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Abstract.  

 

Recently, experiments performed in our laboratories showed that postnatal environmental 

enrichment, a condition of increased physical exercise, social interactions and sensory 

stimulation, promotes the maturation of the visual cortex and accelerates the postnatal 

development of the retina. Much less is known about the influence of the environment on 

the development of central nervous system during prenatal life. The only available 

evidence concerns the deleterious effects elicited by prenatal stress on the embryonic 

development while the possibility that maternal exposure to conditions of increased 

sociality and sensory-motor activity could influence the embryonic development remains 

unexplored. Here we investigated the influence of prenatal enrichment on the early 

development of the visual system in the fetus. We studied the anatomical development of 

the rat retina, by analyzing the migration of neural progenitors and the process of retinal 

ganglion cell death, which exerts a key role in sculpturing the developing retinal system at 

perinatal ages. The number of apoptotic cells in the retinal ganglion cells layer was 

analyzed using two distinct methods: the presence of pyknotic nuclei stained for cresyl 

violet and the appearance of DNA fragmentation (Tunel method). We report that 

environmental enrichment of the mother during pregnancy affects the structural 

maturation of the retina, accelerating the migration of neural progenitors and the 

dynamics of natural cell death. These effects seem to be under the control of Insulin-like 

Growth Factor-I (IGF-I): its levels, higher in enriched pregnant rats and in their milk, are 

increased also in their offspring, its neutralization abolishes the action of maternal 

enrichment on retinal development and chronic Insulin-like Growth Factor-I injections to 

standard-reared females mimics the effects of enrichment in the fetuses. Thus, the 

development of the visual system is sensitive to environmental stimulation during 

prenatal life. These findings could have a bearing in orienting clinical research in the field 

of prenatal therapy. 

 

Key words: prenatal enrichment, retinal development, apoptosis, neural migration, 

Insulin-like growth factor-I. 
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Riassunto. 

 

Studi effettuati nel nostro laboratorio hanno dimostrato che l’arricchimento ambientale 

postnatale, una condizione caratterizzata da intenso esercizio fisico volontario, possibilità 

di instaurare nuove relazioni sociali ed elevata stimolazione sensoriale, è capace di 

promuovere la maturazione della corteccia visiva e di accelerare lo sviluppo postnatale 

della retina. Sappiamo molto meno per quanto riguarda l’influenza dell’ambiente sullo 

sviluppo prenatale. I soli dati disponibili riguardano gli effetti deleteri dello stress 

prenatale sullo sviluppo embrionale, mentre la possibilità che l’esposizione della madre a 

condizioni di ottimizzazione ambientale possa influenzare lo sviluppo fetale rimane 

inesplorata. La presente ricerca intende pertanto indagare l’influenza dell’arricchimento 

prenatale sullo sviluppo del sistema visivo del feto. Abbiamo studiato lo sviluppo 

anatomico della retina di ratto attraverso l’analisi della migrazione dei progenitori neurali 

e del processo di morte naturale delle cellule gangliari retiniche, processi che esercitano un 

ruolo chiave nel costruire la citoarchitettura retinica durante le fasi precoci dello sviluppo. 

Il numero di cellule apoptotiche nello strato delle cellule gangliari è stato analizzato 

usando due diversi metodi: la presenza di nuclei picnotici evidenziati con il cresilvioletto e 

la comparsa di DNA frammentato (metodo del TUNEL). 

Abbiamo osservato che l’arricchimento ambientale della madre durante la gravidanza 

influenza la maturazione strutturale della retina, anticipando la migrazione dei 

progenitori neurali e accelerando le dinamiche di morte cellulare programmata. Questi 

effetti sembrano essere sotto il controllo del fattore di crescita Insulin-like Growth Factor-I 

(IGF-I). Infatti i livelli di questo fattore di crescita, più alti nelle ratte gravide arricchite e 

nel loro latte, sono aumentati anche nella loro prole. Inoltre la neutralizzazione di IGF-I 

previene gli effetti dell’arricchimento materno sullo sviluppo retinico e la sua 

somministrazione alle madri non arricchite mima gli effetti dell’arricchimento sui feti.  

