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CAPITOLO 1
INTRODUZIONE

La depressione ¢ una patologia psichiatrica che interessa, in modo variabile per
sintomatologia, durata e gravita, circa il 20% della popolazione, con prevalenza femminile.
Un altro 1-2% e affetto da Disturbi Bipolari (o “Maniaco-Depressivi”), equamente
distribuiti nei due sessi [Blazer, 2000]. La patologia depressiva era gia stata descritta
intorno al IV sec. A.c. da Ippocrate, che uso il termine “"melanconia” [Akisal, 2000]: molti
dei sintomi oggi conosciuti erano gia stati descritti, come anche l'esistenza di una certa
predisposizione individuale e il contributo di fattori esterni.

Studi epidemiologici dimostrano che circa il 40-50% dei fattori di rischio & di tipo genetico
[Sanders et al., 1999; Fava and Kendler, 2000], tuttavia lo studio della genetica della
depressione si & dimostrato decisamente ostico e difficoltoso proprio per la complessita di
questa patologia, che coinvolge numerosi geni [Burmeister,1999].

A complicare la cosa sta il fatto che, comunque, la vulnerabilita alla depressione & solo in
parte genetica: importanti fattori sono lo stress, gli eventi traumatici, alcune infezioni
virali (ad es. Borna virus) e processi random durante lo sviluppo encefalico [Akisal, 2000;
Fava and Kendler, 2000].

La sindrome depressiva - indistinguibile dalla depressione Maggiore come definita dal
DSMIV - si puo manifestare come patologia secondaria in numerose condizioni patologiche,
come nei disturbi endocrini (iper- o ipo-colesterolemia), nel Parkinson, in alcune forme di
cancro, asma, diabete ed infarto.



1.1 I Circuiti Neuronali della Depressione

La comprensione della circuiteria che sta alla base dell'umore e delle sue manifestazioni

patologiche & ancora approssimativa: pit regioni sono interessate nella manifestazione dei

sintomi depressivi [Nestler et al, 2002].

by

Questo aspetto & stato delineato grazie a studi di Brain Imaging che mostrano

cambiamenti nel flusso sanguigno in alcune aree del cervello, tra cui regioni della corteccia

prefrontale e cingolata, dellIppocampo, dellAmigdala e del Talamo [Drevets, 2001;

Mayberg et al., 2004]. Studi anatomici da autopsie di pazienti depressi, hanno riportato
I'esistenza di anomalie a livello di queste strutture [Zhu et al., 1999; Manji et al., 2001;

Drevets, 2001; Rajkowska, 2000a].
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Fig.1 Circuiti Neuronali della Depressione (Nestler et
al, 2002): PFC Pre Frontal cortex; NAc Nucleus
Accumbens; VTA Ventral Tegmental Area’ LC Locus
Coeruleus; DR Dorsal Raphe

Tra le aree interessate, Neocortex ed
Ippocampo possono mediare gli aspetti
cognitivi della depressione, come Ila
disturbo della memoria, sentimenti di
inutilita, sfiducia, senso di colpa, desiderio
di morte e tendenza al suicidio.

Lo striato (in particolare lo striato
ventrale ed il Nucleus Accumbens (Nac) e
I'Amigdala, con le relative aree encefaliche,
sono invece importanti soprattutto nella
memoria emotiva, per cui possono
determinare anedonia, ansia, ridotta
motivazione [Nestler et al, 2002].



1.2 Tppocampo, stress e depressione

Sebbene non si conoscano con esattezza i substrati neurobiologici della depressione,
attualmente molte ricerche si focalizzano sull'ippocampo e sui meccanismi ne regolano la
risposta allo stress. La scelta dellIppocampo e dovuta a numerosi fattori, tra loro
correlati.
< In primo luogo, l'ippocampo esprime alti livelli dei recettori per gli ormoni
glucocorticoidi, e un innalzamento dell'attivita dell'asse Ipotalamo-Ipofisi-Surrene
(HPA) & uno dei marker meglio caratterizzati della depressione maggiore [Holsboer
and Barden, 1996].
+ In secondo luogo, l'ippocampo ha un ruolo fondamentale nella regolazione del
feedback inibitorio dellasse HPA, spesso disinibito nei pazienti depressi, che
controlla il rilascio dei glucocorticoidi da parte della ghiandola surrenale [Young and
Haskett, 1991; Sapolsky, 2001].
In terzo luogo, aspetto strettamente legato ai precedenti, lo stress cronico o

T+

elevati livelli di glucocorticoidi possono provocare atrofia dei neuroni ippocampali o,
nei casi piu gravi, la loro morte. Tutto cio puo comportare un'ulteriore perdita del
feedback inibitorio eserecitato dall'ippocampo sull'asse HPA, ma pud anche svolgere un
ruolo cruciale nella comparsa dei deficit cognitivi che possono accompagnare la
depressione [McEwen, 1999].

+ Infine, I'ippocampo ha importanti connessioni anatomiche e funzionali con I'amigdala
e la corteccia prefrontale, anch'esse implicate nell'eziopatogenesi della depressione
[Drevets, 2001].

1.2.1 L'Asse Ipotalamo-Ipofisi-Surrene (HPA)

La depressione & spesso descritta come una patologia collegata allo stress e ci sono
evidenze che confermano come episodi depressivi si verifichino in un contesto stressante;
comunque lo stress, per se, non & sufficiente per causare depressione. Infatti, molti
individui non sviluppano tratti depressivi successivamente ad esperienze fortemente
stressanti, mentre altri manifestano sintomatologia depressiva in contesti che per altri
sono solo moderatamente stressanti. E altresi vero che particolari esperienze traumatiche,
come quelle sperimentate in combattimento o in seguito ad uno stupro, sono alla base dello
sviluppo della complessa sinfomatologia della Sindrome da Stress Post-Traumatico (PTSD)
[Nestler et al, 2002].
Il principale meccanismo con cui il SNC reagisce a stress acuto/cronico & l'attivazione dell’
HPA: i neuroni presenti nel Nucleo para Ventricolare (PVN) dell'Ipotalamo secernono il
Corticotropin Releasing Factor (CRF), che stimola la sintesi e la secrezione dell’ Ormone
Areno CorticoTropo (ACTH) dall'Tpofisi Anteriore. LACTH stimola a sua volta sinfesi e
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rilascio dei glucocorticoidi (Cortisolo) dalla corteccia del surrene. I glucocorticoidi
esercitano molteplici funzioni sul metabolismo generale e sono in grado di influenzare
I'umore attraverso azioni dirette in numerose aree encefaliche.

L'attivita dell'asse HPA & sotto il controllo di alcune vie, che comprendono I'ippocampo (che
inibisce i neuroni ipotalamici che secernono CRF atraverso un circuito polisinaptico) e
I'amigdala (che invece esercita un'azione di tipo eccitatorio).

I Glucorticoidi, regolando i neuroni ippocampali e del PVN, influenzano in modo potente le
risposte dell'asse HPA: in condizioni hormali, aumentano |'inibizione ippocampale
sull'attivita dellHPA; tuttavia, incrementi sostenuti dei glucocorticoidi, in condizioni di
stress prolungato ed intenso, possono danneggiare i neuroni ippocampali, specialmente i
neuroni piramidali CA3, con riduzione della ramificazione dendritica e la perdita delle spine
dendritiche altamente specializzate da cui i neuroni ricevono i loro input sinaptici
glutamatergici [McEwen, 2000; Sapolsky 2000].

Il danno a livello ippocampale determina un feedback positivo, in quanto viene a ridursi il
tono inibitorio ippocampale sull'asse HPA, contribuendo all'ulteriore aumento dei livelli di
glucocorticoidi circolanti: questo aspetto e coinvolto nella patologia depressiva, dove una
eccessiva attivazione dell'HPA si osserva in circa meta dei soggetti affetti da depressione,
e tale anomalia risulta recuperata dopo la terapia [Sachar and Baron 1979; De Kloet et al.
1988; Arborelius et al. 1999 and Holsboer 2001].

1.2.2. Iperattivita di HPA e depressione

Il coinvolgimento del cortisolo nella patologia depressiva ¢ ben documentato: i livelli di
cortisolo in alcuni pazienti depressi possono essere talmente elevati da risultare tossici per
I'ippocampo: in particolare in condizioni sperimentali di stress sono stati osservati a livello
ippocampale riduzione delle arborizzazioni dendritiche e della neurogenesi, aspetti che
potrebbero ben relazionarsi con la riduzione del volume ippocampale osservata in alcuni
pazienti depressi [Sheline et al. 1999; Bremner et al. 2000].

Del resto, l'alterata funzionalita dell'ippocampo pud spiegare lo sviluppo di alcune anomalie
cognitive, che possono comunque essere recuperate in seguito al trattamento
farmacologico.

Ulteriori paralleli tra alcuni aspetti della risposta allo stress, la depressione e gli effetti
dovuti alla somministrazione centrale di CRF: questi includono aumento dello stato di
eccitazione e vigilanza, riduzione dell'appetito, aumentata portata cardiaca e pressione
sanguigna [Arborelius et al. 1999; Holsboer, 2001]; cidé ha portato a proporre l'ipotesi che
l'iperattivita dellasse HPA possa contribuire alla depressione non solo attraverso
I'ipercortisolismo, ma anche aumentando la trasmissione di CRF nell'ipotalamo ed in altre



regioni innervate da questi neuroni. Resta sconosciuto se anomalie di HPA sia la causa
primaria della depressione o, piuttosto, secondaria ad altri eventi.

Lo stress e la conseguente ipercolesterolemia tra l'altro riduce la neurogenesi dei neuroni
ippocampali del giro dentato nell'adulto [Fuchs and Gould, 2000], aspetto che potrebbe
contribuire alla formazione della memoria.

Del resto, in regioni che non dipendono né dal PVN che da HPA, CRF esercita importanti
azioni: ad esempio, a livello dell'amigdala CRF & critico nel “fear conditioning” ed in altre

forme di memoria emotiva.



CAPITOLO 2

I FARMACI ANTIDEPRESSIVI

2.1 Meccanismo d'azione e teoria monaminergica della depressione

Gli antidepressivi sono farmaci con struttura chimica e azioni farmacologiche assai diverse,
che vengono accomunati per I'effetto sul tono dell'umore; sulla base del mecanismo d'azione
¢ possibile individuare diverse classi di farmaci antidepressivi:

e inibitori delle monoaminossidasi (IMAO),

e inibitori non selettivi della ricaptazione delle monoamine (antidepressivi triciclici,

ATC),

e inibitori selettivi della ricaptazione della serotonina (SSRI),

e inibitori selettivi della ricaptazione della noradrenalina (NART),

e inibitori misti (SNRI),

* inibitori recettoriali (NASSA).

I farmaci antidepressivi di maggiore impiego clinico inducono u aumento della disponibilta
sinaptica di Noradrenalina (NA) e/o Serotonina (BHT) sia bloccando la ricaptazione
neuronale di tali neurotrasmettitori, sia riducendo il catabolismo attraversi l'inibizione
delle MAO, sia rimuovendo il tono inibitotio sul rilascio o sull'attivita neuronale attraverso
I'interazione recettoriale.
Attualmente sono dunque disponibili diversi farmaci antidepressivi che permettono un
trattamento adeguato dei disturbi dell'umore, occorre perd ricordare che alcune categorie
di antidepressivi comportano scarsa maneggevolezza, se non reali pericoli, nei pazienti
anziani.
Le differenti classi di antidepressivi disponibili sul mercato, e talora diversi composti di
una stessa classe, presentano, a seconda delle specifiche caratteristiche
farmacodinamiche, un profilo di tollerabilita differente. Il rischio che gli effetti
indesiderati della terapia antidepressiva siano pit frequenti e piu gravi negli anziani &
riconducibile alla maggiore frequenza di modificazioni farmacodinamiche e
farmacocinetiche, di comorbidita somatica e di polifarmacoterapia caratteristica dell'eta
avanzata.
< La cardiotossicitd degli ATC ne controindica [impiego nella patologia
cerebrovascolare.
% I farmaci ad azione serotoninergica richiedono cautela in corso di patologie
gastriche in atto
% Tutti i farmaci ad azione anticolinergica comportano rischi di aggravamento dei
disturbi cognitivi ecc.



L'osservazione che [Ieffetto acuto dei principali composti antidepressivi,
indipendentemente dal meccanismo d'azione primario, & un aumento dei livelli di BHT e NA
nello spazio intersinaptico aveva portato alla formulazione dell’ ipotesi monaminergica della

depressione, pietra miliare per la ricerca neurofarmacologica, che individuava in una
disfunzione del sistema delle monoamine la base biologica della sintomatologia depressiva e
delle manifestazioni comportamentali associate alla patologia [Schildkraut, 1965; Charney,
1998].

Nondimeno, il meccanismo dazione di questi farmaci (aumentata biodisponibilita dei
neurotrasmettitori) & un evento acuto che si manifesta entro minuti od ore dalla loro
somministrazione: questo mal si concilia con la realta clinica, in cui occorrono da settimane
a mesi di trattamento continuato con farmaci per ottenere una risposta adeguata. Questa
¢ una delle principali considerazioni che hanno portato all' evoluzione dell'ipotesi
monaminergica, per cui, pur restando valido il ruolo fondamentale dei sistemi
serotoninergico e noradrenergico nella fisiopatologia dei disturbi dell'umore, si cerca di
identificare i veri bersagli molecolari a lungo termine dell'azione degli antidepressivi.

