modulo sono state
analoghe a quelle del primo per quanto riguaraeéelzione di poli I:C o veicolo
alle madri.

Tuttavia, i ratti nati dalle madri appartenentidaie gruppi all’eta postnatale di
45 giorni - fase adolescenziale del ratto - sotadi,sa loro volta, suddivisi

internamente in quattro gruppi sperimentali espdoae:

v"due al trattamento cronico con dosi crescentiiCTper 11 giorni (ratti
veicolo prentale+THC postnatale e ratti poli l:Cematale+THC

postnatale)

v due con volumi crescenti di veicolo (soluzionersalpiu tween80) (ratti
veicolo prentale+veicolo postnatale e ratti polL Iprenatale+veicolo

postnatale).

| risultati ottenuti hanno evidenziato, come prabge, che i ratti trattati con
veicolo pre-natale e con veicolo post-natale mastracaratteristiche
elettrofisiologiche del tutto simili ai ratti trati con solo veicolo pre-natale
durante il primo modulo, ed & per questo motivo ehtrambe le famiglie di
ratti sono state raggruppate in un’unica famiglenominata CTRL.

Stesso discorso per i ratti POLY IC del primo madel i ratti POLY IC +
veicolo post.natale: per entrambi, d’ora in avasitparlera come di ratti POLY
IC.

Dosi e tempi di somministrazione del THC sono riatrin tabella 1.1 e sono

stati acquisiti dalla letteraturdgmber|etti et al., 2011, Neuroscience, in press).
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TABELLA TRATTAMENTI CON THC IN ADOLESCENZA
[45-55 giorno postnatale (PND)]

Days 45-47 - pnd2.5 mg/kg (x2 volte/die)
Days 48-51 - pnd 5 mg/kg (x2 volte/die)
Days 52-55-pnd 10 mg/kg (x2 volte/die)

Tabella 1.1

3.2 Elettrofisiologia in vivo

Per entrambi i moduli, tra il 75° e I'85° giorno dita postnatale una parte
animali trattati con poli I:C e quelli di controlleono stati assegnati alle
procedure sperimentali di elettrofisiologia.

| ratti sono stati, in primo luogo, anestetizzatbncuretano (1.3 g/kg
intraperitoneale i.p. - via di somministrazionefalimaci all'interno del liquido
peritoneale, cioé del liquido che umidifica la sdijpee di gran parte
degliorganicontenuti nell'addome e anche di parte degli orgatiici) e sono
stati sottoposti ad una procedura chirurgica pegpplicazione di una cannula
nella vena femorale, al fine di garantire eventuahiami di anestetico lungo

'esperimento e per somministrare le sostanze dalstudiate.

In seguito, gli animali sono stati posizionati quparecchiatura stereotassica
(Figura 3.2) - tecnica neurochirurgica che conselnteggiungere formazioni
situate nella profondita del cervello, risparmianidostrutture soprastanti e
riducendo al minimo la lesione cranica, € stataiqag un’incisione sullo
scalpo e sono state prese le coordinate per liita#ione dell’'area di

inserzione dell’elettrodo registrante.

28



Figura 3.2

| riferimenti stereotassici per la VTA sono stateq basandoci sull'atlante
stereotassico dPaxinos e Watson (2007) (+1.8/2.2 mm dal Lambda; 0.4/0.6

mm dall'incrocio delle suture sagittali e -7.5/-8fn dalla superficie corticale).

Una volta prese le misure in prossimita delle cowai riportate per la VTA e
stato applicato I'elettrodo registrante, inseritouina micropipetta di vetro dal
diametro di 1.5 pum impregnata con una soluzionmaali Acetato di Sodio
(con impedenza stimata tra i 5-1@¥INaAc 0.5 M con 2% dpontamine sky

blue.

La temperatura dei ratti € stata mantenuta costaB#t1°C tramite I'ausilio di
un tappetino riscaldante.

Per gli studi di caratterizzazione dell’attivitai deeuroni DAergici ci siamo
awalsi di una mappatura dellintera area mediameve affondate
perpendicolari a coordinate fisse.

Per la selezione dei neuroni DAergici della VTAstamo avvalsi dei criteri
precedentemente descritti in letteratura (es. GraceBunney, 1983,
Neuroscience 10:301-15; 1984, J Neurosci 4:2866:984, J Neurosci 4:2877-

29



90) — forma d’onda del potenziale d’azione del naesrdopaminergico, tipico
“suono” caratteristico, frequenza basale di firipgsizionamento dell’elettrodo

nella giusta area indicata dalle coordinate dédifae stereotassico di ratto.

L'attivita e stata filtrata (passa banda: 500-504%), amplificata (Neurolog
System, Digitimer, Hertfordshire, UK) e visualizaagdu oscilloscopio digitale
(TDS 3012, Tektronix, Marlow, UK).

L’acquisizione dell'attivita elettrica del neuronieolato €& stata effettuata
mediante convertitore analogico-digitale CED140lar(®ridge Electronic
Design, Cambridge, UK) collegato a piattaforma catapzzata con installato

programma Spike2.

Il segnale cosi ottenuto e stato successivamemtgpioaato, col programma
Spike2, con un intervallo di campionamento pariOan4, in modo da ottenere
un treno di impulsi come successione di 1, spik&, reessuno spike, (dopo aver
effettuato un’analisi empirica dell'intervallo mmo di tempo che intercorre tra
uno spike e l'altro, si € evinto che all'internotdie intervallo non occorrono
mai piu di 2 spikes).

Al fine di rendere [I'analisi elettrofisiologica detegnale del neurone
dopaminergico piu completa, ho preferito trasfetale segnale in Matlab, cosi
da sviluppare un software piu completo e piu faeitte modificabile e
ampliabile dal sottoscritto con nuovi parametradalisi.

Per questo motivo, il treno di spike e stato tmatgfein un file txt, e

successivamente importanto in Matlab tramite Imditard.

Negli studi di mappaggio il protocollo di registiaze € stato effettuato
mediante acquisizione dell'attivita basale delldlut® isolata per 120-180

secondi (in media, per alcune cellule fino a 30f).se

E’ stato riportato in letteratura che i neuroni Dgiei della VTA, per gestire il

rilascio di neurotrasmettitori e per modulare lgvaa suddette, manifestano il

loro comportamento elettrico in tre modalita disjncon risvolti funzionali

differenti Hyland et al., 2002, Neuroscience 114:475-92). Essi possono
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trasdurre il segnale elettrico in modalita regoldigura 3.3, cellula Al), dove i
potenziali d’azione si susseguono a frequenze matelalla stessa distanza
'uno dall’altro; irregolare (figura 3.3, cellula 1B, dove la successione dei
potenziali d’azione non segue un criterio precisotérmini temporali ( in
entrambi i casi si parla dingle spiking) e in treni di potenziale d’azionbuf st)
(figura 3.3, cellula C1; figura 3.4), dove il nensspontaneamente produce
potenziali d’azione estremamente ravvicinati cheua®no la forma di un treno
di eventi compatto e distanziato dal successivterilo pattern riportato e assai
importante perché é stato correlato con un aunreassiccio del rilascio di DA
nelle aree terminaliGhergui et al., 1996, Neuroscience 72:141-56; 1997, Eur J
Neurosci 9:2370-82).

Al

Figura 3.3
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Per bursting si intende quel fenomeno generalénthiea un determinato grado
di attivazione del neurone nel Sistema Nervoso IGEnSNC, in cui a periodi

di rapido spiking seguono periodi silenti e quiggce

il r‘r\,//’mmw f f’/ﬂfm//mmrw

Figura3.4

Il livello di bursting varia considerevolmente dalala a cellula. Esso, inoltre,
varia in risposta a stimoli sensoriali e drogheaomaci secondo una serie di
diversi meccanismi.