I nostri risultati dimostrano che lo sviluppo del sistema nervoso retinico è sensibile alla 

stimolazione ambientale durante la vita prenatale e suggeriscono che gli effetti 

dell’ambiente sullo sviluppo fetale siano mediati dalla madre attraverso il controllo dei 
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livelli di IGF-I. Questi risultati possono essere rilevanti nell’orientare la ricerca clinica nel 

campo delle terapie prenatali. 

 

Parole chiave: arricchimento prenatale, sviluppo retinico, apoptosi, migrazione neurale, 

Insulin-like growth factor-I. 
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INTRODUZIONE. 
 

 
Studi condotti nel Laboratorio di Neurobiologia della Scuola Normale Superiore, guidato 

dal Prof. Maffei, hanno dimostrato che l’arricchimento ambientale dalla nascita è capace di 

accelerare lo sviluppo del sistema visivo nei roditori. Tale effetto di accelerazione è stato 

ritrovato a livello anatomico, con una precoce apertura degli occhi, a livello funzionale, 

con una precoce maturazione dell’acuità visiva e a livello molecolare, con accresciuti livelli 

di fattori neurotrofici in corteccia visiva e una precoce attivazione di cascate molecolari 

(Cancedda et al., 2004).  

Alcuni degli effetti osservati erano così precoci da indurre ad ipotizzare che potessero 

essere mediati da differenti livelli di cure materne ricevute dai piccoli nelle due situazioni 

confrontate (standard e arricchita). Lo studio del comportamento materno ha confermato 

che i piccoli arricchiti ricevono più alti livelli di cure materne (Sale et al., 2004).  

Poiché il controllo materno dello sviluppo del piccolo si esercita tramite la mediazione di 

fattori ormonali e trofici, era possibile che anche stazioni nervose periferiche, come la 

retina, fossero coinvolte in questi effetti di modificazione dello sviluppo indotti 

dall’arricchimento. Uno studio recente, effettuato da Maffei e collaboratori, ha trovato un 

accelerato  sviluppo funzionale della retina al pari del resto del sistema visivo sotto 

l’influenza dell’EE, dimostrando che anche la retina risponde da un punto di vista 

funzionale all’ambiente (Landi et al., 2007). 

Queste ricerche hanno dimostrato, quindi, che una complessa stimolazione sensoriale e 

motoria quale quella derivante dalla vita in un ambiente arricchito è capace di influenzare 

profondamente gli eventi di sviluppo del sistema nervoso, con due possibili fasi che si 

susseguono tra loro: una più precoce mediata dalle madri, ed una più tardiva in cui i 

piccoli, divenuti soggetti attivi dell’ambiente, interagiscono in maniera diretta con le 

accresciute opportunità di stimolazione che l’arricchimento offre loro.  

 

La presente ricerca, nel cui ambito si inserisce il lavoro da me svolto, intende approfondire 

l’indagine sui meccanismi cellulari e molecolari influenzati dal controllo materno in 

condizioni di arricchimento ambientale, utilizzando come modello lo sviluppo retinico. La 
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maturazione dell’architettura retinica è un modello particolarmente adatto per 

un’indagine sugli effetti materni sui meccanismi di sviluppo, perché avviene in una fase 

molto precoce dello sviluppo del piccolo, segue un andamento temporale già 

sufficientemente noto nelle sue dinamiche generali e si realizza tramite meccanismi 

molecolari che sono influenzati dall’ambiente. Inoltre è stato recentemente dimostrato che 

anche la retina, classicamente considerata una struttura poco plastica, risponde ad una 

stimolazione ambientale potenziata (Landi et al., 2007).  

Lo scopo della mia tesi è quello di studiare l’influenza dell’arricchimento ambientale 

effettuati nel periodo prenatale, allevando cioè in condizioni arricchite femmine di ratto 

gravide a partire dal primo giorno di gestazione, sullo sviluppo della retina del feto. Lo 

studio prevede di investigare anche i fattori molecolari coinvolti, rivolgendo particolare 

attenzione all’Insulin-like Growth Factor-I (IGF-I), che è considerato un forte modulatore 

della crescita fetale e postnatale e capace di regolare gli stadi precoci dello sviluppo 

neurale. 

 

Il sistema visivo. 
 

Nel sistema visivo dei Mammiferi le informazioni vengono elaborate a livello della retina e 

vengono inviate a differenti strutture cerebrali, localizzate nel mesencefalo e nel talamo, 

attraverso gli assoni delle cellule retiniche gangliari (RGCs), che formano il nervo ottico.  