2.2 T sistemi di trasduzione del segnale di NA e 5HT

L'aumento della concentrazione sinaptica dei neurotrasmettitori ha come conseguenza
immediata la stimolazione di numerosi recettori accoppiati a proteine G, la cui attivazione
induce la stimolazione dell'attivita dell'enzima Adenilato Ciclasi (AC) con conseguente
incremento della concentrazione cellulare dell’ adenosina monofosfato cliclico (cAMP) e
I'attivazione della protein Chinasi A (PKA), con successiva fosforilazione di varie proteine
bersaglio; una aumentata attivita della AC e della PKA & stata osservata nel trattamento
cronico con farmaci antidepressivi [Charney, 1998].

Diversamente, la stimolazione dei recettori o o dei recettori BHT2 attiva la Fosfolipasi C
(PLC) e mobilizza del Ca™ intracellulare, con la conseguente attivazione della Protein
Chinasi calcio-calmodulina dipendente (PKC): numerosi farmaci antidepressivi (ad esempio
fluoxetina, desipramina e reboxetina) provocano infatti un marcato incremento nell'attivita
enzimatica delle PKC II e IV nella corteccia del ratto [Tiraboschi et a/, 2004].

2.2.1 Ruolo della trasduzione del segnale

Nei neuroni, l'attivazione della PKA e delle PKC provoca la fosforilazione di numerose
proteine substrato; tra queste una delle pil importanti e meglio rappresentate ¢ il fattore
di trascrizione CREB (cAMP Response Element Binding), che fosforilato & in grado di
legarsi a livello della sequenza CRE a livello della zona promotrice di alcuni importanti geni
che regolano la sopravvivenza cellulare e la rigenerazione assonale. La PKA attiva il fattore
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di trascrizione CREB trasferendo un gruppo fosfato sulla Ser133; questo ¢ il primo di una
cascata di eventi attraverso cui CREB controlla la trascrizione di numerosi geni [Yamamoto
et al.,, 1988; Mayr and Montminy , 2001].

CREB ¢ coinvolto nella regolazione dell'espressione genica in risposta ai pit svariati stimoli,
quali neurotrasmettitori, ormoni peptidici, fattori di crescita e attivita neuronale
[Shaywitz and Greenberg, 1999]. Cié indica che CREB & un punto chiave nel controllo delle
risposte adattative cellulari, modulando numerosi aspetti dell'attivita neuronale, per
esempio I'eccitazione, lo sviluppo, i fenomeni di plasticita sinaptica; alcune delle proteine la
cui sintesi e regolata da CREB sono, ad esempio, coinvolte nella crescita sinaptica,
meccanismo mediante il quale le informazioni di recente acquisizione vengono consolidate.
Tra molteplici geni target che sono regolati da CREB e che potrebbero giocare un ruolo
chiave nell'azione terapeutica degli antidepressivi e nella fisiopatologia della depressione
c'e la neurotrofina BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor).



CAPITOLO 3

GLI STUDI POST-MORTEM, LA PLASTICITA NEURONALE E LA NEUROGENESI

3.1 Studi post mortem e depressione

Studi post mortem su pazienti depressi hanno evidenziato una riduzione della dimensione
neuronale nella corteccia orbito-frontale, una riduzione sia in numero che in dimensione dei
neuroni e cellule gliali a livello della corteccia prefrontale ed orbitofrontale, cosi come in
alcune porzioni del cingolato anteriore, oltre ad una riduzione nello spessore corticale e nel
volume dei gangli basali in pazienti con depressione [Manji et al., 2001, Ongur et al., 1998,
Rajkowska, 2000 (a), (b)]; il numero delle cellule puo viceversa incrementare nell'Ipotalamo,
il che pud spiegare i sintomi neurovegetativi di questo disordine.

Anomalie gliali sono state evidenziate sia nei bipolari che negli unipolari, e riduzioni della
densita gliale risulta specifico dei disturbi dell'umore [Rajkowska, 1999; 2000 (b)].

Sono state registrate, inoltre, anomalie a livello dendritico e dei terminali sinaptici, a
conferma di una plasticita sinaptica aberrante o di danno nello sviluppo neuronale, anche se
questi aspetti sembrano essere un marker selettivo per il disturbo bipolare. Nonostante
ripetute dimostrazioni di atrofia ippocampale, resta comunque da chiarire se si verifica
quanto dimostrato su modelli animali, cioé la riduzione della cellularita e della neurogenesi
[Czeh et al., 2001].

La riduzione del numero delle cellule gliali osservata fa escludere il coinvolgimento di una
risposta di tipo infiammatorio nella perdita neuronale (in tal caso si osserverebbe un
aumento del numero delle cellule della glia associato a gliosi), mentre l'aspetto atrofico
delle popolazioni cellulari suggerisce l'innescarsi di fenomeni di morte cellulare per
apoptosi.

Le cellule gliali svolgono molte funzioni e sono partners attivi nella trasmissione neuronale;
il ridotto numero di questo tipo cellulare pué essere coinvolto in quanto osservato dagli
studi di neuro imaging sul ridotto metabolismo del glucosio a livello della corteccia
prefrontale [Tsacopoulos and Magistretti, 1996]; questi studi di hanno fornito inoltre una
gran quantita di informazioni riguardanti cambio di dimensione e funzione non solo della
corteccia prefrontale, ma anche dell'Ippocampo e dell’Amigdala [Campbell et al., 2004;
Mayberg and Fossati, 2004; Bench et al., 1995].

In particolare i lavori di Sheline et al. [1996, 2003] hanno dimostrato:
1. una riduzione del volume ippocampale nei pazienti depressi,
2. una correlazione tra alterazioni morfo-anatomiche e e durata della patologia
3. unrecupero della perdita volumetrica successivamente alla terapia farmacologia.



In questo studio le osservazioni emerse dal gruppo di pazienti in terapia ha anche
evidenziato come il fenomeno dell'atrofia ippocampale peggiori all'aumentare degli episodi
depressivi, la qual cosa dimostra che l'atrofia & il risultato piuttosto che al causa della
patologia.

Questi dati, affiancati a quanto gia descritto per studi di brain imaging, mostrano pertanto
come l'eziopatogenesi della patologia depressiva possa considerarsi assimilabile a quella di
altre patologie neurodegenerative.

A conferma della compromissione neuro-anatomica complessa, risultante da anomalie
funzionali a livello molecolare, ulteriori studi autoptici hanno evidenziato una riduzione di
importanti meccanismi molecolari di regolazione genica a livello della corteccia temporale
(che include I'Tppocampo) in pazienti depressi, con particolare attenzione al gia citato
fattore di trascrizione CREB [Dowlatshahi et al., 1998]: si assiste infatti ad una riduzione
dei livelli di attivazione di CREB.

Il ruolo di CREB nella depressione & ormai accettato, se & vero che CREB costituisce uno
dei possibili futuri target per l'azione di farmaci specifici, tra cui inibitori delle
fosfodiestreasi, gli enzimi che degradano cAMP; a tal proposito, alcuni gruppi hanno
riportato, tra le azioni degli antidepressivi, I'upregulation del pathway del cAMP a livello di
Ippocampo e Neocortex [Nestler et al. 1989; Duman et al. 1997; Thome et al. 2000].
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3.2 Plasticita neuronale e Neurogenesi

Una chiave di svolta nella comprensione dei meccanismi alla base delle patologie
neurodegenerative e delle alterazioni funzionali coinvolte anche nei meccanismi che
regolano l'apprendimento e la memoria, & stata fornita dalle scoperte riguardanti le
capacita adattive del cervello e l'esistenza di popolazioni neuronali con potenzialita
replicative nel cervello adulto. Queste nuove acquisizioni consentono di poter considerare
il cervello un sistema aperto e dinamico, capace di adattarsi, per cui la degenerazione
patologica della funzione nervosa, ben osservabile nei disturbi dell'umore, potrebbe
verosimilmente essere associata ad una sofferenza funzionale a carico di uno od entrambi i
meccanismi, per cui la depressione sarebbe la conseguenza della incapacita adattativa
patologica del SNC del soggetto [Fossati et al., 2004].

3.2.1 La plasticita neuronale

La plasticita neuronale & un meccanismo cruciale attraverso il quale il cervello, sia maturo
che in sviluppo, si adatta ai cambiamenti ambientali; si tratta di un complesso ed articolato
meccanismo che regola gli aspetti funzionali del sistema nervoso e, in particolare,
all'apprendimento e alla memoria. I cambiamenti nella plasticita possono avvenire a livello
molecolare e sinaptico, coinvolgendo le proteine e il numero e I'efficienza sinaptica.

Le principali conseguenze della plasticita neuronale sono le modifiche sinaptiche attivita-
dipendenti, i cambiamenti nell'eccitabilita dell'elemento postsinaptico, la riorganizzazione
della mappa corticale (promosso dai neurotrasmettitori e dai loro recettori) e I'estensione
di aree specializzate in seguito a patologie neurologiche o all'apprendimento.

La plasticita del SNC si manifesta a livello cellulare con modifiche della crescita
dendritica, dello sviluppo delle arborizzazioni assonali, del rimodellamento sinaptico, e
della creazione di nuove sinapsi; questi aspetti sono strettamente correlati col fenomeno
della neurogenesi [Mesulam, 1999].

Tra questi eventi, il rimodellamento sinaptico e la sinaptogenesi sono ampiamente
influenzati dai fattori neurotrofici [Patapoutian and Reichardt, 2001].

3.2.2 La Neurogenesi

L'Ippocampo & una delle due zone neurogeniche, ben documentate, del SNC adulto; l'altra &
a livello dei ventricoli telencefalici, la zona subventricolare, che da origine ad i neuroni del
bulbo olfattorio. Nell' Ippocampo le cellule progenitrici sono localizzate a livello della zona
subgranulare e si dividono per dar origine a nuove cellule che migrano nello strato delle
cellule granulari dove si differenziano in neuroni [Gage, 2000; Gould et al., 2000]; questi
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neuroni sono altamente plastici, immaturi ed altamente suscettibili a cambiamenti in
seguito all'influenza ambientale.

I nuovi neuroni estendono i loro dendriti fino allo strato molecolare e gli assoni allo strato
piramidale CA3, e hanno caratteristiche sia morfologiche che fisiologiche tipiche delle
cellule granulari [Gage, 2000].

L'esistenza di questi nuovi neuroni, che vanno ad integrare nella circuteria ippocampale, pud
verosimilmente giocare un ruolo nell'apprendimento e memoria [Barnea and Nottebohm,
1994; Gross, 2000].

La percentuale di proliferazione e sopravvivenza dei nuovi neuroni e regolata positivamente
o negativamente da tutta una serie di stimoli [Duman et al., 2004]; ad esempio, lo stress e
uno dei piu forti fattori di regolazione negativa della neurogenesi: I'esposizione a stress
acuto o ripetuto riduce la neurogenesi nell'ippocampo adulto [Duman et al., 2004].
Diversamente, la neurogenesi aumenta in condizioni stimolanti l'attivitd neuronale (per es.
enriched environment, apprendimento, esercizio), suggerendo che questo processo sia
anche positivamente regolato e dipenda dalla plasticita neuronale [Gould et al., 1999a;
Kempermann et al.,1997; van Praag et al., 1999]

Nuove cellule con caratteristiche di neuroni sono state trovate anche a livello della
neocortex di ratti adulti e macachi [Gould et al., 1999b; Rietze et al., 2000]. Inoltre
fenomeni di neurogenesi sono stati dimostrati in altre regioni encefaliche successivamente
ad un insulto [Arvidsson et al., 2002; Gould and Tanapat, 1997; Magavi et al., 2000;
Nakatomi et al., 2002]
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CAPITOLO 4
LE NEUROTROFINE E LA TEORIA NEUROTROFICA DELLA DEPRESSIONE

Gli effetti patologici dello stress sull'ippocampo hanno contribuito alla formulazione di una
recente ipotesi, quella che propone il ruolo dei fattori neurotrofici nell'eziologia della
depressione e nel suo trattamento [Duman et al. 1997 ; Altar, 1999].

I fattori neurotrofici, il cui capostipite & I' NGF (Nerve Growth Factor), sono peptici isolati
nel SNC, inizialmente caratterizzati per la loro capacita nel regolare la crescita neuronale
e la differenziazione durante lo sviluppo, ma sono ormai noti come potenti regolatori della
plasticita e della sopravvivenza di neuroni e glia anche nell'adulto.

L'ipotesi neurotrofica della depressione attribuisce alla riduzione del supporto

neurotrofico la responsabilita patologica a livello ippocampale durante lo sviluppo della
depressione, e pertanto l'azione degli antidepressivi su queste molecole puc essere la
chiave interpretativa nella regressione dalla sintomatologia. A tal proposito la neurotrofina
BDNF sembra giocare un ruolo fondamentale: in modelli animali su ratto, stress sia acuto
che cronico sono in grado di ridurre I'espressione del BDNF a livello del giro dentato e delle
cellule piramidali dell'ippocampo [Smith et al., 1995].

4.1 La famiglia delle neurotrofine

Studi condotti dal premio nobel Rita Levi Montalcini et al., portarono alla scoperta che
cellule maligne di topo, del tipo noto come Sarcoma 180, sintetizzano e rilasciano una
molecola che svolge un ruolo essenziale nel differenziamento e nella funzionalita delle
cellule nervose sensitive e simpatiche [Levi-Montalcini and Hamburger, 1953; Cohen and
Levi-Montalcini, 1956; Cohen et al., 1954]: questa molecola & stata denominata fattore di
crescita del nervo (NGF) ed & oggi il prototipo della famiglia proteica delle neurotrofine
(NTs); successivamente a questa scoperta sono stati intrapresi molti studi atti ad isolare
altre molecole strutturalmente e funzionalmente correlate all'NGF:

nel 1982, Barde et al. hanno isolato dal cervello di maiale il fattore (BDNF) [Barde et al.,
1982; Leibrock J et al., 1989]. A sequire sono stati identificate la neurotrofina 3 (NT-3) e
la neurotrofina 4/5 (NT-4/5) [Barde,1990].