Queste osservazioni suggeriscono che il passagdi@ whodalita di firing del
“single spiking” al “bursting” rappresenta una tig@ piu importanti
caratteristiche di variazione dell'influenza di neurone dopaminergico sul
neurone post-sinaptico (Freeman and Bunney, 1987).

In accordo con la precedente affermazione, unao#iione di neuroni
dopaminergici che aumenti il bursting della cellstassa determina un maggior

rilascio di dopamina rispetto alla modalita singgeking (Gonon, 1988).
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3.3 Trasferimento del segnale in Matlab

Per l'analisi del segnale elettrico da singolautal(neurone dopaminergico), in
guesto studio ho sviluppato un software in gradoadalizzare numerosi

parametri.

Sono partito dal tracciato del segnale registratoeeidenziato dal software

Spike2. Ho campionato, quindi, il segnale con unpe di campionamento Ts
= 10 ms, in modo da esser sicuro di ridurre taggake in una successione di 1
(PdA) e 0 (nessun PdA), dopo aver osservato cha intervallo di tempo di 10

mMs non occorrono mai piu di due spike.

In seguito ho tradotto questa successione dal forceratteristico del software
Spike2 a un file .txt, in modo da poterlo rendeeggibile anche da altri

software, previa opportuna conversione, come hettefamente fatto per

poterlo processare in Matlab. Quest’ultimo passa¢igp ottenuto importando

il file con “Import Wizard”.

3.4 Analisi parametri

3.4.1 Parametri Tradizionali

A tal riguardo, per entrambi i moduli, e quindi pette e quattro le
famiglie di ratto analizzate, si sono valutati ggenti parametri:

* Numero dispike totali nell’intervallo di tempo di osservazione,
utile per calcoli successivi, vista la variabildall'intervallo di
osservazione

» Frequenza di scarica della cellula, che rappresenta
'informazione fondamentale trasmessa dal segnawe P

» Coefficiente di variazione percentualéV% , inteso come
rapporto tra la deviazione standard degli ISI (elSpike
Interval, intervallo temporale tra PdA), e la medegli stessi.

Rappresenta un indice della regolarita del firird weurone: a
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valori bassi di CV% corrisponde una maggior redtdadi

scarica

3.4.2 Parametri Burst

Anch’essi utilizzati per valutare cellule appartetiealle quattro
famiglie di ratti:
* Numero di spike appartenenti ai burst, amgnero di spike per
burst
* 9% spike per burst, cioé percentualedi PdA che appartengono ai
burst rispetto al totale di PdA del segnale
* Numero medio di spike per burst MSB, Mean Spikes per
Burst, da un minimo di due spike: piu lungo risudtssere il
burst, cioé di piu spike esso & composto, maggara il rilascio
di dopamina nelle terminazioni post-sinaptiche
e Frequenza di occorrenza dei burst lungo il traogifrequenza
burst
e Durata media del burst(ms), MBD, Mean Burst Duration
 Frequenza media intraburst MIBF, Mean IntraBurst
Frequency, che calcola la frequenza con cui veng@merati i
PdA all’interno del burst

3.4.3 Parametri confronto Tradizionali e Burst

* rA, dato dal rapporto tra % spike per burst e CV%ndica
un’eventuale correlazione tra percentuale di spigartenenti ai
burst rispetto al totale di burst del segnale mbettdel neurone, e
regolarita del firing della cellula. Per valori inc ad 1 c'e

correlazione.
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* 1B, rapporto tra frequenza con cui avvengono i boesisegnale
e frequenza di scarica della cellula Per valoriilsimuindi per
alta correlazione, si avranno valori vicini all’tani

* Si e cercato, inoltre, una utile suddivisione dainportamento
della cellula in quattro sotto-gruppi, discriminati base al
confronto tra i valori di % spike per burst e fregma di scarica
del neurone.Nlameli Engvall et al., 2006, Neuron 50:911-21).
Si é, in tal modo, potuto distinguere il comporémo dei
neuroni DAergici della VTA nelle seguenti sottodas

» bassa frequenza/bassa percentuale di burst (LFLB)
» bassa frequenza/alta percentuale di burst (LFHB)
= alta frequenza/bassa percentuale di burst (HFLB)
= alta frequenza/alta percentuale di burst (HFHB)

3.4.4 Ritmicita della cellula

Come visto, i neuroni dopaminergici ricevono ingl# diverse aree
cerebrali. Le informazioni ricevute da queste aseao integrate nel
soma e trasmesse sotto forma di treni di impulld,tarminazioni post-
sinaptiche . L'informazione e trasportata sottofarsia di frequenza di
scarica, che di precisi e distinguibili firing parth.

Questi ultimi sono riconoscibili sottoforma di siegspiking o di
bursting, come detto precedentemente.

Il burst e riconosciuto dagli attuali software sedo il criterio
tradizionale ‘80/160" ms, cioé si e dinanzi a urrdbwse il treno di
impulsi ha i primi due spike che intercorrono in iatervallo di tempo
inferiore agli 80 ms (inizio burst: ISI<80ms), e tfultimo spike del
burst e il successivo vi siano almeno 160 ms (hmest: 1SI>160ms).
Un’analisi spettrale del segnale evidenzia checitezione del neurone
avviene non solo con l'aumento della frequenzaaddirisa e con la

frequenza dei burst, ma anche con un aumento detrudi cellule che
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presentano un’oscillazione alle basse frequenzam®scillation, SO,

tipicamente tra gli intervalli 0-3 Hz o 3-6 Hz).

In realta, pero, solo alcuni di questi eventi ritire periodici, del tutto
riconducibili al pattern di burst, hanno le camasiiiche per essere
considerati effettivamente burst secondo il tramhaie criterio ‘80/160’.

Dall’osservazione di numerosi tracciati, molti tredi spike non

verrebbero considerati burst a causa di una dejaenti ragioni ( vedi
figura 3.5, dove si € indicato il burst con untiret al di sopra degli
spike che lo compongono, individuati secondo itecio tradizionale

‘80/160):

Figura3.5
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- Tutti gli ISI dei cluster sono > 80 ms (cellula B1)

- |l cluster consiste in piu d’'un burst individuatecendo i criteri
tradizionali (cellula A1)

- | cluster contengono sia singoli spike che burslividuati con la
tecnica tradizionale (cellula Al e in parte cellGlh)

Risulta evidente, percio, che il criterio tradizabs ‘80/160" in molti
casi potrebbe risultare inappropriato per desceivattivita elettrica di
un neurone dopaminergico con firing ritmico e peico.

Secondo la definizione, quindi, la cellula B1 rtauéssere una cellula
non-bursting, mentre la cellula Al, che ha grossodanle stesse
caratteristiche, un neurone in SO, mentre sonmidefcellule burst la
Al e la C1, di cui quest’ultima, in realtd, non mmasalcuna periodicita
nel firing, perdo e considerata burst come la Alr mvendo
caratteristiche come frequenza di scarica e caatézione del cluster
di spike completamente differente.

Dall'osservazione dei tre tracciati risulta, perciche Al ha un
comportamento simile a C1 (falso), mentre Bl ¢ iclemata diversa da
Al (falso) e diversa anche da C1 (vero).

Il criterio ‘80/160' commette 2 errori di distinnie su 3 casi, mentre col
criterio della SO la cellula A1 sarebbe giustameteostata alla cellula
B1, che a loro volta differiscono evidentementeladatellula C1,
suggerendo che sarebbe di maggior ausilio l'utliziella tecnica di
riconoscimento della ritmicita del firing del neam per individuare

cluster riconducibili ai burst, piuttosto che ladizionale metodologia.