Nei Roditori la maggioranza delle RGCs proietta al collicolo superiore (SC), e il 30% circa 

di queste manda collaterali al nucleo genicolato laterale dorsale del talamo (dLGN), che è 

la più importante stazione sottocorticale. Le RGCs di ogni occhio inviano assoni ad 

entrambi gli emitalami, ma la maggior parte delle afferenze del dLGN derivano 

dall’occhio controlaterale (solo il 5-10% degli assoni gangliari proietta ipsilateralmente). 

All’interno del dLGN gli assoni delle RGCs non si mescolano tra loro: nei gatti, nei furetti 

e nei Primati terminano in strati alternati occhio-specifici, strettamente monoculari 

(Hickley e Guillery, 1974). Nei Roditori, invece, non si ha una vera e propria laminazione 

del dLGN, ma le fibre retiniche controlaterali e ipsilaterali sono comunque segregate, 

anche se in modo non uniforme, e danno origine a due territori occhio-specifici: il nucleo 

interno, ipsilaterale, e il guscio esterno, controlaterale (Reese e Jeffery, 1983; Reese, 1988). 
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Dal dLGN, poi, le informazioni visive sono trasmesse alla corteccia visiva attraverso le 

connessioni talamo-corticali che terminano nello strato IV della corteccia visiva primaria 

(V1), per poi passare alle aree visive successive o a stazioni sottocorticali. La corteccia 

visiva primaria è organizzata in moduli funzionali: i neuroni hanno un’organizzazione 

colonnare e interi gruppi di colonne vanno a costituire tali moduli, ciascuno dei quali è 

deputato all’elaborazione di informazioni provenienti da zone specifiche del campo 

visivo. Sono state identificate le colonne di orientamento, formate da cellule il cui campo 

recettivo ha l’asse di orientamento pressoché identico, i blob, formazioni cellulari 

approssimativamente cilindriche localizzate negli strati II e III, e le colonne di dominanza 

oculare, disposizioni ordinate di cellule che ricevono afferenze solo dall’occhio destro o da 

quello sinistro oppure da entrambi, e che rivestono grande importanza per le interazioni 

binoculari. 

Tali sistemi, orientati in senso verticale, comunicano tra loro per mezzo di connessioni 

orizzontali che si stabiliscono tra cellule dello stesso strato. 

Hubel e Wiesel hanno coniato il termine di ipercolonna per indicare un intero gruppo di 

colonne dedicato all’analisi di linee aventi ogni possibile orientamento e provenienti da 

singole zone dello spazio; ciascun modulo di elaborazione è come una finestra aperta sul 

campo visivo, e all’interno di ognuno vengono analizzate tutte le informazioni provenienti 

da quella porzione di campo visivo (Kandel et al., 2000). 

Anche nei Roditori tale organizzazione strutturale e funzionale della corteccia visiva 

primaria è presente, sebbene ad uno stadio primitivo; Thurlow e Cooper (1988) hanno 

osservato un accenno di organizzazione irregolare delle afferenze controlaterali e 

ipsilaterali nella corteccia visiva del ratto, usando un marcatore funzionale 

(deossiglucosio), e questo risultato è stato recentemente confermato da registrazioni 

elettrofisiologiche (Caleo et al.,1999). 
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L’obiettivo di questo studio: la retina. 
 

Architettura della retina matura. 
 

Diversamente dalle altre strutture sensoriali, la retina non è un organo periferico ma è 

parte del sistema nervoso centrale (SNC), e la sua organizzazione sinaptica è simile a 

quella di altre strutture neurali centrali. 

La cornea e la lente (il cristallino) focalizzano la luce sullo strato dei fotorecettori. La retina 

si trova a contatto con l’epitelio pigmentato, che circonda la parte posteriore dell’occhio. 