Le NTs sono generate come precursori pre-pro-neurotrofinici all'interno del reticolo
endoplasmatico, lunghi approssimativamente 240-260 amminoacidi (aa), processati e
secrete come proteine omodimeriche mature nello spazio extracellulare (lunghezza del
monomero: 118-129 aa ; 12 KDa) [Merighi, 2002; Rothman et Orci, 1992].
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4.2 T recettori delle neurotrofine

Le neurotrofine attivano due differenti tipi di recettore:

1) i recettori Trks (chinasi tropomiosina-connessa) appartenenti alla famiglia di recettori
tirosin-chinasici

2) il recettore p75, un membro della superfamiglia dei recettori per il fattore di necrosi
tumorale (TNF).

Ogni NT lega uno specifico recettore Trk, in particolare NGF attiva TrkA, mentre BDNF e
NT-4/5 attivano TrkB e NT-3 attiva TrkC [Kaplan and Miller, 2000]; per quanto riguarda
p75 studi in vitro hanno dimostrato come questo recettore leghi preferenzialmente la
forma immatura delle NTs [Lee et al., 2001].

Tra i recettori della famiglia Trk, TrkB & quello che presenta la maggior distribuzione a
livello corticale, il che contribuisce ad avvalorare l'importanza proprio del BDNF nelle
patologie neurodegenerative [Aloyz et al., 1999].

Il legame della neurotrofina al recettore Trk provoca la dimerizzazione del recettore e
cambio conformazionale, con successiva attivazione del dominio tirosin-chinasico
intracellulare e delle vie di traduzione Ras/ERK (extracellular signal regulated kinase),
PI3K/Akt (Phosphatidylinositol-3-OH kinase) e PLC-y1 [Kaplan and Miller, 2000; Pawson and
Nash, 2000], che culminano nell' attivazione di alcuni fattori di trascrizione che alterano I'
espressione genica.

Il recettore p75, se coespresso con i recettori Trks, aumenta |'affinita di legame delle
diverse NTs per i loro specifici recettori . Il segnale di p75 & tuttavia duplice, in quanto
innesca un segnale che regola la sopravvivenza cellulare, ed un secondo segnale con attivita
apoptotica. Il legame delle NTs al recettore p75 attiva il fattore di trascrizione NF-kB, la
Jun-chinasi e la sfingomielinasi acidica: NF-kB promuove la sopravvivenza [Maggirwar et al.,
1998], mentre la Jun chinasi e la sfingomielinasi promuovono |'apoptosi; in condizione di
coespressione, il segnale di Trk sopprime |'attivazione della Jun chinasi e della
sfingomielinasi [Dobrowsky et al., 1995], ma non |'induzione di NF-kB.

Pertanto, in condizioni fisiologiche il legame delle NTs mature ai recettori Trks e p75
promuove la sopravvivenza cellulare, poiche il segnale di sopravvivenza mediato da Trk
sopprime il segnale pro-apoptotico proveniente da p75 ed agisce sinergicamente col segnale
anti-apoptotico proveniente da p75 [Dobrowsky et al., 1995; Yoon et al., 1998; Mazzoni et
al., 1999; Hamanoue et al., 1999].

Negli stati patologici invece predomina il segnale pro-apoptotico proveniente da p75.
L'apoptosi e innescata quando non si ha pit una situazione di equilibrio tra i due recettori,
perché p75 & up-regolato o perche & aumentata la concentrazione della pro-NT, che da
studi in vitro e dimostrato legarsi ed attivare preferenzialmente p75 [Lee et al., 2001].
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4.2.1 Le vie di trasduzione del segnale

Il legame della NT al recettore Trk puo attivare tre pathway importanti [Kaplan and Miller,
2000; Pawson and Nash, 2000] (Fig.2):

1) La proteina Ras: attivata attraverso degli adattori proteici, in particolare un residuo di
tirosina fosforilato del recettore (Y 490) recluta la proteina Shc, che viene fosforilata e,
a sua volta, recluta nei pressi della membrana il complesso 6rb-2/ SOS (son of Sevenless).
Questo porta all'attivazione di Ras che
pud attivare in modo transiente PI3K o

la via delle MAP chinasi (protein-
chinasi mitogeno-attivate); in

Endosome . .
. particolare la via della MAPK ERK
(Extracellular Related Kinase). Questo,
k - che e il principale pathway, ha come
bersaglio finale la fosforilazione di
(1433 CREB, responsabile della trascrizione di
pa 2022 geni codificanti per proteine anti-

apoptotiche della famiglia Bcl-2 otfre a

Currenit Opiion in Neurabiology

Fig.2 Vie di traduzione dei Trk (Patapoutian et al., 2001) geni per i fattori neurotrofici stessi.

2) la chinasi 3-fosfatidilinositolo (PI3K): viene attivata dal complesso di proteine
adattatrici Shc-6rb2-Gabl o dalla proteina Ras. In entrambi i casi PI3K genera dei
prodotti lipidici che reclutano nei pressi della membrana le chinasi Akt e le chinasi 3-
fosfoinositide- dipendenti (PDKs). PDK attiva Akt che a sua volta fosforila alcune proteine
importanti nel controllo della sopravvivenza cellulare, ad esempio: fosforila BAD (Bcl2/
Bclx- associated death promoter) che e una proteina membro della famiglia Bcl-2 che, non
fosforilata, promuove |'apoptosi legando Bcl-xL; attiva il fattore di trascrizione NF-kB che
promuove la sopravvivenza neuronale; inibisce il fattore di trascrizione Forkhead che
controlla |'espressione di geni promuoventi |'apoptosi e inibisce p53 che & una proteina in
grado di indurre apoptosi.

3) la fosfolipasi C- yl (PLC-y1): porta alla produzione di inositolo-3-fosfato (IP;) e

diacilglicerolo (DAG). IP; induce il rilascio di Ca® dai depositi intracellulari portando
all'attivazione della PKC, che a sua volta innesca la via delle MAPK.
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4.3 Trasporto retrogrado e anterogrado delle neurotrofine

Le NTs sono state originariamente scoperte come fattori target derivati, prodotti cioe
dalle cellule che costituiscono il target dell'innervazione, in grado di regolare la
sopravvivenza e la differenziazione dei neuroni innervanti. Nel far questo le NTs sfruttano
il ben noto trasporto assonale retrogrado delle proteine dal terminale al corpo cellulare:
successivamente alla somministrazione di NTs, a livello del terminale assonico si forma un
complesso ligando-recettore attivato che viene endocitato e racchiuso in vescicole
trasportate attivamente lungo i microtubuli [Ehlers et al., 1995; Watson et al., 1999a]; il
recettore all'interno delle vescicole rimane cataliticamente attivo e trasmette segnali
anche lungo gli assoni.

La formazione di questo complesso ligando-

Axon
growth

recettore da luogo a due tipi di segnale: un segnale
locale a livello del terminale assonico, a prescindere

1. Ligand binding,

dalla formazione degli endosomi, e un segnale che
receptor activation

55 agisce nei corpi cellulari trasmesso dai recettori
( = \ attivati trasportati dagli endosomi.

i’j:: |I| Per quanto riguarda il segnale locale, a livello del
terminale assonico, la fosforilazione dei Trks
Q e il m""d‘mm“ assonali [Riccio et al., 1997; Watson et al., 1999b]

] o induce |'attivazione locale di ERK1/2 [Atwal et al.,

TRENDS in Neurasciances

2000], segnale che determina la crescita dell'assone

Fig.3 segnale a livello del terminale assonico [Campenot, 1977; York et al., 2000] (Fig.3); oltre a
questa, all'interno dell'assone & stata osservata

I'attivazione della cascata PI3K-Akt, anch'essa coinvolta nella crescita dell'assone [Atwal

et al., 2000; Kuruvilla et al., 2000].

La stimolazione neurotrofica a livello dei corpi cellulari attiva, invece, PI3K [Kuruvilla et al.,

2000] e di ERK5 [Watson et al., 2001], le cui attivazioni hanno significato nella promozione

della sopravvivenza neuronale [Brunet et al., 2001; Bonni et al., 1999].

Qualora Trk si trovi a livello del soma, determinando una stimolazione diretta sui corpi

cellulari, si verifica, invece, la fosforilazione e la traslocazione nucleare sia di ERK 5 che di

ERK 1/2.

Recentemente & stato documentato che BDNF puo anche essere trasportate in modo

anterogrado [Altar and Di Stefano, 1998 :Nawa and Takei ,2001]: questo significa che,

oltre ad avere una secrezione attivitd - dipendente, anche sotto I' aspetto del trasporto il

BDNF presenta similitudini funzionali con i neurotrasmettitori classici.

Pur non essendo un vero e proprio neurotrasmettitori, il BDNF ha comunque molte

caratteristiche che lo accomunano ai classici neurotrasmettitori: la sintesi presinaptica,

I'immagazzinamento vescicolare, il rilascio evocato dalla depolarizzazione, la localizzazione
16



post-sinaptica di TrkB, le azioni post-sinaptiche, |'inattivazione ed il suo riciclaggio [Altar

et al., 1998].

Il meccanismo d'azione dei due tipi di trasporto sono schematizzati in Fig.4.

A Refrograde neurotrophin signalling

I
I

I‘\.\ Target ,

B Anterograde neurotrophin signalling

Fig.4 Trasporto retrogrado (A) ed anterogrado (B)
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CAPITOLO 5

IL BDNF (BRAIN-DERIVED NEUROTROPHIC FACTOR)

Tra le NTs, il BDNF & la molecola neurotrofica maggiormente diffusa nel cervello dei
mammiferi, sia adulti che in fase di sviluppo. I BDNF regola la sopravvivenza e la
differenziazione dei neuroni del sistema nervoso periferico (PNS) [Fritzsch et al., 1997],
mentre nel sistema nervoso centrale (CNS) sembra avere essenzialmente un ruolo nella
differenziazione e nella modulazione delle funzioni neuronali [Murer et al., 2001].
Il passaggio da pro-NT a proteina matura avviene ad opera dell'enzima "Furina" o di
specifiche convertasi [Seidah et al.,1996]. Le vescicole di secrezione sono diverse, a
seconda che il meccanismo di secrezione costitutivo o regolato:
4 igranuli secretori della via costitutiva si fondono con la membrana plasmatica anche
in assenza di uno specifico meccanismo d'attivazione [Halban ed Irminger, 1994;
Hokfelt et al., 2000; Harter e Reinhard, 2000].
4 le vescicole della via regolata sono pil grandi e si fondono successivamente ad un
aumento della concentrazione intracellulare di Ca ** [Lang et al., 2001], il che fa del
BDNF una molecola con comportamento simile ai classici neurotrasmettitori.

5.1 Espressione del BDNF nel SNC

L'espressione del BDNF nel ratto adulto & abbondante nell'ippocampo, nella neocorteccia,
nell'amigdala, nel cervelletto [Ernfors et al., 1990, 1992; Maisonpierre et al., 1990; Hofer
et al., 1990] inoltre |'mRna del BDNF & stato ritrovato anche nell'ipotalamo, nel setto e nei
nuclei adrenergici del tronco encefalico [Castren et al., 1995; Katoh-Semba et al., 1997].
Nel SNC, I'espressione del BDNF & regolata positivamente dall'attivita neuronale
[Lindholm et al., 1994; Lindvall et al., 1994]: questo fenomeno & stato ben documentato
nell'ippocampo dove |'espressione del BDNF & fortemente influenzata dai livelli fisiologici e
patofisiologici dell'attivita neuronale [Zafra et al., 1990; Ernfors et al., 1991; Isackson et
al., 1991].
Analisi in vitro ed in vivo effettuate nell'ippocampo, nella corteccia cerebrale e
nell'ipotalamo del ratto hanno dimostrato che la regolazione attivitd-dipendente di BDNF &
mediata dai neurotrasmettitori classici : in generale, I'mRNA del BDNF & up-regolato dal
glutammato, dall'acetilcolina e dalla serotonina, mentre & down-regolato dal GABA.
Il significato biologico di questa regolazione e duplice:
1) un aumento localizzato provvede ad un feedback positivo sulla funzione sinaptica;
2) un aumento in seguito ad un insulfo neuronale puo proteggere i neuroni
dall'eccitotossicita [Lindholm et al., 1994; Lindvall et al., 1994; Marty et al., 1997].

18



Alla luce della regolazione attivita dipendente del BDNF, le patologie che sono
caratterizzate da una riduzione dei livelli di BDNF centrale possono considerarsi il
risultato di una ridotta attivita e plasticita neuronali.

5.2 Espressione periferica del BDNF e del recettore TrkB

Oltre che nelle popolazioni neuronali, I'mRNA del BDNF & stato frovato anche in molti
tessuti ed organi periferici non neuronali. Alcuni studi effettuati sul ratto riportano la sua
presenza nell'aorta [Scarisbrick TIA. et al., 1993], nei reni, nelle ghiandole
sottomandibolari, nelle ovaie, nei gangli della radice dorsale [Ernfors P. et al., 1990], nel
cuore [Hiltunen JO. et al., 1996], nella retina, nei muscoli, nei polmoni [Maisonpierre PC. et
al., 1990; Maisonpierre PC. et al., 1991] e nelle cellule endoteliali.

Il BDNF e presente anche nel circolo ematico: la prima evidenza della presenza di BDNF
nel plasma e nel siero umano & emersa circa una decina di anni fa [Rosenfeld et al 1995;
Radka et al., 1996]. Gli alti livelli di BDNF nel siero sono dovuti al fatto che le piastrine, pur
non sintetizzandolo, contengono grandi quantita di BDNF, che rilasciano in seguito alla loro
attivazione durante il processo di coagulazione [Fujimura et al., 2002].