Quello che ho provato ad eseguire e stato un abgorin grado di
evidenziare:

- la presenza di una SO nei neuroni dopaminergici

- che relazione intercorre tra SO e burst individuwgiesti ultimi, con

la tecnica tradizionale
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- se la SO, rispetto alle condizioni basali, tendeaachentare con la
somministrazione di sostanze d’abuso (Thc), e aindime in
popolazioni di cellule con anomalie (in soggetth ntomi simil-

psicotici da schizofrenia).

Il mio algoritmo mi ha permesso di individuare, pette e quattro le
famiglie di ratti:
e |l numero di neuroni in SO, per tutte e quattro le famiglie di
ratti.
* 9% cellule in SOrispetto al totale di cellule analizzate
* Numero di neuroni nonSO

* 09p cellule nonSO

Successivamente, il segnale elettrico del neuroampionato e con le
caratteristiche riportate in precedenza, e sttogosto ad un’analisi

spettrale utilizzando la funzione PWELCH in Matlab:

Funzione Matlab : pwelch.m

[Pxx, n] = pwelch (x, Nwin, Noverlap, Nfft, ns)

Valuta la densita spettrale di poter2e del vettorex usando il metodo
di Welch.

Il vettore e suddiviso in segmenti di lungheikain,

con sovrapposiziondoverlap;

ogni segmento e moltiplicato per una finestra dinrfang;

La FFT di ogni segmento é valutata usando un nutiguanti Nfft;

ns e la frequenza di campionamento usata per caostilivettore

frequenzan

Ho svolto un’analisi preventiva per definire le trog condizioni di
analisi.
Ho valutato, percido, la variazione dei seguenti fparametri,

considerando un segnale della lunghezza medialdsééondi:
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- Finestratura, casi w = 500 ms / w = 1000 ms / v0&®ms

- Numero di campioni della fft, casi nfft = 500 / h# 1000 / nfft =
2000

- Sovrapposizione della finestra, casi overlapping 186 / 50% /
90%

| risultati migliori, come si evince dalla figura63 in cui mostro prima
tutte le possibili combinazioni di parametri (pgnosotto-grafico c’e la

sovrapposizione dei tre segnali corrispondentreaicasi di percentuale
di sovrapposizione, tra le finestre, considerai®%]50%,90%), si

ottengono con i seguenti valori

w =1000 ms ;

nfft = 1000 campioni;

overlapping del 50%.

Le figure 3.7 e 3.8 mostrano due casi utili (w HQ0nfft = 1000; w =
500, nfft = 1000, con overlapping del 50%), memgrégure 3.9 e 3.10
due casi poco utili (w = 1000, nfft = 2000; w = 5Qffft = 2000,

anch’essi col 50% di overlapping).
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Dall'osservazione dei grafici ottenuti dai vettogstituiti dalla funzione
pwelch, ho contato il numero di cellule che preaeatritmicita nel

firing, per tutte e quattro le famiglie di ratti.

L’individuazione ha seguito precisi criteri:

- Picco principale di potenza ben evidente e delraafinimo di 0.5
x 107-3

- Separazione evidente tra il picco principale eiihp dei laterali

- Rumore alle alte frequenze non eccessivo, con picah superiori

al picco principale

| parametri che ho successivamente valutato s@tio st
* Ppicco, come picco massimo di potenza
* Fpicco, cioe la frequenza del picco principale di potenedle
cellule SO
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* Dopo aver suddiviso I'asse delle frequenze ne#tivlio 0-12
Hz in quattrosotto-intervalli di frequenze 0-3 Hz / 3-6 Hz / 6-9
Hz / 9-12 Hz il software ha individuato il sotto-intervallo rcal

maggior numero di cellule si SO.

3.4.5 Relazione tra SO e Burst

A tal riguardo, ho introdotto i seguenti parametri:

* % spike per burst totali, cioé la percentuale di spike
appartenenti ai burst, rispetto al totale deglksmi un segnale,
per tutte le cellule di ogni famiglia di ratto

* 9% spike per burst SO, ma riferito alle sole cellule in SO

* 9% spike per burst nonSQ, per le cellule nonSO

Inoltre, per valutare la percentuale di celluleSf) (o di nonSO) che
hanno % spike per burst maggiore del valore di %esper burst del
totale delle cellule, ho introdotto i seguenti paedri:

* Percentuale cell SO > media tot

¢ Percentuale cell nonSO > media tot

Infine, ho considerato i seguenti parametri pecédule in SO, con
valori vicini all'unita che indicano correlaziongresi dalla letteratura:
* ra, rapporto tra frequenza burst e frequenza SO abelo pdi
potenza, che indica che ogni ciclo di oscillazipu® contenere
0, 1 o piu burst
* rb, rapporto tra ra e ampiezza picco di potenza,esarstabilire
se vi e una correlazione tra il rapporto precedenfampiezza
del picco di potenza nelle cellule SO, suggereradd picco, se
ampio abbastanza, possa contenere burst
* rc, dato dal rapporto tra la % spike per burst dediule SO e

I'ampiezza del picco di potenza
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* rd, frequenza burst relazionata allampiezza del@iicpotenza
delle cellule SO

Tutti i parametri fin qui analizzati sono stati #pati a tutte e quattro le
famiglie di cellule, Ctrl (n, numero di cellule csiderate = 90), Poly ic
(n =80), Thc (n = 70), Poly ic/ Thc (n = 70), par totale di 310 cellule
analizzate.

Ottenuti i dati relativi ai parametri citati, hoilsxyppato delle funzioni in

grado di calcolare i valori medi e deviazioni startper ogni variabile,
per ogni famiglia di cellule, e tutti i relativi afici.

Quest'ultimo passaggio, medie e deviazioni standamoksi come

'analisi statistica effettuata con test Anovagisi della varianza) su
quattro livelli, in futuro saranno eseguite con @gp software in

dotazione nel laboratorio in cui sono stati esegliiesperimenti.
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4. RISULTATI

Al fine di poter caratterizzare I'attivita elettaadei neuroni DAergici nei ratti
esposti ai prodotti immunitari materni e alla somistrazione adolescenziale di
THC, il primo passo che abbiamo affrontato e statello di valutare il
comportamento elettrico dei neuroni DAergici dallBA nei ratti sottoposti in
fase prenatale ad una singola dose di poli I:Qtatiee nella vena laterale della
coda della madre (rafoly ic).

Un totale di 170 cellule DAergiche situate nel macparabrachiale della VTA
sono state registrate dai ratti utilizzati nellaim@ parte del disegno
sperimentale. Di queste 80 sono state registratattigoli I:C, mentre 90 sono
state acquisite da ratti di controllo ctrl.

Per ogni cellula selezionata sono stati valutati piincipali criteri
elettrofisiologici riportati in letteratura per iearoni mesencefalici DAergici
(es.Grace e Bunney, 1983, Neuroscience 10:301-15; 1984, J Neurosci 4:2866-
76; 1984, J Neurosci 4:2877-90).

Inoltre, per valutare la risposta dei neuroni DA@rgella VTA nei ratti poli
I:C esposti al THC in adolescenza, gli animali seteti suddivisi in 4 gruppi
sperimentali:

poli I:C+veicolo in adolescenza (Poly ic);

vei col o+ veicolo in adolescenza (Ctrl);

poli I:C+THC in adolescenza (Poly ic/Thc);

veicolo+THC in adolescenza (Thc).

| ratti del primo e del secondo gruppo non presemta differenze rispetto ai
dati precedentemente ottenuti in tutti i paramatralizzati, quindi d'ora in
avanti si considereranno come due uniche e didtamtéglie, ratti Poly ic e ratti
Ctrl. Inoltre, il numero di cellule analizzate,agBVamente ai gruppi Poly ic/Thc

e Thc, sono rispettivamente 70 e 70, per un taa®l0 cellule registrate dai
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ratti, suddivisi nei quattro gruppi sperimentalpsacitati, la cui significativita
dei risultati e stata valutata con test ANOVA @on 0.05.