Le cellule dell’epitelio pigmentato contengono melanina, un pigmento scuro che assorbe la 

luce in eccesso, non captata dai fotorecettori, impedendo così processi di riflessione dal 

retro dell’occhio alla retina che disturberebbero la visione delle immagini. Perché la luce 

possa raggiungere i fotorecettori senza essere assorbita o scomposta, gli assoni dei neuroni 

negli strati prossimali della retina non sono mielinizzati; in questo modo tali strati di 

cellule risultano relativamente trasparenti. Inoltre i corpi cellulari dei neuroni retinici 

prossimali situati all’interno di una regione specializzata della retina, la fovea, sono 

spostati lateralmente in modo da permettere ai fotorecettori di questa regione di ricevere 

l’immagine visiva in modo meno distorto possibile. Tale spostamento laterale è 

maggiormente pronunciato nella foveola, la zona al centro della fovea. La fovea non è 

presente nella retina dei Roditori. 

La retina dei Mammiferi contiene una grande varietà di tipi cellulari (circa 55), ognuno con 

differenti funzioni. I principali tipi cellulari sono rappresentati dai fotorecettori (coni e 

bastoncelli), dalle cellule orizzontali, dalle cellule bipolari, dalle cellule amacrine, dalle 

cellule gangliari e dalle cellule della glia di Müller. 

In sezione trasversale è possibile apprezzare l’alternanza tra strati nucleari, costituiti dai 

corpi cellulari dei vari tipi di neuroni, e strati plessiformi, costituiti dai processi cellulari 

tramite i quali le cellule stabiliscono tra loro le connessioni sinaptiche. 

Procedendo dall’epitelio pigmentato verso il cristallino è possibile distinguere, nell’ordine: 

lo strato nucleare esterno (ONL -outer nuclear layer-), che contiene i corpi cellulari dei 

fotorecettori, lo strato plessiforme esterno (OPL -outer plexiform layer-), contenente gli 
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assoni dei coni e dei bastoncelli e i dendriti delle cellule orizzontali e bipolari, lo strato 

nucleare interno (INL -inner nuclear layer-), con i corpi cellulari delle cellule orizzontali, 

bipolari, amacrine e di Müller, lo strato plessiforme interno (IPL -inner plexiform layer-), 

dove si trovano gli assoni delle cellule bipolari e amacrine, e i dendriti delle cellule 

gangliari, e infine lo strato delle cellule gangliari (GCL -ganglion cell layer-), che contiene 

il soma delle cellule gangliari e delle cellule amacrine displaced (Figura 1.1). 
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Figura 1.1: posizione anatomica e architettura della retina matura. Tratta dal sito 
internet http://americanscientists.org. 
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I fotorecettori. 

fotorecettori rappresentano la porzione recettrice della retina. Lo stimolo luminoso dai 

torecettori raggiunge le cellule bipolari che lo inviano alle cellule gangliari. 

ei Roditori il numero dei bastoncelli è molto più grande di quello dei coni; in particolare 

ei topi i coni sono il 3% circa di tutti i fotorecettori. In una tipica retina di Mammifero ci 

ono dai 9 agli 11 tipi di cellule bipolari connesse con i coni, a formare pathways che 

vanno dalla retina esterna a quella interna. Ognuno di questi è responsabile di un 

differente tipo di informazione. 

L’output dei coni è separato in segnali ON e OFF. Tutte le sinapsi dei coni rilasciano 

glutammato come neurotrasmettitore, ma tipi diversi di cellule bipolari rispondono al 

glutammato in modo diverso. Alcune cellule bipolari hanno recettori per il glutammato 

ionotropici: il glutammato fa aprire un canale cationico, e la cellula si depolarizza. Altre 

cellule bipolari hanno sinapsi a segno invertito, mediate da recettori per il glutammato 

metabotropici; queste cellule bipolari si iperpolarizzano in risposta al glutammato (Nawi 

et al., 1991). I due tipi di cellule sono presenti in numero approssimativamente uguale. 

I fotorecettori si iperpolarizzano a seguito dell’assorbimento della luce, e le loro sinapsi 

rilasciano una minor quantità di glutammato. Quando la retina viene stimolata dalla luce 

un tipo di cellule bipolari si depolarizza, mentre l’altro tipo si iperpolarizza. Questa 

distinzione, creata alla prima sinapsi retinica, si propaga all’interno dell’intero sistema 

visivo. 

 

Le cellule bipolari. 

Le cellule bipolari prendono contatto da una parte con i fotorecettori,mentre dalla parte 

opposta inviano l’assone negli strati sottostanti. 