Potenziali sorgenti di BDNF presente nel plasma umano sono |'endotelio vascolare, la
muscolatura liscia [Maisonpierre et al., 1991], i macrofagi e i linfociti attivati [Braun et al.,
1999; Gielen A et al., 2003; Kerschensteiner M et al., 1999] ed eosinofili [Noga et al.,
2003]. La funzione principale del BDNF contenuto in queste popolazioni cellulari e nelle
piastrine & quella di supportare la sopravvivenza neuronale e di stimolare la riparazione
neuronale e assonale nei siti dell'infiammazione [Kerschensteiner et al., 1999] e durante le
lesioni assonale che si verificano nelle ferite [Batchelor et al,2002].

Anche il recettore del BDNF (TrkB) e stato ritrovato anche su target periferici tra cui
endotelio vascolare [Donovan et al., 2000], muscolatura liscia vascolare [Nemoto et al.,
1998], gangli della radice dorsale [McMahon et al., 1994], cellule di Schwann [Alderson RF.
et al.,2000], milza [Perez-Perez et al.,1999], linfociti B [D' Onofrio et al., 2000], linfociti T
[Maroder et al., 1996], cellule del ganglio intestinale, glia [Hoehner et al., 1996] e cellule
endocrine [Esteban et al., 1995]; quest’' aspetto lascia presupporre che le attivita promosse
dal BDNF nel circolo ematico non siano ristrette alle popolazioni neuronali, ma anche a
queste popolazioni cellulari, il che apre una discussine sul ruolo sistemico di questa
neurotrofina.
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5.3 Ruolo del BDNF sulla NEUROGENEST e la NEUROPLASTICITA

La sopravvivenza del singolo neurone dipende dalle sue connessioni sinaptiche [Goldberg and
Barres, 2000]: studi condotti su colture cellulari dimostrano che l'attivazione della via del
CAMP o l'esposizione a fattori neurotrofici aumenta la sopravvivenza e la crescita dei
neuroni [Ghosh et al., 1994; Goldberg and Barres, 2000; McAllister et al., 1996].

La sopravvivenza e la crescita attivita-dipendenti dei neuroni possono verificarsi con
diversi meccanismi [Goldberg and Barres, 2000]:

1. un aumento del numero delle connessioni sinaptiche e dell'attivita neuronale puo
elevare l'espressione di fattori neurotrofici, tra cui BDNF, nelle cellule post-
sinaptiche;

2. un aumento nel numero delle connessioni sinaptiche pud essere il risultato di un
aumento della secrezione di BDNF da parte delle cellule pre-sinaptiche, nel caso del
trasporto anterogrado del BDNF;

3. la depolarizzazione o l'attivazione della cascata del cAMP nei neuroni post-sinaptici
puo aumentare la responsivita alla stimolazione con fattori neurotrofici, oltre ad
aumentarne la sintesi.

Gli eventi che caratterizzano lo sviluppo e che quindi sono responsabili della plasticita sono
la proliferazione, il differenziamento, la formazione dei contatti sinaptici, il
rimodellamento assonale, la crescita assonale e la crescita dell'albero dendritico [Kandel
ER et al., 2003]: tutti questi eventi sono indotti da vari fattori tra i quali ritroviamo le NTs
e in particolare il BDNF. Questi eventi sono il risultato dell'attivazione di meccanismi
molecolari complessi che hanno come target la modulazione dell'espressione di specifici
geni; in tutto questo CREB riveste un ruolo centrale.

Come schematizzato in Fig.D, l'attivazione dei segnali a [Newons piasticiy. ans

Synaptic Activity = 'BDNF

valle del recettore TrKB promuovono la sopravvivenza
o e A —— &5
cellulare con due meccanismi principali gia descritti in {

Raf

precedenza: da una parte la fosforilazione di CREB e la Bovoend r
Pathways
regolazione dell'espressione  genica, dall'altra la jK
regolazione negativa di meccanismi proapoptotici, per cui Ask—sp.8AD - Cell Survivalll

I'importanza delle principali cascate attvate da TrkB,
ERK1/2 e PI3K [Almeida et al., 2005], sta appunto non
solo nella fosforilazione di fattori di trascrizione, ma

4 CREB

4 bcl-2 Gene Expression

anche nell'inibizione fosforilativa di molecole ad attivitda Fig.5 Attivazione di CREB mediata

prloapopfo-“ca come BAD dall'attivazione di TrkB (Duman etal,
2000)

Il ruolo del BDNF nella plasticitd sinaptica a lungo termine nell'ippocampo e nella
neocorteccia &, oggi, ben documentato [Lessmann, 1998; Schuman, 1999; Schinder and Poo,
2000; Schinder et al., 2000].
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Vari esperimenti hanno dimostrato che la sintesi di BDNF & aumentata dai livelli fisiologici
dell'attivita sinaptica [Patterson et al., 1992; Castren et al., 1992; Dragunow et al., 1993;
Rocamora et al., 1996]; questo suggerisce che il BDNF potrebbe esercitare un feedback

positivo sulla plasticitd sinaptica. In effetti, |'applicazione esogena di BDNF ¢ in grado di

aumentare |'efficacia presinaptica aumentando, ad esempio, il rilascio del glutammato nelle
sinapsi eccitatorie [Carmignoto et al., 1997; Lessmann et Heumann, 1998; Li et al., 1998a; Li
et al., 1998b; Bradley et Sporns, 1999; Schinder et al., 2000; Taniguchi et al., 2000; Paul

et al., 2001].

Behavioral and Environmental Experiences
(e.g., learning, memory, stress, psychotroplc drugs)

'
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Meaural Circuits
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Neurotraphic Stimulatory Other
Factors Transmitters Modulators
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MAFP kinase Second Messengar Additional
Cascade Cascades Cascades

N o

Convergent Factors
(e.g., CREB)
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Plasticity —— Cell Survival

N Y

Meuronal Insult and
Genetic Factors

Fig.6 Duman et al., 2000

In conclusione molteplici studi
dimostrano che esiste una reciproca
modulazione tra BDNF e CREB e
I'attivitd neuronale, la plasticita e la
neurogenesi, pertanto & possibile
affermare che il meccanismo della
plasticita non & indipendente da quello
della neurogenesi, piuttosto esiste
una sovrapposizione fra i pathways
deputati alla regolazione i due
fenomeni neuronali (Fig.6).

Infine, dato che l'attivitd sinaptica e
in grado di regolare positivamente
numerosi  aspefti, tra cui la
responsivita alle neurotrofina e la
loro concentrazione, & possibile
ipotizzare che fenomeni stressanti ed
una ridotta attivitd neuronale siano
tra le cause principali di questo tipo
di patologie [Duman et al., 2000].
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5.4 II BDNF nelle patologie del sistema nervoso centrale

Dato il ruolo centrale del BDNF nel promuovere la sopravvivenza neuronale e i processi di
crescita durante lo sviluppo, nonché di proteggere i neuroni da insulti di varia natura,
cambiamenti dei suoi livelli endogeni o della sua biodisponibilita, potrebbero contribuire alla
patogenesi di alcune malattie neurologiche. In effetti alterazioni della produzione e della
secrezione di BDNF sono state riportate per varie malattie:

i patologie neurodegenerative come il morbo di Alzheimer e il morbo di Parkinson,
associate con una diminuzione dei livelli di BDNF nel cervello [Connor et al., 1997;
Howells et al., 2000; Levivier et al., 1995; Michalski et al., 2003; Parain et al., 1999;
Phillips HS. Et al., 1991];

4+ malattie del disturbo dell'umore come la depressione caratterizzata da una minore
concentrazione di BDNF sia a livello centrale (cervello) che periferico (sangue)
[Altar et al., 1999; Chen et al., 2001; Shimizu et al., 2003]

malattie infiammatorie come la sclerosi multipla associata con un aumento della
sintesi di BDNF nei siti dell'infiammazione.

*

In relazione a quanto precedentemente analizzato sullo stress e l'asse HPA, evidenze
sperimentali attestano che stress acuti e cronici diminuiscono I'espressione del'mRNA del
BDNF nell'ippocampo; I'effetto € particolarmente marcato a livello delle cellule granulari
del giro dentato, ma si riscontra anche a livello delle cellule piramidali delle aree CAl e CA3
[Duman and Monteggia, 2006].

Analisi post mortem dell'ippocampo hanno dimostrato che I'espressione del BDNF ¢ ridotta
nei pazienti depressi morti suicidi, mentre & indotta nei pazienti depressi che al momento
del decesso erano in terapia farmacologica [Dwivedi et al., 2003]; un altro studio evidenzia
che la proteina ERK risulta ridotta in pazienti depressi morti suicidi [Dwivedi et al., 2001].
Uno studio condotto da Vermetten et al. [2003] ha evidenziato che, nei pazienti depressi,
la riduzione del volume ippocampale pud essere revertita grazie al trattamento con
antidepressivi
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5.4.1 Studi clinici sul siero

Fatta eccezione per alcuni studi di tipo autoptico, la maggior parte degli studi condotti su
pazienti depressi utilizza come parametro il BDNF sierico.

La principale limitazione di questi studi sul siero risiede nella difficolta di attribuire un
significato al BDNF all'esterno del cervello. Tuttavia, in letteratura vi sono evidenze di
altri fattori trofici espressi nei tessuti periferici (Insulin Growth Factor -1, IGF-1;
Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) che sono in grado di passare la barriera
ematotoencefalica. Cid permette di ipotizzare che anche il BDNF presente nel sangue
(principalmente immagazzinato nelle piastrine) sia in grado di influenzare le funzioni del
sistema nervoso centrale.

Gli studi presenti in letteratura su pazienti con depressione riportano che i valori sierici di
BDNF risultano ridotti in pazienti depressi ed inversamente correlati con la gravita della
sintomatologia depressiva [Karege et al., 2002; Karege F. and Vaudan 6., 2005]; inoltre la
concentrazione sierica di BDNF in pazienti depressi, non in trattamento, &
significativamente inferiore rispetto a quello di pazienti in terapia antidepressiva e di
soggetti sani, suggerendo che il ritorno alla normalita dei valori di BDNF e la riduzione dei
sintomi depressivi sia attribuibile al trattamento antidepressivo, analogamente a quanto
riportato per il tessuto cerebrale negli studi su modelli animali [Shimizu et al., 2003].

Tra i lavori di pit recente pubblicazione, si riporta quello di Aydemir et a/. [2006], dove gli
autori riportano come in donne affette da depressione maggiore i livelli di BDNF nel siero
risultassero significativamente inferiori rispetto ai livelli misurati nel gruppo controllo;
tuttavia in seguito al frattamento con 10 mg/die di escitalopram questa differenza
risultava scomparsa.
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5.5 BDNF e antidepressivi

Il fatto che la risposta terapeutica ai farmaci antidepressivi si manifesti solo in seguito a
un trattamento prolungato ha indotto a ipotizzare che, affinché essa si produca, sia
necessario l'istaurarsi di modificazioni nella plasticita strutturale e funzionale [Duman et
al, 1997; Nestler et al., 2002].

Nel 1995 il gruppo di Duman ha dimostrato per la prima volta che il frattamento cronico,
ma non quello acuto, con diversi antidepressivi (ATC, SSRI, IMAO e stimolo
elettroconvulsivante) era in grado di indurre, nell'ippocampo del ratto, I'espressione di
BDNF e del suo recettore TrkB [Nibuya et al.,1995].

Control Stress Antidepressant
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Cells

classi di antidepressivi permettono di L
recuperare la riduzione delle arborizzazioni

L &,
e
L
dendritiche  dei  neuroni  piramidali Ef%é‘"““' ﬁi %% \% %

ippocampali  [Kuroda and McEwen, 1998;

Osservazioni da modelli animali di stress,

Norrholm and Ouimet, 2001], cosi come di Fig. 7 Effetto della somministrazione di antidepressivi
aumentare la neurogenesi nel giro dentato sulle cellule del giro dentato e sulle cellule piramidali

[Malberg et al., 2000; Duman et al., 2001;

Manji et al., 2001] (Fig.7).

Le evidenze sperimentali su modelli animali di stress confermano quanto gia da tempo
ampiamente documentato dalla clinica circa l'efficacia terapeutica, infatti solo la
somministrazione cronica di antidepressivi aumenta i livelli di BDNF nelle aree cerebrali
interessate [Nibuya et al., 1995; Duman and Vaidya, 1998; Malberg et al., 2000], cosi come
la terapia elettroconvulsiva [Nibuya et al., 1995; Duman and Vaidya, 1998].

Negli studi sopraccitati, gli animali presentavano riduzione dei livelli cerebrali di BDNF; il
trattamento terapeutico utilizzato era tuttavia in grado di prevenire o contrastare la
riduzione in condizioni di stress.

L'induzione del BDNF da parte degli antidepressivi & almeno in parte mediata dal fattore di
trascrizione CREB; infatti I'espressione genica di BDNF ¢ indotta sia in vivo che in vitro da
CREB [Tao et al. 1998 and Conti et al. 2002] e la maggior parte degli antidepressivi & in
grado di aumentare |'espressione di CREB in diverse aree cerebrali, compreso |'Ippocampo
attraverso l'attivazione di sistemi di protein kinasi che ne modulano positivamente
I'attivazione, con conseguente traslocazione nucleare ed aumento della sintesi di BDNF,
oltre che di molecole antiapoptotiche della famiglia delle Bcl-2 [Nibuya and Nestler, 1996;
Thome et al. 2000] (Fig.8).
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Ulteriori elementi di collegamento tra l'azione farmacologia degli antidepressivi ed il ruolo
del BDNF nella patologia, emergono da studi che evidenziano come il trattamento con
antidepressivi sia capace di regolare fenomeni complessi come la neurogenesi e la plasticita
sinaptica [D'Sa and Duman, 2002].