4.1 Risultati parametri Tradizionali

| primi parametri analizzati sono statifieequenza di scarica del neuronee il
coefficiente di variazione percentuale CV%.

Il primo mostra una frequenza di firing della c&ldecisamente inferiore nei
ratti Poly ic (2.71 Hz) rispetto ai ratti di contaCtrl (3.59 Hz), che suggerisce
una minore efficacia delle cellule dopaminergiclom ¢rattamento pre-natale
rispetto ai controlli.

La frequenza di firing, pero, aumenta drasticamentela somministrazione di
Thc ai controlli (4.29 Hz) ; inoltre, essa aumeateche nei ratti Poly ic trattati
con Thc - Poly ic / The(3.31 Hz), stimolando il neme con trattamento pre-
natale a sparare con frequenze piu alte e piuisainifalori di frequenza dei
Ctrl. Vedremo che questo parametro risulta, dai, datrelato ad un aumento
del numero di cellule che sparano con una certaidita, e inoltre tali

variazioni risultano significative (figura 4.1).

Frequenza media di scarica della cellula

4,5 -
n

3,5 -
3 - u CTRL

2,58 HPOLYIC
2 1 THC

L5~ H POLY IC/THC
14

0,5 -
04

Figura4.1
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Il parametro CV%, che € un indice di regolarita fiehg della cellula,
mostra una maggior regolarita nei ratti Poly ichtT65.5%) e nei Poly ic
(69.86%) , con valori simili nei Ctrl (63.92%) , rdacisamente inferiori nei
Thc (46.27%) (variazioni significative), come mastrin figura 4.2.

Figura4.2

4.2 Risultati parametri e studio del Burst

Analizziamo, ora, le caratteristiche del burst, @gmi famiglia di ratti.
Consideriamo il parametro riferito alla percentudiescarica in burst, cioé
% spike per burst, che indica qual & la percentuale degli spike tathé
appartengono ai burst, la cui variazione risulggmigicativa dall’analisi della

varianza..
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La percentuale di spike appartenenti ai burst noaggisulta appartenere ai
Ctrl (22.7%), mentre si osservano valori (inferiospetto ai Ctrl) simili tra
famiglie di ratti Poly ic (14.58%) e ratti Poly idic (16.8%).

Una diminuzione della percentuale la si riscontea natti Thc (11.25%),
contrariamente a quanto ci si aspetterebbe e at@sara evidenziato
dall'analisi successiva della ritmicita di firingelta cellula, infatti tale
percentuale risulta dimezzata rispetto ai neurani(figura 4.3).

% SPIKE PER BURST

25
20 -
15 m CTRL

B POLYIC
10 | m THC

m POLYIC/THC
5 -
0 1

Figura4.3

Per ogni burst, inoltre, € stato analizzato di guspike risulti composto, il

numero medio di spike appartenenti al burst — Mean Spike per Burst MSB.
I Ctrl ne mostrano mediamente (2.85), numero vi@nBoly ic/Thc (2.76),

leggermente inferiore nei Thc (2.64), e significathente inferiore nei Poly
ic (2.40) , soprattutto se confrontati coi daterifi ai Ctrl (figura 4.4).
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Numero medio di spike per burst
2,9
2,8
2,7

2,6 7 m CTRL

2,5 - mPOLYIC

2,4 - W THC

m POLY IC/THC
2,3 - /

Figura4.4

Ulteriori parametri che possano caratterizzaraifsbsono ladurata media
del burst (figura 4.5a) e lafrequenza intraburst media (figura 4.5b),
rispettivamente Mean Burst Duration MBD e Mean dBurst Frequency
MIBF, con quest’'ultimo dipendente sia dalla dunaiiadia del burst che dal
numero medio di spike per burst (entrambi significh

Un singolo burst dura, mediamente, di piu nei Thd3(73 ms), con
frequenza media intraburst piu bassa (28.44 Hz).

Durata simile tra Poly ic/Thc (131.87 ms) e CtrB1128 ms), e simile
frequenza intraburst (36.49 Hz) (34.47 Hz) .

Durata inferiore, invece, la si osserva nei ratilyFic (96.85 ms), e con
frequenza intraburst maggiore che negli altri ¢4Si42 Hz), nonostante un
numero inferiore di spike per burst rispetto aili 8 gruppi di neuroni.
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Durata media del burst
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Figura 4.5a e Figura 4.5b

La frequenza di occorrenza del burst, lungo tutisservazione del segnale,
e evidenziata dal parametirequenza burst (figura 4.6).

Questi ultimi hanno una frequenza maggiore nei @22 Hz), e vicina
anche ai casi Thc (0.16 Hz) e Poly ic/Thc (0.17,Hza piu bassa nei Poly
ic (0.11 Hz), in stretta relazione con quanto naistrdalla successiva
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analisi della ritmicitd di firing del neurone, e che con il parametro
frequenza di scarica

Frequenza burst

0,25 -
0,2 -
0,15 - m CTRL
B POLYIC
0,1 mTHC
B POLY IC/THC
0,05 -
0 -

Figura 4.6

In definitiva, i dati (significativi) mostrano chiéburst dei Poly ic, rispetto

ai controlli Ctrl, sono caratterizzati da un numanteriore di PdA, hanno

una frequenza inferiore, durano meno e hanno ueguénza di spike

intraburst maggiore.

Inoltre, i ratti Thc mostrano, al contrario, un renm simile ai Ctrl di spike

per burst, ma minore frequenza di occorrenza dedtpuna durata media
leggermente superiore, e una frequenza intraleggermente inferiore.

In ultima analisi, i ratti Poly ic/Thc, sono camtzzati da un numero di
spike per burst maggiore dei neuroni Poly ic, mayitino al valore medio

dei ratti Ctrl, cosi come per la durata del burkt sua frequenza intraburst.
La frequenza con cui avvengono i burst risulta resdéeversa dai due casi
Ctrl e Poly ic, ma comunque, ancora vicina e pidilsi ai Ctrl piuttosto che

ai Poly.
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4.3Risultati confronto tra parametri Tradizionali e parametri

Burst

Consideriamo i due rappomA edrB , dati, rispettivamente, dal confronto
tra percentuale di spike per burst e coefficienteadiazione percentuale, e
dal rapporto tra frequenza con cui avvengono itbeifsequenza di scarica
del neurone, non significativi ma comunque utilir pga piu completa

caratterizzazione del problema.

In tutti e quattro i casi, Poly ic, Ctrl, Thc e at/Thc, non sono state
riscontrate particolari correlazioni, infatti i wal dei due parametri riferiti

alle quattro famiglie sono risultati essere ablbrastamodesti, con valori

generalmente inferiori soprattutto, in relazionsultati dei dati sin qui

analizzati, al caso Poly ic, nello specifico algraetro rB.

Interessante suddivisione in quattro sotto-categdirineuroni é stata quella
permessa dallo studio di due parametri precedemiemmtrodotti ed
analizzati: percentuale di scarica in burst e fesga di scarica della cellula:
siamo stati in grado di dividere le cellule regstrin 4 sotto-gruppi detti
“alta frequenza/alta percentuale di burst” (HFHB); “alta frequenza/bassa
percentuale di burst” (HFLB); “bassa frequenza/alta percentuale di burst”
(LFHB) e “bassa frequenza/bassa percentuale di burst” (LFLB).