Le classi di cellule bipolari ON e OFF sono ulteriormente suddivise; ci sono infatti da tre a 

cinque tipi diversi di bipolari ON e da tre a cinque tipi diversi di bipolari OFF, il cui scopo 

è quello di separare i canali per le informazioni ad alta e a bassa frequenza (Kaneko et al., 

1970; Awatramani et al., 2000). Questa distinzione è dovuta alla presenza di diversi 

recettori per il glutammato che recuperano dalla desensitizzazione velocemente per le 

I 
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N

n

s

 7



____________________________________________________________________________________Introduzione 

informazioni ad alta frequenza e più lentamente per quelle a bassa frequenza (DeVries et 

al., 2000). 

Non esistono tuttavia coni che forniscono input esclusivamente all’una o all’altra classe di 

mazione alla 

 dai bastoncelli raggiungono le cellule gangliari (RGCs) 

più 

i. 

li. 

elle informazioni provenienti da unità 

cellule bipolari, ma ogni cono è connesso con più cellule bipolari a formare molti canali 

paralleli, ognuno dei quali comunica una versione diversa della stessa infor

retina interna. 

La maggior parte delle cellule amacrine e gangliari riceve sinapsi da cellule bipolari 

connesse ai coni, ma la retina funziona in diverse condizioni di illuminazione, e questo 

grazie alla spartizione del lavoro tra i coni (per la luce piena) e i bastoncelli (per la luce 

debole). I segnali che originano

attraverso una via indiretta, il cui percorso finale è rappresentato dai terminali assonici 

delle cellule bipolari connesse ai coni (Famiglietti e Kolb, 1975; Strettoi et al., 1990 e 1992). 

Esiste un unico tipo di bastoncelli e un unico tipo di cellule bipolari associate con questi. 

Le cellule bipolari dei bastoncelli sinaptano con cellule amacrine specializzate, dette AII, 

che poi trasmettono le informazioni alle cellule gangliari. Questo avviene attraverso 

sinapsi delle AII sui terminali assonici delle cellule bipolari dei coni, che poi eccitano le 

cellule gangliari. La circuiteria associata ai bastoncelli è più semplice di quella dei coni: 

bastoncelli convergono su una singola cellula bipolare, e questo comporta un guadagno in 

acuità visiva a scapito di sensibilità.; poiché i bastoncelli si sono evoluti più tardi rispetto 

ai coni, è probabile che la circuiteria dei bastoncelli si sia formata sulla base di quella, già 

presente, dei coni, e questo spiegherebbe l’azione indiretta dei bastoncelli sulle cellule 

gangliar

 

Le cellule orizzonta

Le cellule orizzontali sono deputate a trasportare l’impulso in senso orizzontale, 

permettendo così una prima integrazione d

recettoriali differenti. 

Tutti i coni e i bastoncelli ricevono afferenze da parte delle cellule orizzontali, ma queste 

cellule rappresentano una piccola proporzione degli interneuroni della retina a livello 

numerico (meno del 5% delle cellule presenti nello strato nucleare interno) (Jeon et al., 
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1998).Nella maggior parte dei Mammiferi sono presenti due tipi di cellule orizzontali, 

mentre nei Roditori ce n’è soltanto uno. 

o e di un anello di coni attorno a questo. Dato che ogni cono, sia esso quello 

Le cellule amacrine. 

cellule amacrine hanno partner pre e postsinaptici diversi, contengono vari 

eurotrasmettitori, controllano zone sia ristrette che ampie del campo visivo, formano 

arborizzazioni sia all’interno di un solo strato che tra diversi strati. Le specifiche molecole 

ro morfologia rispecchiano funzioni diverse. 

ulle cellule bipolari e influenzano l’equilibrio centro-periferia delle 

dell’IPL, dove formano sinapsi colinergiche con specifiche RGCs, quelle particolarmente 

Si pensa che le cellule orizzontali servano per aumentare il contrasto tra zone adiacenti di 

luce e buio e per adattare la risposta del sistema al livello generale di illuminazione.. 