5.5.1 Antidepressivi e plasticita sinaptica

Il trattamento a lungo termine con i antidepressivi produce un'attivazione prolungata del
sistema intracellulare del cAMP e di CREB nell'ippocampo di ratto, con conseguente
trascrizione di numerosi geni [Nibuya and Nestler, 1996; Blom and Tascedda , 2002; Thome
et al., 2000].

Alcuni studi post mortem hanno infatti dimostrato come in pazienti depressi vi sia una
ridotta concentrazione di CREB a livello della corteccia temporale rispetto al gruppo di
controllo, mentre pazienti depressi in corso di trattamento presentano valori comparabili al
gruppo controllo [Dowlatshahi et al. 1998].

5.5.2 Antidepressivi e neurogenesi

L'induzione della neurogenesi & stata osservata dopo somministrazione cronica, ma non
acuta, di antidepressivi appartenenti a differenti classi (SSRI, ATC, IMAO e stimolo
elettroconvulsivante) [Malberg et al., 2000].

Questi dati sembrano indicare che un aumento della neurogenesi € un target comune ai
diversi trattamenti antidepressivi [Duman and Monteggia, 2006]. Inoltre, il trattamento
con farmaci antidepressivi blocca o reverte linibizione della neurogenesi causata dallo
stress [Malberg and Duman, 2003], mentre bloccando la neurogenesi si bloccano anche gli
effetti comportamentali dei farmaci antidepressivi, a dimostrazione di un legame diretto
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tra neurogenesi ippocampale ed effetti comportamentali dei farmaci antidepressivi
[Santarelli et al., 2003].

Santarelli et al. [2003] suggeriscono addirittura che la neurogenesi ippocampale sia
necessaria per l'azione antidepressiva: esperimenti /n vitro dimostrano che l'attivazione
della via del cAMP o l'incubazione con BDNF aumenta la differenziazione neuronale e la
crescita dei neuriti delle cellule progenitrici [Palmer et al., 1997]. Questa scoperta
suggerisce che l'upregolazione di CREB e BDNF in risposta ad antidepressivi possa
effettivamente aumentare sia la differenziazione che la sopravvivenza cellulare.

Concludendo, oltre al ruolo, ben noto, nella regolazione della concentrazione dei
neurotrasmettitori monaminergici, gli antidepressivi risultano capaci di indurre
neuroprotezione, modulando positivamente i meccanismi alla base della plasticita neuronale
e determinando un incremento della neurogenesi ippocampale: & ampiamente documentato
che il trattamento cronico con antidepressivi o ECS pud aumentare la proliferazione e la
sopravvivenza neuronali [Malberg et al., 2000].

Queste azioni sono aspetti secondari della farmacodinamica degli antidepressivi, nondimeno
ben si inseriscono all'interno di un pit ampio concetto di eziopatogenesi e terapia dei
disturbi dellumore, che vedono coinvolti non solo la riduzione dei livelli di
neurotrasmettitori, ma anche meccanismi ben pil complessi ed articolati, quali la
neurogenesi, la plasticitd neuronale, la modulazione di vie di traduzione del segnale a valle
dei recettori monaminergici, l'attivazione di specifici fattori di trascrizione (in particolare
CREB): ovvero la regolazione delle neurotrofine.
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CAPITOLO 6

SCOPO DEL LAVORO

Lo Studio condotto durante i tre anni di Dottorato si e sviluppato avendo come fattore

comune l'indagine del ruolo delle neurotrofine nelle patologie depressive e nella loro

terapia. A tal proposito sono state allestite due due sezioni sperimentali:

i

=

Sperimentazione animale:

si propone di valutare gli effetti della somministrazione di Duloxetina, un SNRI,
sulla produzione di BDNF a livello centrale e periferico, in seguito ad una
somministrazione sia acuta che cronica. I dati emersi da questo studio
consentiranno di ampliare le conoscenze sul meccanismo d'azione dei farmaci
antidepressivi, nella fattispecie Duloxetina, in relazione all'ipotesi Neurotrofica
della Depressione.

Sperimentazione Clinica:

si propone di verificare l'ipotesi che un campione di pazienti drug-free affetti da
episodio depressivo maggiore presenti differenze significative in termini di valori
medi sierici e plasmatici di BDNF rispetto ad una popolazione di controllo. Sara
valutato l'effetto del trattamento farmacologico sulla risposta clinica e sulle
variazioni dei livelli di BDNF durante uno studio di follow-up naturalistico della
durata di un anno.
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CAPITOLO 7
MATERIALI E METODI

Lo studio & stato effettuato su un modello sperimentale animale e su soggetti umani
volontari.

7.1 Gruppi sperimentali su animale: Valutazione della somministrazione acuta e cronica di
un nuovo SNRI, Duloxetina, su ratti Wistar.
Lo studio prevede l'allestimento dei seguenti gruppi sperimentali:

1. Nel primo gruppo sono stati valutati gli effetti a breve termine indotti dalla
Duloxetina, sui livelli di BDNF. A questo scopo sono state fatte valutazioni dopo 1lh
dalla somministrazione del farmaco e dopo 24h: per ciascun tempo, sono stati fatti
gruppi di 5 ratti (Wistar) per ciascuna dose indagata (10-30-100 mg/Kg in salina); 5
animali sono stati utilizzati come controllo non trattato.

Dopo 1 e 24 h sono stati sacrificati e le neurotrofine valutate nel siero, nel plasma,
nel liquido cefalo-rachidiano (liquor) ed a livello corticale.

2. Nel secondo gruppo sperimentale sono stati valutati gli effetti a lungo termine della
Duloxetina sul contenuto di BDNF: sono stati fatti gruppi di 5 ratti (Wistar) per
ciascuna dose indagata (10-30-100 mg/Kg in salina); 5 animali sono stati utilizzati
come controllo non trattato.

Dopo 14 gg tutti gli animali sono stati sacrificati e le neurotrofine valutate nel siero,
nel plasma, nel liquido cefalo-rachidiano (liquor) ed a livello corticale.

7.1.1 Raccolta dei campioni:

I livelli di neurotrofine sono misurati in liquor, siero, plasma e tessuti prelevati da
ippocampo e corteccia di ratto e di topo.

Il liquor viene prelevato dal ventricolo laterale usando micropipette connesse a siringhe
Hamilton (50 ul); una volta raccolto, il liquor viene centrifugato a 3000 rpm per pellettare
eventuali tracce di emazia, quindi viene recuperato il surnatante e stoccato a -80°C.
Campioni di sangue per la separazione di siero e plasma vengono raccolti utilizzando
provette contenenti EDTA per il plasma e Clot Activator per il siero. Le provette vengono
centrifugate a 3000 rpm per 15 min a femperatura ambiente per recuperare il surnatante,
stoccato a -80°C.

Dopo il prelievo di sangue e liquor verranno estratti campioni corteccia prefronale, ed
omogenati (1:5 peso/volume) in apposito buffer (0.125 M NaCl, 0.05 M Tris pH 7.6, 2 mM
EGTA, 2mM EDTA, aprotinina 100mg/ml, leupeptina 2 mg/ml e fenilmetansulfonil fluoride
0.2 M). T tessuti omogenati verranno incubati 1h a 4°C (vortexati 3min ogni 7 min), quindi
centrifugati 5 min a 10000 rpm a 4°C.
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7.2 Gruppi sperimentale per lo studio su volontari umani:

FASE 1. Valutazione del rilascio di BDNF da piastrine attivate, per valutare il tempo di
completa degranulazione piastrinica e rilascio del contenuto totale di BDNF piastrinico:
sono stati reclutati 8 volontari di sesso maschile, di eta compresa tra i 25 e i 35 anni, ai
quali & stato effettuato un prelievo di sangue nell'arco della mattinata. Il sangue raccolto
da ogni individuo & stato suddiviso in 4 provette (6ml) contenenti Clot Activator (attivatore
della cascata di coagulazione del sangue) e lasciato coagulare a temperatura ambiente per 5
- 30 - 60 e 120 min.

FASE 2. Valutazione delle variazioni circadiane dei livelli di BDNF nel sangue periferico.
Sono stati allestiti due gruppi: un gruppo uomini costituito da 18 volontari sani e un gruppo
donne costituito da 16 volontarie sane, tutti di eta compresa trai 25 e i 35 anni. I volontari
sono stati sottoposti a 4 prelievi nell'arco della giornata: alle ore 8:00, alle ore 11:00, alle
ore 14:00 ed infine alle ore 20:00. Per quanto riguarda il gruppo donne sono stati
effettuati 2 cicli di prelievi: uno nella fase follicolare ed uno nella fase luteale per
correlare i livelli di BDNF con la fase del ciclo mestruale ed i livelli degli ormoni sessuali.
Nel momento del primo prelievo (ore 8:00) i volontari sono stati sottoposti anche ai
seguenti esami clinici:
e Uomini: cortisolo, festosterone, ACTH (ormone adrenocorticotropo).
e Donne: cortisolo, ACTH (ormone adrenocorticotropo), estradiolo, progesterone,
FSH (ormone follicolo-stimolante), LH (ormone lutenizzante).
e Sia per il gruppo uomini che per il gruppo donne abbiamo dosato il cortisolo ai
quattro orari stabiliti.

FASE 3. Valutazione delle variazioni dei livelli di BDNF ematico in uno studio di follow-up su
pazienti affetti da episodio depressivo maggiore.

Sono stati reclutati (secondo criteri descritti successivamente) un totale di 15 pazienti con
MDD in cura presso la clinica psichiatrica dell'Ospedale S.Chiara di Pisa, per uno studio di
follow-up della durata di 180 giorni ed altrettanti soggetti come controlli sani.

Ai pazienti sono stati effettuati successivi prelievi di sangue, in particolare alle ore 11-12
del giorno O (drugs free) e a distanza di 7, 30, 90, 180 e 360 giorni dall'inizio del
trattamento. Negli stessi giorni in cui & stato prelevato il sangue, il paziente veniva
sottoposto anche a valutazione clinica tramite I'utilizzo di scale di valutazione eterologa
HAM-A (Hamilton Anxiety Rating Scale), HAM-D (Hamilton Depression Rating Scale) e
MADRS (Montgomery-Asberg Depression Rating Scale).

Dal sangue prelevato al paziente abbiamo isolato siero e plasma e successivamente sono
stati dosati i livelli di BDNF tramite appositi Kit ELISA.
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7.2.1 Reclutamento volontari

La scelta dei pazienti & stata fatta secondo i seguenti criteri:

- I pazienti sono stati valutati al momento dell'arruclamento e successivamente a distanza
di due settimane, un mese, tre mesi, sei mesi ed un anno di follow-up. A questi tempi sono
stati determinati i rispettivi livelli sierici e plasmatici di BDNF.

Criteri di inclusione

A) Pazienti di etd compresa tra 18 e 65 anni
B) Pazienti afferenti agli ambulatori della Clinica Psichiatrica non in trattamento
farmacologico da almeno due settimane.
¢) Pazienti nel corso di Episodio Depressivo Maggiore con o senza comorbidita lifetime
per Disturbi d'Ansia (Disturbo di Panico, Fobia Sociale, Disturbo Ossessivo Compulsivo)
con diagnosi, formulata in accordo ai criteri diagnostici del DSM-IV-TR, di:
= Disturbo Depressivo Maggiore, Episodio Singolo
= Disturbo Depressivo Maggiore, Ricorrente
= Episodio Depressivo Maggiore in corso di Disturbo Bipolare I senza sintomi
psicotici
= Episodio Depressivo Maggiore in corso di Disturbo Bipolare IT

Criteri di esclusione

A) Pazienti con diagnosi (DSM-IV-TR) di Disturbo dell'Umore diversa da quella prevista
nei criteri di inclusione.

B) Pazienti con diagnosi di Dipendenza da Sostanze negli ultimi sei mesi.

¢) Pazienti in gravidanza.

D) Pazienti non in grado di sottoscrivere un consenso informato scritto.

Per quanto riguarda il gruppo dei controlli, i criteri di reclutamento sono stati
— anamnesi negativa per disturbi somatici;
— anamnesi e familiarita negativa per disturbi psichiatrici, malattie neurologiche ed
abuso di sostanze;
assenza di disturbi psichiatrici in atto accertata mediante intervista clinica.

7.2.2 Isolamento plasma e siero

1) plasma: il sangue viene prelevato in provette da emocromo contenenti EDTA (3ml),
centrifugato a 4000 rpm x 15 min. ed il plasma recuperato e conservato a -80 °C.

2) siero: il sangue viene prelevato in provette contenenti Clot Activator. In accordo con i
risultati ottenuti dalla prima fase, dopo la completa degranulazione delle piastrine, il
campione viene centrifugato a 4000 rpm x 15 min ed il siero raccolto e conservato a -80°C.
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7.3 VALUTAZIONE DEI PARAMETRI IN STUDIO

7.3.1 Trattamento dei campioni

I campioni vengono diluiti 1:5 con Dulbecco-PBS (DPBS), quindi si aggiunge HCI 1IN in
quantita tale che il pH sia circa 3. Dopo 15 minuti il campione viene riportato a pH 7
aggiungendo NaOH 1IN; ogni campione & stato trattato individualmente.

7.3.2 Dosaggio del bdnf

Il dosaggio ELISA & un metodo specifico e sensibile per valutare la concentrazione di
BDNF nel surnatante di colture tissutali, nel plasma, nel siero, nelle urine e negli estratti
tissutali. Per la valutazione dei livelli di BDNF & stato usato un apposito kit commerciale
(BDNF Epax , Promega).