Il caso Ctrl (figura 4.7 e 4.8) indica una maggparcentuale di cellule
LFLB (37.04%). Caratteristica, questa, ancor piceatuata nei ratti Poly ic
(45%) - figura 4.9 e 4.10 - e nei Poly ic/Thc (488, vedi figura 4.13 e
4.14, mentre nei Thc (figura 4.11 e 4.12) si ossenva maggior percentuale
di cellule HFLB (42.11%), contrariamente a quaniosi aspettava, e
contrariamente anche a quanto evidenziato dalisinablla ritmicita di

firing del neurone dopaminergico effettuata alfeefi
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4.4 Analisi ritmicita del firing della cellula

Al variare della famiglia analizzata, varia il numedi cellule che
presentano una ritmicita nel firing e, si osservdree oscillazione si
assesta, per tutti e quattro i gruppi, attorno ladisse frequenze, e per questo
motivo si parlera, d’ora in avanti, di cellule c8&mort Oscillation SO, e si
considereranno solo intervalli di frequenza analizeompresi tra gli O e i
12 Hz, suddividendo questo intervallo in 4 sotteiaalli, uno ogni 3 Hz,
per comprendere qual e il sottointervallo caratao di ogni cellula in SO,
per ogni famiglia di neuroni. Una caratteristicansita spettrale di potenza,

per cellule SO, e mostrata in figura 4.15.

x 10° CELLULA SO
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Figura 4.15

Dopo aver contato il numero di cellule che presamtana Short Oscillation
SO nel firing, per tutte e quattro le famiglie anzdte, i dati mostrano che il

numero di neuroni Ctrl che sparano con una SO,sorpercentuale %SO
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- (39%) , simile alla percentuale mostrata dai Rolyhc (38%) - ancora
una similitudine tra queste due famiglie (figura6).

Come si ipotizzava all'inizio dello studio, la fagiia di cellule Poly ic

mostrano una oscillazione, sotto forma di percdatdacellule con firing

ritmico, inferiore a tutte le altre famiglie (31%yentre i ratti Thc una
decisamente maggiore percentuale di cellule ritmi®8%) , maggiore a
tutti gli altri casi, suggerendo una stretta redaei con la frequenza di
scarica della cellula (maggior attivazione e/o stamione cellula, quindi

maggior frequenza di scarica della cellula - comseguente maggior
rilascio post-sinaptico di dopamina - , maggior eoondi cellule che

presentano una SO nel firing), ma non rispetto p#ecentuale di spike
appartenente ai burst sul totale di spike dellalzel

% cellule SO / % cellule nonSO
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% cellule SO

Y
30 % cellule nonSO
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CTRL POLY IC THC POLY IC/THC

Figura 4.16

| valori di picco della potenzaPpicco, e della loro relativa frequenza,
Fpicco, sempre riferendoci alle cellule con SO, si ass®st per tutte e
quattro le famiglie e riferendoci al primo parametsignificativamente
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attorno a valori simili - Ctrl (2.45), Poly ic (Z2 Thc (2.2) , Poly ic/Thc
(2.2), come mostrato in figura 4.17.

Picco di Potenza medio e relativa Frequenza media delle cellule SO

POLY IC/THC

i

mPICCO DIPOTENZA
B FREQUENZAPICCO

POLY IC

CTRL

Figura4.17

Variazioni significative le osservo, invece, net@edo parametro, e nei
relativi intervalli di frequenza a cui occorronditasservazioni: Poly ic

(3.59 Hz, 62.5% tra 3-6 Hz) e Thc (4.43 Hz, 60% 3r6 Hz) , mentre Ctrl
(2.85 Hz, 60.87% tra 0-3 Hz) e Poly ic/Thc (2.86, B8% tra 0-3 Hz) —

ulteriore similitudine tra queste due famiglie- amestrano come vi siano
vicinanza di caratteristiche per i due casi noioligjici (Poly ic e Thc) e

ancora vicinanza tra caso fisiologico (Ctrl) e cpatologico trattato (Poly
ic/Thc) in merito all’intervallo di frequenze di@lazione (figura 4.18).
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Figura 4.18

4.5 Parametri relazione tra SO e burst

% spike per burst SO e % spike per burst nonSO : dall’analisi di questi

valori percentuali, sia per le cellule in SO che peelle non in SO, e
riferendo questi valori al caso analizzato precezteente di % spike per
burst sul totale delle cellule, senza distinzioree 30O e nonSO, risultano
valori decisamente e significativamente maggiortutti i casi tranne nel

Thc per gli SO rispetto al totale delle cellule:2@6 - 11.25%) vs (Ctrl

36.85% - 22.7% , Poly ic 22% - 14.58% , Poly ic/THc25% - 16.8%), e
allo stesso modo per le cellule nonSO si avra : FHB.19%, vs Ctrl =

14.38%, Poly ic = 10.58% , Poly ic/Thc = 9.36%fa 4.19) .
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Confronto % spike x burst tra SO / nonSO / tutte le cellule
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Figura 4.19

Allo stesso modo, avro una percentuale di cell@ec8n valori di % spike
per burst maggiore del valore di spike per burtdl¢opiu alta nei tre casi
Ctrl-Poly ic-Poly ic/Thc (65% - 42.86% - 50%) ,eclnei Thc (20.83%) ,
rispetto alle cellule nonSO (20.59% - 19.23% - £8.Vs 64.29%) — vedi
figura 4.20.

Percentuale di cellule SO/nonSO con %spike x b maggiore della media
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Figura 4.20
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| parametrirarb rc rd esprimono, rispettivamente, eventuali correlaztoai
frequenza burst (individuati col tradizionale aiibe'80/160°) e frequenza
di SO, frequesta burst/frequenza SO rispetto au@ega del picco di
potenza nelle cellule con SO, % spike per bursiei@zza del picco di
potenza, frequenza burst e frequenza picco di paten

Tutti mostrano modeste correlazioni, non signifitcon I'analisi della
varianza, e sorprende che, nel casmon vi sia una correlazione, come
dovrebbe risultare dalle analisi precedenti, e @aribuirebbe a spiegare
come il tradizionale criterio ‘80/160’ sia limitab.

In generale, avremo valori modesti ma leggermenieafti nei Ctrl e nei
Poly ic/Thc, ancora una volta simili, inferiori n@oly ic, e decisamente piu
bassi nei Thc, ad indicare ancora una volta unarepianza tra dati SO e
criterio ‘80/160'.

In tabella 4.1 sono riportati tutti i valori di ogparametro analizzato, per

ogni famiglia di neurone considerata.
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CTRL
Frequenza di scarica 3,59 2,71 4,29 3,31
Cv % 63,92 % 69,86 % 46,27 % 65,50 %
% spike x burst 22,70 % 14,58 % 11,25 % 16,80 %
Numero spike x burst 2,85 2,40 2,64 2,76
Frequenza burst 0,22 0,11 0,16 0,17
Durata burst 137,28 96,85 143,73 131,87
Frequenza intraburst 34,47 45 42 28,44 36,49
rA 0,26 0,14 0,21 0,17
B 0,06 0,04 0,04 0,04
LFLB 37,04 % 45,00 % 21,05 % 46,87 %
LFHB 12,96 % 7,50 % 15,79 % 3,13 %
HFLB 25,93 % 27,50 % 42,11 % 18,75 %
HFHB 24,07 % 20,00 % 21,05 % 31,25 %
% SO 38,33 % 30,77 % 62,50 % 37,50 %
% non SO 61,67 % 69,23 % 37,50 % 62,50 %
Picco potenza 2,35 2,27 2,19 2,18
Freg. picco potenza 2,85 3,59 4,43 2,86
Af (0-3) 60,87| (3-6) 62,50| (3-6) 60,00 (0-3) 58,00
% % % %
TOT %spxb 22,70 % 14,58 % 11,25 % 16,80 %
SO %spxb 36,85 % 21,99 % 7,20 % 24,25 %
nonSO % sp x b 14,38 % 10,58 % 18,19 % 9,36 %
cell SO >media TOT| 65,00 % 42,86 % 20,83 % 50,00 %
cellnonSO>mediaTOT 20,59 % 19,23 % 64,29 % 18,75 %
ra 0,37 0,24 0,07 0,38
rb 0,23 0,12 0,06 0,18
rc 0,25 0,11 0,06 0,13
rd 0,23 0,13 0,07 0,16
Tabdla4.1
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5. DISCUSSIONE RISULTATI E CONCLUSIONI