L’eccitazione di un cono al centro della zona in questione causa un’inibizione a feedback 

del cono eccitat

centrale o uno di quelli vicini, trasmette un segnale alla retina interna, il risultato è che un 

piccolo stimolo eccita quelle RGCs che si trovano direttamente in corrispondenza della 

zona stimolata, ma inibisce le RGCs vicine. Questa è la classica organizzazione “centro-

periferia”, nella quale una RGCs viene eccitata o inibita da uno stimolo che cade nel centro 

del suo campo recettivo, mentre ha un effetto opposto se cade nella periferia. 

 

Le cellule amacrine, come le cellule orizzontali, sono neuroni associativi. Tutte le RGCs 

ricevono input dalle cellule bipolari dei coni, ma la maggior parte delle sinapsi sono 

indirette, tra le RGCs e le cellule amacrine (Freed et al., 1988; Calkins et al., 1994).Le cellule 

amacrine formano anche sinapsi inibitorie con i terminali assonici delle cellule bipolari, 

controllando in questo modo il loro output verso le RGCs. A differenza delle cellule 

orizzontali, che hanno un unico compito di carattere generale, le cellule amacrine svolgono 

una serie di funzioni che vanno dal modellare al controllare la risposta delle RGCs. 

Differenti 

n

che esprimono e la lo

Le cellule amacrine dopaminergiche adattano le risposte della retina alle condizioni di luce 

intensa o debole (Hampson et al., 1992), potenziano la risposta dei recettori ionotropici per 

il glutammato situati s

RGCs.  

Le cellule amacrine “starburst” sembrano essere strettamente associate con un particolare 

circuito computazionale; formano arborizzazioni in sottili lamine (2-4 mm) all’interno 
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sensibili al movimento. Queste cellule, attraverso un’azione eccitatoria/inibitoria 

(rilasciano sia acetilcolina che GABA), sono importanti per la selettività rispetto alla 

Le cellule gangliari. 

le e Boycott, 

rn delle proiezione assoniche (Garraghty e Sur, 1993; 

Yamagata e Sanes, 1995a e b)  sono diversi. 

 le RGCs hanno risposte diverse alla luce (per una review, vedi Wassle 

GCs: le M (per magno, 

 ad oggetti di grandi dimensioni e seguono bene rapidi cambiamenti dello stimolo. 

direzione (Masland, 2001). 

 

Le RGCs elaborano e convogliano le informazioni dalla retina ai centri visivi del cervello. 

Questi neuroni comprendono diverse popolazioni con struttura e funzioni diverse 

(Sernagor et al., 2001). 

La morfologia delle RGCs è varia. Il loro soma e le loro arborizzazioni dendritiche hanno 

dimensione variabile e anche l’architettura dei dendriti (Cajal, 1893; Wass

1991; Rodieck, 1993) e il patte

A livello funzionale

e Boycott, 1991; Rodieck, 1998; Dacey, 1999). La loro risposta può essere transiente o 

sostenuta, veloce o lenta, tonica o fasica. Alcune RGCs sono buoni rilevatori di 

movimento, mentre altre hanno una direzione preferita di movimento dello stimolo, altre 

ancora sono sensibili all’orientamento dello stimolo ma non alla sua direzione. Inoltre le 

RGCs mostrano una diversa sensibilità al contrasto e una diversa acuità visiva. Alcuni 

studi elettrofisiologici hanno rivelato l’esistenza di una stretta correlazione tra la 

morfologia e la funzione di queste cellule nei Vertebrati (Saito, 1983; Stanford e Sherman, 

1984; Amthor et al., 1984, 1989a e b; Dacey, 1999). 

Studi sulla struttura e la funzione delle RGCs condotti su varie specie hanno permesso di 

identificare diverse sottoclassi di queste cellule. 

Nella retina dei Primati si distinguono due classi funzionali di R

grandi), e le P (per parvo, piccole). Ognuna di queste classi include sia cellule centro-ON 

che cellule centro-OFF. Le RGCs M hanno grandi campi recettivi e grandi alberi dendritici, 

e rispondono in modo transiente all’illuminazione sostenuta. Rispondono in modo 

ottimale

Le RGCs P, invece, le più numerose, hanno campi recettivi piccoli, rispondono in modo 

specifico a certe lunghezze d’onda e sono coinvolte nella percezione della forma e del 

colore. Le cellule P sono ritenute le responsabili della percezione dei dettagli fini presenti 
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nell’immagine visiva, sebbene anche alcune M possano essere coinvolte in questa 

funzione. 