Preparazione della piastra: Abbiamo utilizzato piastre Nunc Maxisorp ™ per dosaggi
ELISA in polistirene da 96 pozzetti, come consigliato dal protocollo.

Si aggiungono 100 pl di una soluzione contenente |'anticorpo monoclonale (mAb) anti-BDNF
(10 pl di mAb anti-BDNF umano in 10 ml di coating buffer (NaHCO30.025 M, Na,CO; 0.025
M; pH a 9.7) in ciascun pozzetto e si lascia incubare la piastra overnight a 4°C

Il giorno successivo dopo aver lavato ogni pozzetto con wash buffer (TBST) si aggiungono
in ogni pozzetto 200 pl di soluzione di bloccaggio (Block & Sample 1X buffer) e si lascia
incubare la piastra a temperatura ambiente per 1 ora.

Curva Standard: Per la valutazione del contenuto di BDNF nei campioni testati, occorre
disporre di una curva a concentrazioni note di standard. A partire da una concentrazione di
1ug/ml di proteina pura (fornita con il kit) si effettuano diluizioni seriali in modo da
oftenere una curva con concentrazioni note di BDNF 500pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5
pg/ml, 31.3 pg/ml, 15.6 pg/ml, 7.8 pg/ml e O pg/ml.

— Il campione acidificato viene caricato nei pozzetti dopo esser stato opportunamente
diluito con Block & Sample Buffer (per i campioni umani1:100 per il siero; 1:30 per il
plasma; per i campioni di ratto: siero 1:20, plasma 1:10, corteccia e liquor 1:5)

— La piastra, contenente standards e campioni, viene incubata per 2 ore a femperatura
ambiente su un agitatore di piastra (400 +100 rpm), quindi i pozzetti svuotati e
lavati con TBST wash buffer (Tris HCI 20 mM (pH 7.6), NaCl 150mM, Tween ® 20
0.05% (v/v)).

— Si aggiunge pAb anti-BDNF umano diluito 1:500 con il buffer 1X Block & Sample e si
fa una seconda incubazione di 2 ore a temperatura ambiente a 400 +100 rpm., quindi
i pozzetti svuotati e lavati con TBST wash buffer.

— Si aggiunge Ab anti-IgY HRP diluito 1:200 con il buffer 1X Block & Sample e si fa
una terza incubazione di 1 ora a temperatura ambiente ed in agitazione (400 +100
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rpm). Al termine dell'incubazione si procede nuovamente all'operazione di
svuotamento e lavaggio dei pozzetti.

Si aggiungono 100 pl di TMB (tetramethyl benzidine) a temperatura ambiente come
substrato colorimetrico (viraggio al blu); dopo una incubazione di circa 15 min., la
reazione di viraggio viene stoppata con l'aggiunta di 100 pl di acido idrocloridrico IN
(Carlo Erba, Italy). Quest'operazione determina il cambiamento del colore da blu a
giallo, per cui la lettura dell'assorbanza é effettuata a 450 nm con un lettore di
piastra (BIORAD, model 550).

32



7.3.3 Strumenti di valutazione e valutatori

Le valutazioni sono state effettuate da specializzandi della Clinica Psichiatrica di Pisa,
affiancati da un clinico competente supervisore (Dr Armando Piccinni).

Per la valutazione sono stati utilizzati:

1.Modulo _anamnestico (Sistema Informativo per la Documentazione dell'Assistenza

Psichiatrica).

Registra i Dati Anagrafici, I'Anamnesi Familiare, Fisiologica, le Condizioni Mediche

Pregresse, il Pregresso Uso di Sostanze e |'Ananmesi Psichiatrica. Tempo necessario alla
somministrazione: 5'.

2. HAM-D (Hamilton Depression Rating Scale) (Hamilton, 1960).
L'HAM-D, nella versione probabilmente pit diffusa (quella pubblicata nello “ECDEU

Assessment Manual for Psychopharmacology”, Guy, 1976), & composta da 21 item; di questi,
il n® 16, Perdita di peso, & suddiviso in due sub-item mutuamente escludentisi che
esplorano, uno la perdita di peso riferita ed uno quella misurata dalla bilancia; anche l'item
n° 18, Variazioni diurne, & suddiviso in due sub-item, uno che esplora la presenza di
variazioni diurne della sintomatologia ed il senso verso il quale vanno le eventuali variazioni
(peggioramento mattutino o serale), ed uno la gravitd delle eventuali variazioni.
Generalmente i primi 17 item sono considerati quelli nucleari della depressione ed & su
questi che di solito viene definito il cut-off di gravita che puo essere cosi schematizzato:

= >25 depressione grave » 24-18 depressione moderata

» 17-8 depressione lieve » <7 assenza di depressione
La HAM-D ¢ adatta per pazienti adulti con sintomatologia depressiva di qualsiasi tipo. La
scala é adatta alla valutazione delle variazioni della sintomatologia sotto trattamento e puo
essere impiegata, percio, nella fase precedente e successiva al trattamento.

3. MADRS (Montgomery-Asberg Depression Rating Scale) (Montgomery e Asberg, 1979).
La MADRS ¢ nata dalla collaborazione della Scuola Inglese con quella Svedese. Ha le sue

radici nell'esperienza fatta con la CPRS (Asberg et al., 1978) ed e stata creata con
I'obiettivo di ottenere uno strumento sensibile alle variazioni della sinfomatologia che si
verificano nel corso del trattamento. In particolare, gli Autori si proponevano di ottenere
uno strumento in grado di rilevare le differenze, non solo tra farmaco attivo e placebo, ma
anche fra due o pit farmaci attivi con meccanismo d'azione (e quindi, verosimilmente, con
spettro d'azione) diverso, cosa che le RS disponibili difficilmente riuscivano a fare. La
MADRS & composta da 10 item che esplorano I'umore depresso, la tensione, i disturbi del
sonno e dell'appetito, la difficolta di concentrazione, l'astenia, la perdita dei sentimenti, i
pensieri pessimistici e quelli suicidari. Gli item sono valutati su di una scala a 7 punti (da O,
assente, a 6, massima gravita) di cui, 4 (0, 2, 4 e 6) definiti e 3 (1, 3 e 5) intermedi. Il
punteggio globale, cioé la somma dei punteggi dei dieci item, esprime la gravita generale
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della sintomatologia. La MADRS ¢é adatta per la valutazione di pazienti adulti con
sinfomatologia depressiva di qualsiasi natura. La scala & stata costruita per la valutazione
delle modificazioni della sinfomatologia sotto trattamento ed & percio adatta ad essere
impiegata almeno al pre ed al post-trattamento; ulteriori valutazioni intermedie sono a
discrezione del clinico. Per la valutazione si prende in considerazione cio che il paziente
riferisce ed il suo comportamento manifesto nel corso dell'intervista. Le caratteristiche
psicometriche della scala sono risultate ottime. L'affidabilita & paragonabile a quella della
HAM-D, con il vantaggio di un minor numero di item.

4. HAM-A (Hamilton Anxiety Rating Scale) (Hamilton, 1959).
LHAM-A fu creata da Hamilton per la valutazione dei pazienti per i quali era gia stata

formulata una diagnosi di disturbo ansioso (o, con la terminologia di allora, di nevrosi
ansiosa) e non per valutare l'ansia di pazienti affetti da altri disturbi psichici. Questo
limita le possibilita di impiego della scala, ma la rende particolarmente valida quando si
vogliano confrontare tra loro i pazienti con disturbi dansia. La scala pone l'accento
soprattutto sullo stato soggettivo del paziente e, in misura minore, sull'osservazione.
D'altronde, il vissuto soggettivo del paziente & certamente in primo piano tanto nel
procedimento diagnostico che nella valutazione del cambiamento sotto l'effetto del
trattamento. La scala, per espressa dichiarazione dell'Autore, deve essere impiegata per la
valutazione di soggetti adulti affetti da "nevrosi ansiosa”. LHAM-A & composta da 14 item
ognuno dei quali rappresenta, in realta, un cluster nel quale sono raggruppati diversi sintomi
(da 2 a 8) associati tra loro o per la loro natura o perché I'esperienza clinica indica che sono
tra loro correlati. I diversi sintomi che compongono ciascun item sono indicati nel testo
della scala. L'analisi fattoriale ha consentito di estrarre due fattori, uno di Ansia Somatica,
che comprende gli item da 7 a 13, ed uno di Ansia Psichica, formato dai primi 6 item e dal
14°, Ciascun item & valutato su di una scala a 5 punti (“assente”, “lieve”, "moderato”,
"grave”, "molto grave”). Il punteggio della scala puo variare, pertanto, da O a 56. In realtq,
il punteggio massimo & scarsamente usato ed e generalmente considerato pit un punto di
riferimento che un livello di gravita di uso pratico, per cui il limite superiore &
generalmente molto pit basso. Un punteggio totale intorno a 18 & considerato patologico. Il
periodo preso in considerazione per la valutazione ¢, per gli aspetti soggettivi, quello della
seftimana precedente lintervista, ed il momento stesso dell'intervista per gli aspetti
comportamentali. LHAM-A & stata esplicitamente proposta per la valutazione del
cambiamento e viene percio utilizzata al pre-trattamento ed almeno al post-trattamento;

ulteriori valutazioni intermedie sono a discrezione del clinico.
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Scale di valutazione

HAMILTON RATING SCALE FOR DEPRESSION
HAM-D -# 049

CaENOITIE @ MOMIE. oo i i e e e ceee s e e Dt i maseiln....o .

Codice Pazienle... e e AU O e e s s Datn valulmzione. ... s e,

ISTRULIONT GENERALL Scepliere per ciascun itam il puntegeio che meglio caraiterizea il
pazienie @ riporiacks nella casella alla destra dell'ibem stesso.
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rwiviara ol oecopanisd o nasked) 1 = Birisve gl preccoemente [nelle pime one del matting L
0 = Amenke ma siriddormenia
Mmnifiasiz quasii sanfimenti sclo sz iniermgaio 2 = B incapace di addormeniarsi sz xi akea dal letie
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MONTGOMERY-ASBERG DEPRESSION RATING SCALE
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ISTRUZIONTI GENERALI
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esattamiznie inuno dei punti dafiniti dalla seala (0, 2,4, 8) 0 0 oun punto intermedio (1, 3, 5).

It accezinmle che un paziznbe depressn non possa essere valutabo sugliitem della smln S non & passibile ottenere dal
erdente risposie chiare, s devono utilizezre, come base per I valutreione, utte ke ndicreioni pertinenti e le informazioni
otienube ca alire fonti, come generalmente s fa nella pmbica climo.
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HAMILTON ANXIETY SCALE
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ISTRUZIONI GENERALI
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4 INBONNLA
Difficalti ad addarmentarsi. sanno inlemalio, sonno non riposante s i siancheern al
nsveglioy sogni, incubi, lerror nottumi

S SFERAINTELLETTIVA
Difficalti o concentrarsi, ricdieione della memoria

G UAORE DEFRESS()
Parditn i inleressi. incapaciii o tovare pincers negli hobby depressions, dsveglio precoce,
allermmnen dinmn

SINTOMI SOMATICT (APPARATO MUSCOLARE)
Diedari muscalari, senza di girmmento, irdgidimeanto, contmzion cloniche, denli sarali, vooe
tremu b, aumenio del tomo muscolars

B SINTONMI SONATICT (RGANT DN SENSO)
Ronzii auricolan., visione confusa, vampe di caldo e di fredda, senso di debolcrza, sensmzioni
ili bueature

S SINTOMI CARIMOVASCOLARD
Tachicardia, palpi tmzioni, dolon al peio, pulsaioni vasali, sensa di svenimanto, sospin, dispnea

=
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CAPITOLO 8

RISULTATI

8.1 Risultati della sperimentazione animale con Duloxetina

8.1.1 Studio acuto 1-24h
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Fig. 9 variazione dei livelli di BDNF in ratti trattarti con Duloxetina 10-30-100 mg/Kg e
sacrificati dopo 1h e 24h A: Siero; B: Plasma; C:CSF; D:Corteccia

La somministrazione di Duloxetina alle diverse dosi (10, 30 e 100 mg/Kg) non ha
determinato variazioni significative dei livelli di BDNF nei vari tessuti analizzati dopo 1 o
24h, indipendentemente dal dosaggio (Fig. 9).
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8.1.2 Studio cronico
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Fig. 10 Variazione di BDNF nel siero di ratti trattati
con Duloxetina 10-30-100 mg/Kg per 1499
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Fig. 11 Variazione di BDNF nel plasma di ratti

trattati con Duloxetina 10-30-100 mg/Kg per 14gg
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Fig. 12 Variazione di BDNF nel CSF di ratti trattati
con Duloxetina 10-30-100 mg/Kg per 14gg

La somministrazione di Duloxetina a diverse dosi non determina variazioni dei livelli di
BDNF sierico dopo 14gg di trattamento (Fig.10).

Per quanto riguarda i livelli plasmatici di BDNF, se pure le concentrazioni 30 e 100 mg/kg
determinano un aumento, tale aumento puo costituire solo un trend, in quanto non risulta
ancora significativo (Fig. 11).

La valutazione dei campioni di liquor da animali trattati con le diverse dosi di Duloxetina,
non ha permesso di determinare variazioni significative per i livelli di BDNF nel liquor: come
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nel caso del plasma, I' aumento della concentrazione di BDNF per le dosi 30 e 100 mg/kg
non risulta infatti ancora significativo (Fig.12). In questo caso, tuttavia, non si preferisce

parlare di trend positivo, in quanto l'estrazione del liquor si presta a frequente
contaminazione ematica.
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Fig. 13 Variazione di BDNF nella Corteccia Prefrontale di ratti trattati con
Duloxetina 10-30-100 mg/Kg per 14gg
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Fig.14 Variazione del peso corporeo di ratti trattati con Duloxetina 10-30-100
mg/Kg per 14gg (espresso come variazione incrementale rispetto al giorno 0)

La somministrazione di Duloxetina a diverse dosi non determina variazioni significative dei
livelli di BDNF corticale dopo 14gg di trattamento nei ratti trattati con la dose pit bassa.
Nei ratti trattati con 30 e 100 mg/kg di Duloxetina si osserva invece un aumento
significativo del BDNF corticale rispetto al gruppo controllo (p<0.05) (Fig. 13).