5.1 Commento risultati

Con questo studio abbiamo fornito le prime evidealttrofisiologiche in

vivo di un’alterata regolazione del sistema DAeogio un modello di

psicosi da alterazione del neurosviluppo. Inoltsbiamo riscontrato alcune
variazioni nella funzionalita e nell'attivita deiearoni DAergici date

dall'interazione tra poli I:C e THC, unitamente attuni effetti dati dal

THC per sé.

| risultati ci hanno permesso di evidenziare urgotta funzionalita dei
neuroni suddetti in seguito ad esposizione predatid citochine materne.
Tuttavia, sebbene la letteratura precedente avieskettamente offerto
evidenze sulla possibile iperfunzionalita dei neummesencefalici nei ratti
poli I:C, nessuno studio aveva affrontato la car&tazione
elettrofisiologica degli stessi neuroni prima d’'ot& uniche evidenze sull’
iperdopaminergia nei poli I:C provengono da studmportamentali e
molecolari dove variazioni di alcuni parametri pmss essere indice di una
possibile aumentata funzionalita del sistema DAwerdies.Meyer et al.,
2008, Neuroscience, 159: 701-9 ; Winter et al.,, 2008 Int J
Neur opsychopharmacol 12:513-24).

Inoltre e stato dimostrato che gli stessi animaspntavano aumentati
livelli di DA e dei suoi metaboliti nella cortecciarefontale e nel globo
pallido (aree implicate nelle psicosi anch’ess®)eyer et al., 2008,
Neuroscience, 159: 701-9). Tuttavia solo pochi di questi risultati Si
riferiscono a studi postnatali. Il sistema DAergicosi come tutti gli altri
sistemi, va incontro a fasi di maturazione nel godello sviluppo pre e
postnatale, pertanto un aumento dell'attivitd DAeag prenatale non
esclude la possibilita che le stesse cellule pasgaerdere la propria

funzionalita fin dalle fasi precoci dell’'eta postaia.
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| nostri dati in vivo sembrano essere confermatingastigazioni in vitro su
ratti giovani dove abbiamo dimostrato che anchedalfe prime fasi di vita
la frequenza di scarica dei neuroni DAergici € ttialo piuttosto che
aumentata, nei ratti poli I:C rispetto ai controlli

Infine, la ridotta funzionalita delle burst (ridone di MSB e MDB con
aumento del numero di neuroni LFLB) corrobora ardigriu la nostra idea
di ipodopaminergia, dal momento che in letteratiasivita in burst e stata
correlata alla probabilita di rilascio di DA neldeee terminali Chergui et
al., 1996, Neuroscience 72:141-56; 1997, Eur J Neurosci 9:2370-82).

Tra i meccanismi che potrebbero essere coinvolglineffetti da noi
evidenziati, una possibile disregolazione corticaégli animali poli I:C
giustificherebbe un’alterata attivita e funzioralilei neuroni studiati (es
Grace et al., 2007, Trends Neurosci 30:220-7). E’ noto che parte delle
manifestazioni comportamentali abnormi dei pazipsicotici e dei modelli
animali di psicosi chiamino in causa un malfunizoeato delle aree
corticali superiori (eé\rnsten 2011, Int J Dev Neurosci 29:215-23). Inoltre,
studi recenti hanno dimostrato un’abnorme svilupgella corteccia
cerebrale nel topo sottoposto al poli I:C in fasenptale $oumiya et al.,
2011a, J Neurosci Res 89:1342-50; 2011b 89:1575-85) e un
malfunzionamento della corteccia prefrontale dadoafterata funzionalita
degli interneuroni GABAergici negli stessi anim@bh Nishi et al., SN
2011). Per questo motivo, € quantomeno probabile che un
malfunzionamento corticale si traduca in un mint@scio di glutammato
nei neuroni DAergici, alterando I'equilibrio trafafenze eccitatorie ed

inibitorie che gestiscono I'attivita e I'efficienzbei neuroni mesencefalici.

Infine abbiamo fornito evidenze sull’attivita ekt dei neuroni DAergici
della VTA in un modello animale che tenesse con&iidsieme di

concause che contribuiscono, come fattori di rsctallo sviluppo di
psicosi. Allo stesso tempo abbiamo ottenuto prezissltati sull’effetto del

solo THC nella rimodulazione della funzionalita deuroni DAergici della
VTA. Anche in questo caso il nostro lavoro e trprimi ad identificare
alterazioni nella fisiologia dei neuroni mesendefalla somministrazione
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cronica di THC. E’ interessante notare che le moalzioni indotte da THC
sono speculari rispetto a quelle indotte dal pdli. linfatti, se il secondo
influenza la frequenza di scarica, il primo ha tdéfeprincipalmente su
percentuale di burst e CV. Questo dato ci suggermbe fattori ambientali
differenti, agiscono diversamente sulla fisiologiacircuiti deputati alle
risposte alla base di comportamenti adattivi, famdo in maniera diversa
I'evoluzione fisiopatologica delle psicosi. In qtesenso, tra le possibili
spiegazioni sull’effetto del THC, potrebbe esselaugibile chiamare in
causa uno squilibrio a carico della trasmissiondoeannabinoidergica
cerebrale. In particolare, dal momento che gli e@xulano le funzioni
fisiologiche alla base di processi emotivi e matigaali, e data la forte
necessita di rimodulazione di tali funzioni in asklenzaRealini et al.,
2009 Pharmacol Res 60:132-8) e plausibile che riadattamenti a carico dei
recettori (CB1) sulle terminazioni che proiettanmeuroni DAergici siano

responsabili delle aberrazioni funzionali riscotérael nostro modello.

| risultati relativi al modello combinato tra p¢iC e THC lasciano pensare
che l'esposizione a entrambe le concause geneguakdro meno severo
rispetto alle modificazioni indotte dai due fatt@@&paratamente. Infatti,
combinando poli I:C e THC il comportamento delledbudeficitario nei
poli I:.C, sembra essere riportato ai livelli di ¢aho. Tuttavia, dal
momento che lattivita elettrica DAergica non see@ppresenta un diretto
correlato del comportamento, specialmente in coowlizli registrazioni in
animali  anestetizzati, ulteriori studi con tecniche&ombinate
(elettrofisiologia associata a comportamento) pniteeo far luce su
eventuali aberrazioni che non possono essere eatencon la sola

elettrofisiologia.

Questo studio mostra, inoltre, una ritmicita nehfj della cellula, alle basse
frequenze (Short Oscillation SO), presente nei ar@wopaminergici della
Ventral Tegmental Area VTA, e rappresenta un nuoealo di definire una

modalita di firing della cellula neuronale diverdalla tecnica ‘80/160’

usata precedentemente per definire il burstinghdetone.
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Infatti, basandosi su un alto numero di cellulelianate, in passato si &
considerato come criterio ufficiale per I'identdimone del bursting di un
neurone dopaminergico la seguente strategia: iighua spike di un burst
devono avere ISI (InterSpike Interval, intervakkonporale tra due spike) <
80 ms. | successivi spike sono considerati appanteml burst fintantoché
un ISI > 180 ms non intercorre tra uno spike eudcessivo. Di questi due,
il primo appartiene ancora al burst, l'ultimo no.

Nelle passate due decadi, questo criterio - burs$804160° — e stata

largamente utilizzata per caratterizzare il firdegy neuroni dopaminergici.