Nella retina del gatto, quella maggiormente studiata, sono state identificate le RGCs beta e 

 RGCs alfa. In generale, le sottoclassi di RGCs, comprese le alfa e beta del gatto, possono 

essere ulteriormente suddivise in cellule che si depolarizzano (RGCs ON) o 

iperpolarizzano (RGCs OFF) alla luce. Ogni sottotipo mostra alcune caratteristiche tipiche: 

che ricopre l’intera superficie della retina (Wassle et al., 1983; Cook 

le

(i) il loro pattern di arborizzazione e la dimensione dell’albero dendritico sono simili in 

ogni data posizione all’interno della retina; (ii) i loro campi dendritici si sovrappongono, 

formando un mosaico 

e Chalupa, 2000); (iii) ricevono lo stesso complesso di input presinaptici; (iv) proiettano 

alle stesse regioni situate nell’ambito dei target cerebrali. 

Tuttavia non tutte le diverse sottoclassi individuate in una specie sono presenti anche in 

tutte le altre. In tutte le specie studiate fin ora, comunque, l’IPL, lo strato all’interno del 

quale le RGCs formano le connessioni intraretiniche, è organizzato in due sublamine 

distinte a livello anatomico e funzionale. Indipendentemente dalla sottoclasse, gli alberi 

dendritici delle RGCs ON stratificano nella regione interna dell’IPL, la sublamina b, 

mentre quelli delle RGCs OFF lo fanno nella parte esterna dell’IPL, la sublamina a 

(Famiglietti e Kolb, 1976; Nelson et al., 1978). Le cellule con l’albero dendritico in entrambe 

le sublamine hanno risposte ON e OFF.  
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La retina e il suo sviluppo. 
 

L’occhio come organo bilaterale deriva da un singolo campo morfogenetico localizzato 

nella piastra neurale anteriore. Il singolo campo dell’occhio viene separato in due regioni 

dalla migrazione di precursori neurali diencefalici. In seguito eventi di proliferazione ed 

evaginazione danno luogo alle due vescicole ottiche. Queste si invaginano a formare due 

coppe ottiche, da cui prenderanno origine i peduncoli ottici, la retina neurale e l’epitelio 

pigmentato della retina. 

Nella retina il differenziamento cellulare, a partire da precursori retinici, inizia nello strato 

interno della porzione centrale della coppa ottica, e prosegue con andamento concentrico 

ono la posizione corretta, perdono le loro 

d acquisire una polarità formando le proiezioni assoniche 

he (Figura 1.2). 

 

 

verso la periferia della retina (Isenmann et al., 2003). 

I neuroni sembrano essere generati secondo la stessa sequenza temporale in tutte le specie 

analizzate fin ora: RGCs, cellule amacrine, cellule orizzontali e coni, cellule bipolari, 

bastoncelli e cellule di Müller. I progenitori neurali sono situati sulla superficie del tubo 

neurale, che diverrà la zona ventricolare delle vescicole ottiche, delle coppe ottiche e della 

retina in sviluppo. Le cellule postmitotiche lasciano la zona ventricolare e migrano in uno 

dei tre strati cellulari della retina, ma rimangono connesse da un lato all’altro della retina 

in senso radiale. Non appena raggiung

connessioni radiali ed iniziano a

e dendritic

 

Figura 1.2: rappresentazione schematica dei principali stadi di sviluppo delle cellule 
gangliari retiniche. Riadattata da Sernagor et al.(2001). 
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Studi ultrastrutturali (Olney, 1968; Fisher, 1979a; Blanks et al., 1974) suggeriscono che la 

pali classi di neuroni retinici avviene seguendo tre tappe. 

mune a tutte le specie, sebbene l’intervallo 

ne 

to ha suggerito che la morte per apoptosi 

a formazione dei circuiti. In particolare è stato ipotizzato che 

l’apoptosi possa avere un ruolo nel controllo del corretto numero di popolazioni neuronali 

interconnesse tra loro, nel rifinire le connessioni sinaptiche ed eliminare le proiezioni 

topograficamente non corrette e nel controllare la densità cellulare, portando così alla 

formazione dell’architettura neurale propria dell’adulto (per una review, vedi Cellerino et 

al., 2000). 