Inoltre, durante il periodo del trattamento si & osservato per i ratti trattati con la dose
maggiore di Duloxetina, una sensibile riduzione del peso ponderale: il grafico in fig. 14 &
espresso come variazione incrementale del peso onde evitare differenze individuali di peso.
Mentre per le concentrazioni 10mg/kg si osserva una crescita normale, per la dose 100 si
osserva una riduzione significativa (p<0.05) a partire dal 7° giorno di trattamento rispetto
agli altri gruppi; la concentrazione 30mg/Kg presenta solo una tendenza alla riduzione.
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8.2 Risultati della sperimentazione condotta su volontari

8.2.1 Risultati della Fase 1: Valutazione del rilascio di BDNF da piastrine attivate

259

incremento normalizzate

051

5min 20 min 1h 2h

Fig.15: Variazione dei livelli sierici del BDNF con modalita tempo-
dipendente dal tempo di coagulazione (~ p<0.05)

La Fig. 15 riassume i dati emersi dallo studio pilota condotto sul sangue di volontari umani:

la massima degranulazione e rilascio piastrinico si verifica, cioe, dopo almeno 1h dal
prelievo, utilizzando provette contenenti Clot Activator (i dati sono stati espressi come
variazione incrementale rispetto al tfempo 5min.).

I dati ottenuti sono stati utilizzati nella stesura del protocollo della Fase 2 e 3 di questa
sezione sperimentale.
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8.2.2 Risultati della Fase 2: Valutazione delle variazioni circadiane dei livelli ematici di

BDNF.

8.2.2.6RUPPO UOMINI
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Fig. 16: variazione della concentrazione plasmatica di BONF
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Fig. 17: variazione della concentrazione sierica di BDNF

Il primo gruppo sperimentale allestito era composto da volontari sani di sesso maschile
tutti di etd compresa tra 25-35 anni.

I dati emersi hanno evidenziato la presenza di una fluttuazione circadiana nel plasma,
caratterizzata da una riduzione significativa della quota plasmatica alle ore 20 (Fig. 16 );
nel siero non & stato possibile evidenziare tale andamento (Fig.17).
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Fig. 18: Correlazione tra Cortisolo, ACTH, Testosterone e BONF plasmatico (A,B,C ) o sierico (D,E,F)

La valutazione delle correlazioni dei diversi ormoni con i livelli ematici della neurotrofina
confermano |'assenza di una correlazione con cortisolo [Fig. 18 -A (plasma); 18-D (siero)] e
con ACTH [Fig. 18-B (plasma); 18-E (siero). Non sono state inoltre trovate correlazioni
neanche con il Testosterone [Fig. 18-C (plasma); 18-F (siero)].
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8.2.2 GRUPPO DONNE
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Fig. 19: variazione dei livelli di BONF nel plasma.
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Fig. 20: variazione dei livelli di BONF nel siero.

La valutazione del contenuto sierico e plasmatico di BDNF nelle due fasi del ciclo sessuale
femminile ha evidenziato come vi sia un‘alta variabilita soggettiva di questo parametro,
analogamente a quanto osservato nel gruppo uomini; futtavia, i due parametri non risultano
influenzati dalla fase del ciclo, come ben evidenziato in Fig. 19 e 20.

Infine, diversamente da quanto osservato nel gruppo uomini, non & possibile osservare
variazioni di tipo circadiano né dei livelli plasmatici (Fig. 19), né di quelli sierici (Fig. 20).
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La valutazione delle correlazioni dei diversi ormoni con i livelli ematici della neurotrofinag,
come nel caso del gruppo uomini, non permettono di identificare correlazioni del BDNF con
cortisolo (Fig. 21-A e 22-A), né con ACTH (Fig. 21-B e 22-B).

Non sono state inoltre trovate correlazioni con gli ormoni sessuali esaminati, come
evidenziato dai grafici riportati (Estradiolo: Fig. 21-C e 22-C; Progesterone: Fig. 21-D e 22-
D; LH: Fig. 21-E e 22-E; FSH: Fig. 21-F e 22-F; Fig. 21-G e 22-6).
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8.2.3 Risultati della Fase 3: Valutazione delle variazioni dei livelli di BDNF ematico in

uno studio di follow-up su pazienti affetti da episodio depressivo maggiore.

Pazienti affetti da EDM Sogzettl di controlla
Caratteristiche [M=15) (H=15) Lnalisi

Tabella 1: caratteristiche demografiche dei soggetti partecipanti allo studio.

Il gruppo di pazienti affetti da episodio depressivo maggiore (n=15) era costituito in
maggioranza da femmine (87%) con un'eta media di 47+10,8 anni, coniugate (73%) e con
un'occupazione lavorativa al momento dell'arruolamento (60%). Il 47% dei pazienti
presentava un’' anamnesi familiare negativa per disturbi di interesse psichiatrico; nei
restanti casi & stata riscontrata positivita per depressione maggiore e disturbo di panico
od alcolismo (40 e 13% del campione, rispettivamente).

Per circa la metd dei pazienti (47%) si trattava del primo episodio depressivo; il 53% dei
casi aveva gia sofferto di almeno un episodio depressivo in passato (eta di esordio variabile
tra 22 e 60 anni). 7 pazienti presentavano comorbidita lifetime per disturbo di panico.

Nel trattamento farmacologico dell'episodio depressivo attuale sono stati utilizzati:
citalopram, sertralina o paroxetina (nel 53, 33 e 14% del campione, rispettivamente). In 6
pazienti un antidepressivo triciclico (amitriptilina, trimipramina od imipramina) & stato
associato al trattamento con SSRI, in 3 soggetti infine & stato utilizzato uno stabilizzante
dell'umore (acido valproico).

Il gruppo di controllo era costituto nell'80% dei casi da femmine con un'eta media di
36,9+9,2 anni, in maggioranza coniugate (60% del campione) e con un' occupazione
lavorativa al momento dell'arruolamento (85%).
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Pazienti affetti da EDM Soggetti di controllo

(N=15) {H=15) Aunalisi?
Bageline 1 mese 3 mesi fimest 1 anng
(n=15) 2 setfimane (n=12 (n=9) (n=9) (n=3) (n=7)
Media DS Media DS Media Ds Media DS Media Ds edia Ds Media DS

Puntegzio HAM-D 2230 530 17,30 510 12,20 570 200 580 690 720 390 430 - - <001
Punteggio MADRS W0 560 250 930 1630 630 10,70 750 260 330 770 10,30 - - <00
Puntegmo HAM-A 2313 590 17,40 6,39 13,80 470 830 590 6,50 6,20 590 g10 -- - <0.001°
BDNF sierico (ngftd 930 | ss0 | w0 | e | om0 | s | o2as0 | eso | mso | osio | owzsn | oaw | men | ozen [coo0id <ot <00
EDNF plasmatico (ng/nd 28 04 29 080 441 L1 676 1,33 772 261 224 064 540 230 0.0020 001"

Tabella 2: caratteristiche cliniche dei soggetti partecipanti allo studio

Legenda Tabella 2

§ Mann-Whitney test applicato nel confronto tra i valori di BDNF di ogni tempo rispetto al valore dei soggetti
di controllo (riportate le significativita)

Mann-Whitney test applicato nel confronto tra il punteggio alle scale HAM-D, MADRS ed HAM-A di ogni tempo
di valutazione rispetto al baseline

a punteqggio HAM-D dei pz ad uno, 3, 6mesi ed un anno vs. punteggio HAM-D dei pz al baseline

b punteggio MADRS dei pz ad uno, 3, 6mesi ed un anno vs punteggio MADRS dei pz al baseline

cpunteggio HAM-A dei pz ad uno, 3, 6mesi ed un anno vs. punteggio HAM-A dei pz al baseline

d BDNFF sierico dei pz al baseline, a 2 settimane e ad 1 anno vs. BONF sierico dei soggetti di controllo

f BONF sierico dei pz ad uno e 6 mesi vs. BONF sierico dei soggetti di controllo

g BONF sierico dei pz a 3 mesi vs. BONF sierico dei soggetti di controllo

h BDNF plasmatico dei pz al baseline vs. BONF plasmatico dei soggetti di controllo

i BDNF plasmatico dei pz a 2 settimane vs. BONF plasmatico dei soggetti di controllo

Per quel che concerne i punteggi delle scale HAM-D, MADRS ed HAM-A, sono emerse
differenze significative a partire dall'osservazione ad un mese per ciascuna scale
utilizzata. I punteggi medi ad un anno sono risultati pari a 3,9+4,8, 7,7+10,3 e 5,9+8,1 nelle
scale HAM-D, MADRS ed HAM-A, rispettivamente (Tab.2).

La tabella 2 riporta inoltre i valori sierici e plasmatici medi di BDNF: alla valutazione iniziale i
pazienti hanno mostrato livelli medi di BDNF sierico e plasmatico di 19,3+8,8 ng/ml e 2,9+0,5
ng/ml, rispettivamente. Quest’ ultimo parametro & risultato significativamente inferiore rispetto a
quello presentato dal gruppo di controllo (p=0.002). Anche il valore medio a due settimane di
BDNF plasmatico dei pazienti € stato significativamente piu basso rispetto a quello dei controlli
(p=0.001). Non sono emerse differenze significative ulteriori dal confronto dei livelli di BDNF ai
tempi successivi tra i due gruppi.

Ad un anno dall’inizio del trattamento il campione, limitato a 7 pazienti, presentava valori medi
sierici e plasmatici di BDNF di 18,8t4,1 ng/ml e 2,24+0,64 ng/ml che, pur inferiori, non
differivano significativamente da quelli presentati dal gruppo di controllo. Diversamente dai
valori plasmatici, i livelli sierici di BDNF non hanno mostrato differenze statisticamente
significative confrontando il valore di ogni tempo di valutazione rispetto a quello riscontrato al
baseline. Ciascun valore sierico € risultato comunque significativamente inferiore rispetto a
quello dei soggetti di controllo.
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Fig. 23: variazione dei livelli sierici di BONF durante i/ periodo di follow-up
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Fig. 24: variazione dei livelli plasmatici di BONF durante il periodo di follow-up

I grafici sopra riportati illustrano le variazioni dei valori medi sierici (Fig. 23) e plasmatici

(Fig. 24) di BDNF nei pazienti durante il follow-up: sono state riscontrate differenze

statisticamente significative comparando il valore plasmatico iniziale di BDNF con quello ad
uno, tre e sei mesi, rispettivamente (p<0.05), mentre ad un anno non si osservano variazioni

dal valore iniziale (p=0.78); I'andamento dei valori sierici di BDNF non ha presentato al
contrario differenze significative tra le singole osservazioni.
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Fig. 27: correlazione tra HAM-A e BONF plasmatici

L'analisi delle correlazioni tra variabili cliniche e valore plasmatico di BDNF ha permesso di
osservare la presenza di una correlazione significativa di inversa proporzionalita tra i valori
plasmatici di quest’ ultimo e la gravita della sintomatologia depressiva espressa dai punteggi
alle scale HAM-D (= -0,606; p = 0,017) (Fig. 25) e MADRS r = -0,564; p= 0,028) (Fig. 26).
Una correlazione analoga ¢ emersa tra il valore plasmatico di BDNF ed il punteggio alla
scala HAM-A, sebbene non abbia mostrato significativita (Fig. 27).

Al contrario, le correlazioni tra i livelli sierici di BDNF ed i punteggi alle scale
psicopatologiche non sono risultate statisticamente significative.

Un modello di analisi multivariata dove il valore plasmatico di BDNF figurava come variabile
indipendente ed il punteggio alla scala HAM-D, I'etd e la presenza di comorbidita lifetime
per disturbo di panico come variabili indipendenti, ha mostrato che la variazione nei livelli
di BDNF plasmatico era condizionata prevalentemente dalla gravita della sinfomatologia
depressiva (F= 4,163; P=0,042).

53



CAPITOLO 9
DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Il BDNF & la neurotrofina maggiormente diffusa nel cervello, soprattutto nell'ippocampo,
nella neocorteccia e nell'ipotalamo [Ernfors et al., 1990, 1992; Maisonpierre et al., 1990;
Hofer et al., 1990; Castren et al., 1995; Katoh-Semba et al., 1997]; inoltre anche il suo
recettore TrkB & quello che tra la famiglia dei Trk presenta la maggior distribuzione a
livello corticale [Aloyz et al., 1999].

A livello periferico il BDNF viene sintetizzato e rilasciato da popolazioni cellulari non
neuronali [Scarisbrick et al., 1993; Ernfors et al., 1990; Hiltunen et al., 1996; Maisonpierre
et al., 1990; 1991] e si ritrova nel circolo ematico [Rosenfeld et al 1995; Radka et al., 1996],
soprattutto immagazzinato nelle piastrine [Fujimura et al., 2002].

Essendo implicato nei meccanismi che regolano la neurogenesi, la sopravvivenza cellulare e
la plasticita sinaptica [Lessmann, 1998 (a), (b); Schuman, 1999; Schinder et Poo, 2000;
Schinder et al., 2000], gia da tempo & documentato il coinvolgimento del BDNF in patologie
neurodegenerative quali Alzheimer e Parkinson.