Il mio studio suggerisce, in accordo con quanto trats dai risultati
ottenuti e con pochi ma innovativi studi preced@mtetteratura (Shi, 2004;
Shi, 2005), che questo criterio, se preso comeaudéfinizione di burst,
risulta insufficiente per una completa descriziahalifferenti modalita di
firing osservata nel neurone dopaminergico, e raostre I'attivita del
suddetto neurone possa essere anche caratterizastendoci sulle sue
proprieta oscillatorie.

Infatti, come i neuroni della maggior parte delleeaesaminare nella ricerca
neuro-scientifica, anche i neuroni dopaminergidlad¥ TA mostrano una
buona percentuale di attivita oscillatoria, poctiesd 50% nei controlli,
inferiore nei neuroni con alterazioni, superiore meuroni stimolati, alle
basse frequenze, tipicamente tra gli 0 e i 12 Hzcon evidenti e frequenti

picchi, a seconda dei casi, negli intervalli 0-3&42-6 Hz.

Dall’analisi dei parametri, escludendo il caso i@gii Thc di cui discutero i
risultati nel seguito, l'individuazione di una S@ un buon numero di
cellule mostra risultati in evidente accordo cdiati ricavati utilizzando
come criterio di individuazione del bursting laidéfione ‘80/160'ms.

In accordo con quanto emerso dalla mia analisipntrolli Ctrl sono

caratterizzati da una modesta ma significativa Ueega di scarica,
frequenza di burst e durata e composizione deltsiesso rispetto ad

numero modesto ma significativo di cellule che meosd una SO.
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Vi &, inoltre, una similitudine tra dati del casdrlGppena esposto e dati
riferiti al caso Poly ic / Thc, sia con parametai dferirsi alla tradizionale
definizione, sia con la tecnica della ricerca d@hd ritmico, suggerendo le
stesse conclusioni espresse precedentemente ito gpaeagrafo.

Ancora, si evince una riduzione dell’entita deioradegli stessi parametri,
appena citati, nel caso dei ratti Poly ic, siaardkrio tradizionale ‘80/160’
che con la tecnica SO, con relative spiegazioninzai@ all’inizio del

paragrafo.

Le discrepanze maggiori si sono rivelate nel camoratti sani trattati con
Thc. Infatti, ad un prevedibile aumento della freqea di scarica della
cellula, non e seguito un altrettanto prevedibilenanto di alcuni parametri
fondamentali, con la tecnica tradizionale, com@decentuale di spike per
burst, il numero di spike per burst, la durata alatesso, la frequenza
intraburst, un aumento del numero di cellule cda fitequenza di scarica e
alta percentuale di spike appartenenti ai burggu&edo il trend osservato
nei tre casi precedenti, ci si sarebbe atteso umeato dell'attivita della
cellula (maggior frequenza di scarica) a seguitardi stimolazione esterna
(Thc).

Seguendo il criterio della ricerca della ritmicdal firing del neurone, ad
una maggior attivitd della cellula & seguito un aaoto della percentuale
delle cellule in SO. Di conseguenza, si potrebbanasre l'ipotesi che,
dopo una stimolazione del neurone (con, ad esendgo), aumenti la
frequenza di firing della cellula, quindi una maggattivita del neurone,
che si potrebbe esrpimere anche come maggior pibvbaihe esso presenti
un firing oscillatorio (e quindi una maggior regota di scarico - si vedano
i valori del parametro CV%.

Osservando alcuni grafici caratteristici, come senepio il tracciato riferito
alle cellule A1 e B1 mostrate in figura, ad ogntilazione corrisponde un
treno di impulsi che puo essere riconosciuto coorstb treno compatto di
PdA ben evidente temporalmente rispetto ai prededesuccessivi spike -,
cosa che in numerosi casi non avverrebbe utilizzainctiterio tradizionale
del bursting a ‘80/160'ms, ma evidenziando, al tersgesso, dall’analisi
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spettrale, una maggior densita di potenza in quridenza di specifiche
frequenze (A2 e B2), suggerendo l'ipotesi che intinuasi, la SO sia piu
utile dell’80/160’, anche per molti dei neuroni g@tiivi (figura 5.1).

AT DT T g BT L T
| : iILIHIA ’
A2 2 B2 C2 4
A 0.86Hz
- 0.86Hz | I i
2 |
g |
0_ 0_' 0 T T TTTIT T T TTTI
01 Hz 10 041 Hz 10 0.1 Hz 10
Figura5.1

Quando rilasciata in modo ritmico e periodico, lapamina potrebbe
modulare gli gli input del neurone. Il firing odatiorio potrebbe anche
determinare un aumento del rilascio del neurotrésiore, come ipotizzato
nelle precedenti righe. Come mostrato da alcurezaie fatte in passato, se
una cellula spara secondo la modalita burstingomteenporaneamente
guesti burst avvengono con una certa periodidi@/ra un maggior rilascio
di dopamina nelle terminazioni post-sinaptiche roeirone, rispetto al caso
del single spiking.

Inoltre, come osservato pochi anni fa (Buzsaki agohn, 2004), una SO
del neurone potrebbe servire da selezione deglitinpfacilitando la
plasticita sinaptica, e promuovendo un sincronisraoeuroni correlati dal
punto di vista funzionale.

Infine, come suggerito in precedenza, il potenzsadmificato della corretta
interpretazione della SO nel firing neuronale pubee dare una nuova
strategia di analisi degli effetti che le sostadaeabuso hanno sui neuroni.
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5.2 Conclusioni finali

Il software sviluppato, dopo aver elaborato ed iamato i dati ricavati
durante una prima fase sperimentale in vivo, hanpsso di caratterizzare

guattro famiglie di neuroni dopaminergici.

In primo luogo, i risultati ottenuti studiando i rdoolli sono del tutto

riconducibili a quelli mostrati in letteratura, dermando l'affidabilita del

software.

Inoltre, stabilita la robustezza del programma enpéntato, una delle
novita di questo lavoro é stata quella di caratteanie, dal punto di vista
elettrofisiologico con uno studio postnatale, Rath del neurone DAergico
in condizioni di alterazione del neuro sviluppoauwtelle cause ambientali
alla base dell'insorgenza di malattie psicotichalgua schizofrenia.

| risultati ottenuti hanno confermato le ipoteskiali di “ipo dopaminergia”

della cellula, cioe di una attenuata e ridotta fonalitd dei neuroni in

esame rispetto ai controlli.

Altro aspetto € stato quello di cercare una evéatgarrelazione tra la
causa ambientale precoce di insorgenza della psicddscui appena
discusso, e un fattore scatenante legato allagwd, come l'utilizzo di
sostanze d’abuso (Thc) in eta adolescenziale.

Esso, evidenziano i risultati, contribuisce sigrafivamente alla
rimodulazione delle funzionalita delle cellule, uméndo stavolta “iper
dopaminergia”.

| dati riferiti a questi ultimi due casi ci suggarono che fattori ambientali
differenti agiscono diversamente sulla fisiologiai ctircuiti DAergici,
favorendo in maniera diversa e pressocche specliareluzione della

psicosi.

| risultati relativi al modello combinato tra poliC e THC, unico
esperimento del genere finora effettuato, lasci@@msare che I'esposizione

a entrambe le concause generi un quadro meno seaisgetto alle
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modificazioni indotte dai due fattori separatameftatti, combinando poli
I:C e THC, la frequenza di scarica e il comportatoedelle burst,
deficitario nei poli I:.C, sembra essere riportatbwvelli di controllo.

Le possibili applicazioni future del Thc in farmémgia potrebbero partire,

quindi, dall’analisi preclinica e postclinica diegti risultati.

Ulteriore novita, introdotta in questo lavoro, atatquella di aggiungere,
oltre ai tradizionali criteri di valutazione, urfférente approccio allo studio
delle modalita di scarica della cellula nervosa.