Ricerche effettuate negli ultimi anni hanno mostrato come il BDNF potrebbe essere
implicato anche nell'insorgenza della patologia depressiva [Altar et al., 1999; Chen et al.,
2001; Shimizu et al., 2003], anche alla luce delle osservazioni derivanti da studi di anatomo
patologia condotti post-mortem e che evidenziano tratti di neurodegenerazione ed atrofia
in aree specifiche di pazienti MDD [Manji et al., 2000; Rajkowska, 2000; Ongur et al.,
1998; Rajkowska et al., 1999].

Questi aspetti, hanno suggerito il coinvolgimento delle neurotrofine e soprattutto del
BDNF anche nei disturbi dell'umore: ulteriori studi post-mortem su pazienti depressi
mostrano come vi sia una ridotta espressione di BDNF, mentre si osserva un recupero nei
soggetti con episodio depressivo maggiore in trattamento farmacologico [Chen et al,
2001].

Questi dati hanno trovato una conferma anche in numerosi studi clinici condotti in vivo su
pazienti depressi, nei quali & stata osservata una riduzione dei livelli sierici di BDNF
rispetto ai soggetti normali [Karege et al., 2002], mentre soggetti depressi ma trattati con
antidepressivi mostravano valori ematici di BDNF paragonabili ai soggetti sani [Shimizu et
al., 2003].
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9.1 Discussione dei dati dello studio su animali

La Duloxetina ¢ un inibitore del reuptake di 5HT e NA, caratterizzato da un'alta e
relativamente bilanciata affinita per entrambe i trasportatori dei due NT [Bymaster et al.,
2001; Wong and Bymaster, 2002]; inoltre ha scarsissima affinita per i recettori
Muscarinico, Colinergico, Histaminergico 1 ed altri [Bymaster et al., 2001; Wong et al.,
19931].

L'impiego della Duloxetina si & mostrato efficace nel trattamento del’MDD a dosi nel range
40 - 120 mg al giorno [Detke et al., 2002 (a),(b): Goldstein et al., 2002; 2004], tra cui casi
di depressione grave [Andorn et al., 2005]. Per il trattamento del’MDD negli USA ed in
Europa, Duloxetina & commercializzata alle dosi 40-60 mg.

Il protocollo sperimentale ha permesso di valutare come l'efficacia della Duloxetina nel
ratto sia da considerarsi per dosaggi superiori ai 10mg/Kg e per trattamenti prolungati col
farmaco.

Come gia dimostrato da altri lavori, non & possibile evidenziare effetti a breve termine
della somministrazione di antidepressivi nei campioni biologici esaminati.

Al contrario, il trattamento con Duloxetina per 14gg determina variazioni del pool centrale
del BDNF, con particolare attenzione al contenuto corticale, per i dosaggi 30 e 100, mentre
la dose 10mg/Kg risulta priva di effetti significativi.

L'analisi del contenuto di BDNF negli altri campioni non ha consentito, analogamente allo
studio acuto, di osservare variazioni: per quanto riguarda la valutazione dei livelli di BDNF
su liquor, i dati emersi mostrano una evidente variabilita da attribuire alla contaminazione
ematica, difficile da evitare durante la metodica di estrazione, mentre i livelli ematici della
neurotrofina non risultano alterati né nel siero né nel plasma, se pure in quest'ultimo si
possa parlare di trend.

A conferma dei ottenuti su tessuto cerebrale, uno studio condotto ratti trattati con
dosaggi diversi di Fluoxetina ha riportato l'assenza di variazioni tissutali di BDNF in seguito
a trattamento di tre settimane con bassi dosaggi di Fluoxetina, mentre per alti dosaggi
viene registrato un aumento della biodisponibilita della neurotrofina [Engesser-Cesar et al.,
2006].

Il protocollo su ratto ha permesso di evidenziare, infine, un effetto anoressizzanti del
farmaco, apparentemente dose-dimendente; questo dato & in accordo con quanto gia
documentato in studi clinici: infatti, pazienti con disturbo depressivo maggiore trattati
con Duloxetina, analogamente ad un secondo gruppo trattato con Fluoxetina, mostrano una
riduzione dell'indice di massa corporea (BMI) dopo 8 settimane rispetto al gruppo placebo,
mentre per trattamenti pit a lungo termine (34 settimane) si osserva un recupero del BMI,
che aumenta significativamente rispetto al gruppo placebo [Wise et al., 2006].

Del resto & ben noto che alcuni SSRI, come la Fluoxetina [Goldstein et al., 1994; Harto et
al.,1988] e la Sertralina [Croft et al.,1999], sono associati ad una riduzione di peso a breve
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termine, mentre nei trattamenti a lungo termine i pazienti tfendono a recuperare peso
[Michelson et al.,1999].

Diversamente da quanto osservato in studi clinici con pazienti in trattamento con
antidepressivi, i livelli di neurotrofina nel sangue non variano, indipendentemente dal
dosaggio, dopol4gg: la spiegazione potrebbe essere che il periodo di trattamento di due
settimane, scelto in accordo con la letteratura, non sia sufficiente per osservare variazioni
periferiche del BDNF.

Quest' aspetto potrebbe trovare conferma dall'osservazione, gid commentata, che nel
nostro modello sperimentale si verifica un decremento ponderale, in analogia alla riduzione
dell'indice di massa corporea riportato dagli studi clinici dopo 8-9 settimane di trattamento
con Duloxetina: ne segue che risulta verosimile, alla luce anche dei risultati di altri lavori
pubblicati, allineare il trattamento di 14gg nel ratto ad un trattamento di 8 settimane
nell'uomo.

Del resto, a conferma di questa ipotesi, in un recente studio condotto su ratti trattati con
Fluoxetina a dosaggi diversi, 'aumento ponderale dose - dipendente degli animali viene
riportato solo dopo tre settimane di trattamento [Engesser-Cesar et al., 2006], per cui &
possibile ritenere che la scelta della durata del periodo di somministrazione risulti
fondamentale per delineare gli effetti della Duloxetina.

Conclusioni I

L'elemento di novita di questo studio consiste nella valutazione degli effetti della
somministrazione di Duloxetina, un SNRI, in ratti nella regolazione dell'espressione e
rilascio della neurotrofina BDNF.

Inoltre questo studio, a conferma della teoria neurotrofica della depressione e dei dati gid
riportati in letteratura per altri farmaci antidepressivi, evidenzia come, anche per alte
concentrazioni di farmaco, non vi sia un effetto in acuto nel trattamento; piuttosto la
regolazione dell'espressione del BDNF, analogamente alla comparsa degli effetfti
terapeutici, si verifica solo dopo trattamento prolungato.

Ulteriori contributi potranno comunque essere forniti utilizzando il farmaco in modelli
sperimentali di stress/depressione, e procedendo ad una somministrazione pil prolungata
(3-4 settimane) del farmaco.
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9.2 Discussione dei dati ottenuti su volontari

Il punto centrale della sperimentazione condotta su volontari era quello di indagare come il
parametro BDNF variasse in una popolazione di pazienti depressi in cura presso la clinica
psichiatrica dell'ospedale S.Chiara di Pisa, durante un periodo di follow-up di un anno. Lo
scopo di questo studio era indagare se il BDNF ematico potessero essere considerato un
biomarker per valutare |'efficacia della terapia.

Nell'allestimento di questa seconda sperimentazione abbiamo tenuto presente che esiste
una variazione ritmica, a livello centrale, dell'mRNA e del contenuto proteico del BDNF in
ratti [Berchtold et al., 1999; Bova et al., 1998; Liang et al., 1998; Schaaf et al., 2000],
tant'e che alcuni autori ne ipotizzano I'esistenza anche a livello periferico; pertanto, prima
di condurre lo studio sui pazienti, abbiamo indagato se potesse esservi una variazione
ritmica giornaliera dei livelli sierici e/o plasmatici di questa neurotrofina, valutando anche
la possibile influenza di fattori ormonali.

Occorre rammentare che il BDNF & una molecola estremamente suscettibile a fattori
relazionati allo stile di vita e a condizioni soggettive (dieta, attivita fisica, stress, stati
infiammatori) [Lommatzsch et al., 2005; Russo-Neustadt et al., 1999; Smith et al., 1995],
per cui risulta estremamente difficile poter reclutare volontari disposti a seguire, per un
periodo di tempo sufficiente prima del prelievo, un regime standard molto controllato.

Lo studio sulla fisiologia del BDNF ematico ha permesso di evidenziare l'esistenza di
fluttuazioni circadiane nel gruppo degli uomini, in particolare una riduzione dei livelli
plasmatici alla sera, con valori massimi nelle prime ore della giornata. Questo stesso
andamento medio non & stato tuttavia evidenziato nelle donne, a prescindere dalla fase del
ciclo, nonostante siano state rilavate fluttuazioni dei valori plasmatici individuali.

Al contrario nei campioni di siero non sono state trovate differenze per i due sessi, cosi
come non e stato possibile evidenziare alcuna significativa correlazione con gli ormoni
esaminati.

A proposito dello studio su pazienti, si devono riconoscere alcune importanti limitazioni:
1. la scarsa numerosita campionaria e la prevalenza significativa del genere femminile;
2. circa la meta del campione (53%) & uscito dallo studio prima di completare le 48
settimane di osservazione: valori analoghi di dropout rates sono frequenti negli
studi a lungo termine sui disturbi dell'umore;
3. il trattamento farmacologico & stato condotto in condizioni naturalistiche, per cui i
dosaggi potevano presentare ampia variabilita.
Se pure quest’ ultimo aspetto risulti una limitazione, i riscontri osservati durante lo studio
si avvicinino maggiormente a quelli della realta clinica ordinaria; inoltre, in riferimento al
primo punto, la prevalenza femminile contribuisce a rendere il gruppo di studio omogeneo,
pur limitando la generalizzazione dei risultati.
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Passando al commento dei risultati, i dati hanno evidenziato differenze significative in
termini di valori medi sierici e plasmatici di BDNF tra pazienti affetti da episodio
depressivo maggiore ed una popolazione di controllo, con i primi che presentano livelli
significativamente inferiori.

In seguito al trattamento farmacologico si riscontra un incremento significativo dei livelli
medi di BDNF plasmatici, parallelamente al miglioramento della sintomatologia depressiva
ed a partire dal primo mese, in accordo con la ben nota latenza di efficacia della terapia
antidepressiva; questo ad eccezione dell'osservazione effettuata ad un anno, per la quale &
stato registrato un livello di BDNF inferiore nei pazienti depressi in remissione rispetto ai
controlli. Al contrario, I'andamento dei valori sierici di BDNF non ha mostrato differenze
significative durante il periodo di follow-up.

Gli studi presenti in letteratura su pazienti con depressione riportano prevalentemente i
valori sierici di BDNF, che risultano ridotti in pazienti depressi ed inversamente correlati
con la gravita della sinfomatologia depressiva [Karege et al., 2002]; inoltre il BDNF sierico
in pazienti depressi non in trattamento farmacologico & significativamente inferiore
rispetto a quello di pazienti in terapia antidepressiva e di soggetti sani, suggerendo il
ritorno alla normalitd dei valori di BDNF e la riduzione dei sinfomi depressivi
successivamente al trattamento antidepressivo [Shimizu et al., 2003].

In letteratura, comunque, si trovano ben pochi studi a lungo termine per l'effetto del
trattamento antidepressivo sui valori di BDNF sierico: tra questi lo studio di Aydemir et al.
[2005] riporta come in pazienti trattati con venlafaxina per dodici settimane si verifichi un
aumento dei livelli sierici di BDNF; conclusioni analoghe sono emerse anche su un periodo di
osservazione di otto settimane [Gonul et al., 2005].
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9.2.1 Conclusione II

I dati emersi da questo secondo studio consentono di affermare che il BDNF plasmatico,
rispetto a quello sierico, & un indice pil sensibile negli studi di efficacia terapeutica, specie
per studi di lunga durata.

Questa conclusione ¢ in linea con pit recenti lavori, in particolare con i risultati emersi da
un recente studio di followup della durata di 1 anno su pazienti affetti da schizofrenia e su
pazienti con disturbo bipolare [Palomino A. Et al, 2006]: gli autori hanno riportato che, se
pure i livelli di BDNF risultano ridotti rispetto ad una popolazione di controllo sia nel siero
che nel plasma, solo nel plasma & possibile osservare un aumento dei livelli di BDNF durante
un followup di 1 anno, rispetto ai valori del baseline.

Questo dato ha destato particolare interesse visto che precedenti lavori, condotti su
queste popolazioni di pazienti, non erano riusciti ad utilizzare i livelli sierici di BDNF come
marker di miglioramento terapeutico [Pirildar et al., 2004].

La poca sensibilita del siero puo esser dovuta alle molteplici influenze da parte di fattori
umorali sulle diverse popolazioni cellulari e sulle piastrine, come anche sulla sintesi e
secrezione dei componenti della cascata coagulativa.

Pertanto, i risultati ottenuti dal nostro studio su pazienti suggeriscono che l'andamento dei
livelli plasmatici di BDNF possa correlare con il decorso sintomatologico di pazienti in corso
di episodio depressivo maggiore. Alla luce delle difficoltad emerse durante i precedenti
studi su volontari non patologici, si suggerisce comunque cautela nella valutazione dello
studio naturalistico: dalle precedenti sezioni sperimentali emerge infatti che il BDNF & un
parametro estremamente suscettibile a variazioni individuali anche circadiane.

Se pure resti ancora da chiarire, 'andamento medio dei livelli plasmatici della neurotrofina
nel gruppo delle donne non presentava picchi circadiani; pertanto, in attesa di
approfondimenti ulteriori e dato che i pazienti reclutati nello studio clinico erano per lo pit
di sesso femminle, il valore plasmatico di BDNF pud essere considerato un biomarker utile
nello studio della patologia depressiva.
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