Tale modalita, che permette di discriminare i nauia burst rispetto ai
neuroni in single spiking, si basa sull'osservagi@@condo cui humerose
cellule presentano la caratteristica di un firingtido oscillatorio che si
traduce, nel tracciato del segnale elettrico, ia smccessione di cluster ben
distanziati tra loro, e con una certa periodicitaatorrenza.

Il software sviluppato dal sottoscritto, graziéaalhlisi spettrale del segnale
elettrico del neurone DAergico, ha permesso di@wnére quanto mostrato
dai parametri tradizionali, e ha dato la poss#itli superare alcuni limiti
insiti nel criterio fin qui utilizzato per la catatizzazione della funzionalita

della cellula, al fine di permettere uno studio paimpleto ed esauriente.
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6. SVILUPPI FUTURI

Considerando il ruolo dei neuroni DAergici della ATnella risposta
gratificante alle sostanze d’abugai Chiara e Imperato, 1988 Procl Natl Acad
i USA 85:5274-8) e data I'associazione presente in letteraturgs$iaosi e
uso di sostanze additive nei pazienti (@e:vaux e Laqueille, 2008 Encephale
34:299-305), scopo del progetto é stato anche quello di atedse il modello
animale suddetto presentasse delle anomalie neikposte alla
somministrazione acuta docainae nicotina.

Infatti, come ulteriore obiettivo del progetto, é&icercato di valutare se gli
animali sottoposti alle concause ambientali pr@ost-natali (e nel contempo
anche quelli sottoposti ad una delle due singolate)e presentassero
alterazioni della risposta dei neuroni DAergici ldeVTA ad alcune tra le
principali droghe.

Come detto, una netta correlazione tra psicosi es@ahldi droghe e stata
riscontrata tra i pazienti. Tra le sostanze coitevtd nicotina, per via dell’alta
incidenza di fumatori tra i pazienti schizofren(circa il 90%), e la cocaina, per
via delle capacita riportate di presentare caiattelne simili a quelle di uno
stato psicotico, sono state tra le piu studiate.

Alla luce di quanto realizzato, dei nuovi parameirindagine introdotti e della
nuova tecnica di analisi proposta, sarebbe intantssvalutare la funzionalita
dei neuroni DAergici delle diverse famiglie consate col nuovo software,
cosi da ampliare il campo di visione e magari anoigliorare lo studio della
funzionalita elettrofisiologica della cellula.

Ancor piu interessante sarebbe confrontare i asiylbttenuti grazie a questo
studio, con i risultati emersi da esperimenti metha tecniche
elettrofisiologichein vitro, condotti parallelamente nello stesso centro di

ricerca e facenti parte dello stesso progettowdigtreclinici, al fine di meglio
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caratterizzare la funzionalita dei neuroni DAergilglla VTA nei poli I|:C,
anche trattati con sostanze d’abuso.

In particolare, data la marcata ipodopaminergieongrata nei ratti adulti ci si &
chiesti se tali modificazioni apparissero nella fasdive dello sviluppo o gia in
fasi precoci. In letteratura €& stato riportato cparte delle aberrazioni
comportamentali dei poli I:C compaiano nella fasestgadoloescenziale
(Zuckerman et al., 2003 Neuropsychopharmacology 28:1778-89), essendo le
stesse assenti nei ratti giovani. Oltre a cio,atigibbe considerare I'eventualita

di introdurre nuove metodologie computazionalindlagine.

Lo studio delle caratteristiche elettrofisiologictieuna popolazione di neuroni
in un modello complesso come quello dei poli I:C ta da subito, portato a
voler esaminare piu da vicino il fenomeno oggetietddio, spingendoci a
osservare altri aspetti di indubbio interesse dirpati all’argomento. Per
guesto, mediante adeguate collaborazioni con ibritbrio di farmacologia
comportamentale sono stati valutati alcuni aspetti legati al com@mento degli
animali poli I:C esaminati tramiteovel object recognition (NOR) e lasocial
interaction (SI).

Studi sul comportamentosono stati, quindi, effettuati su animali sottdpas
poli I:C in eta gestazionale. Nello specifico, eatat misurata [lattivita
esplorativa, la risposta agli stimoli ambientalilee interazioni sociali degli
animali mediante paradigmi assodati. Per questavmotratti poli I:C sono
stati sottoposti a sessioni gicial interaction 9 e novel object recognition
NOR: i parametri analizzati sono stati il numero ¢eiinpo dei contatti sociali
intrapresi dall’animale in test di interazione sdei Sl (ridotta nel nostro caso)
e il tempo di esplorazione di un oggetto nuovo atg&p all'oggetto familiare
(ridotto tempo speso esplorando I'oggetto nuovoakrato da un maggiore
tempo speso nell'esplorazione delloggetto condsginel test NOR. La
prosecuzione di questi studi, associati a nuovenidtke di valutazione
comportamentale, potranno cosi essere confrondatii aisultati ottenuti dal
sottoscritto e, oltre ai parametri analizzati inesw studio, si potranno

affiancare i dati in futuro ottenuti dall’analiseidcomportamento elettrico delle
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stesse cellule a cui sono state somministratesiaspe d’abuso appena definite

(cocaina e nicotina).

Ulteriore miglioramento dello studio sara sicurateenl’ampliamento
dell’insieme diparametri da considerare ai fini dello studio (presente &hara
successivi progetti di ricerca), da reperire irelettura, e il perfezionamento
della tecnica dianalisi spettrale del segnale elettrofisiologico in vivo,
considerando, ad esempio, tecniche di finestrataf@egnale differenti o 'uso

delle wavelets.

Infine, il potenziale sfruttamento dei dati ottémulla ricerca appena conclusa
chiama in causa una serie di fattori che sono dine:za di numerose aree
tematiche. La spendibilitd principale della detieerca si focalizza sulle
applicazioni dei dati in ambitepidemiologico-preventivo Tuttavia, alla luce
dei risultati ottenuti altre forme dstudio di tipo preclinico potrebbero
ulteriormente arricchire lo stato dell’arte sul mtld di vulnerabilita ai sintomi
psicotici studiato.

Nello specifico, sul versante della spendibilithrave termine applicazioni in
ambito preclinico potrebbero aggiungere evidenzeomanti alla comprensione
piu dettagliata del modello studiato. Nello spedfidata la mole di risultati
ottenuti e la complessa esplicazione degli steswyiori studi per mezzo di
tecniche assodate o avanguardistiche @srodialisi cerebrale, dissezioni
ottiche in vivo e in vitro delle aree di interesse etc...) potrebbero far kice
eventuali modificazioni implicate nelle aberrazioriscontrate nel nostro
modello, specialmente per quanto riguarda i daditike alla seconda parte del

progetto.

Inoltre, sebbene sia i risultati con il modello ipbC che quelli con i soli
cannabinoidi in adolescenza abbiano evidenziale debdificazioni consistenti
dell'attivita e funzionalita dei neuroni DAergicgl momento ancora non é
chiaro perché, dal punto di vistaneurobiologico, fisiologico e
comportamentalela combinazione dei due modelli avvicini il comfamnento
neuronale piu a condizioni di controllo che di a@beione psicotosimile.
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Tuttavia, modificazioni come quelle riportate nebaello di interazione non

necessariamente rappresentano un recupero dellmstedso e applicazioni a
breve termine come le suddette potrebbero mettehece se vi siano ulteriori

danni a carico di altri sistemi. Da ci0 deriverefsba@uove informazioni per

diffondere a livello della comunita culturale il teoe dannoso dell’abuso di
cannabinodi nei pazienti psicotici. Cio e plausibilal momento che i nostri
dati sperimentali ci indicano che la semplice somstiazione adolescenziale
di THC é capace di modificare in forma peculiarduazionalita dei neuroni

DAergici della VTA.
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