Fino a pochi anni fa si pensava che la funzionalità retinica fosse matura al momento 

d i 

e numero di sinapsi, l’espressione 

di trasportatori e di recettori per i neurotrasmettitori, raggiungono i livelli tipici 

dell’adulto proprio in corrispondenza dell’età in cui si osserva l’apertura degli occhi 

formazioni di sinapsi tra le princi

Le RGCs e le cellule amacrine sono i primi tipi di cellule che si differenziano e formano i 

primi circuiti funzionali della retina in sviluppo, nell’IPL. Subito dopo si differenziano le 

cellule orizzontali e i coni, e prendono contatto tra loro, formando l’OPL. Le connessioni 

verticali tra la retina interna e quella esterna si completano una volta che le cellule bipolari 

si differenziano e prendono contatto con le RGCs. 

Questo modello di formazione delle sinapsi è co

tra la formazione dei circuiti della retina esterna ed interna vari da specie a specie (da 

poche ore nello zebrafish a diversi giorni e settimane nei Mammiferi). 

Le cellule di Müller, importanti per la formazione del nervo ottico e per l’organizzazio

degli strati plessiforme e nucleare, vengono generate in due ondate di propagazione. Dopo 

la citogenesi nella zona ventricolare, la proliferazione cellulare continua nella zona 

subventricolare. 

Un processo fondamentale nello sviluppo della retina è la morte cellulare programmata 

(apoptosi), un processo attivo che spesso necessita di sintesi proteica; per esempio le 

cellule gangliari, popolazione sulla quale si è principalmente focalizzato lo studio di 

questo processo, vengono ridotte nei Roditori del 54-74% durante lo sviluppo (Dreher e 

Robinson, 1988). Il periodo in cui avviene il fenomeno apoptotico coincide con quello in 

cui ha luogo la formazione delle sinapsi. Ques

possa contribuire all

ell’apertura degli occhi (Tian et al., 2001). Infatti la maggior parte dei sistemi morfologic

neurochimici della retina, come il numero di cellule, il 
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(Fisher, 1979a; Greiner e Weidman, 1981; Sassoe-Pognetto e Wassle, 1997; Pow e Barnett, 

 1993). Registrazioni elettrofisiologiche 

 al., 2001). In queste 

, sebbene la base sinaptica di tali proprietà debba sempre essere 

sistema nervoso. 

nsiero: la scuola Behaviourista e la scuola 

2000). Tuttavia alcuni studi dimostrano che la maturazione delle risposte visive continua 

anche dopo tale momento. Le risposte alla luce iniziano ad emergere quando il pathway 

fotorecettori-cellule bipolari inizia a maturare, subito dopo l’apertura degli occhi. Le prime 

risposte delle RGCs alla luce sono deboli e le cellule si adattano rapidamente (Masland, 

1977; Tootle, 1993). Quando si iniziano a vedere risposte più robuste, pochi giorni dopo, è 

già presente l’organizzazione centro-periferia (come quella centro ON o centro OFF) 

(Bowe-Anders et al., 1975; Masland, 1977; Tootle,

sul furetto dimostrano chiaramente che la connettività della retina interna viene 

rimodellata nel corso della maturazione. Nel periodo post-natale le RGCs del furetto 

hanno input ON e OFF convergenti prima della maturazione (Wang et

cellule la maturazione delle risposte dei campi recettivi comporta la perdita di un tipo di 

input. Le proprietà specifiche dei campi recettivi, come la selettività per la direzione dello 

stimolo, si sviluppano prima dell’apertura degli occhi (Masland, 1977; Sernagor e 

Grzywacz, 1995)

determinata. 

 

 

Interazione geni-ambiente nella regolazione dello sviluppo del 

 

Le influenze ambientali e genetiche sullo sviluppo del sistema nervoso e sul suo output 

funzionale, il comportamento, sono state considerate per lungo tempo processi che si 

escludono a vicenda. Molti studi si sono focalizzati sulla questione del rapporto “nature 

versus nurture” (per una review, vedi Krubitzer and Kahn, 2003).  

Nella seconda metà dell’ultimo secolo questo problema è stato affrontato da studiosi 

appartenenti a  due diverse scuole di pe

Etologica. 

I Behaviouristi sostenevano che il concetto di “innato” è inesatto e non-scientifico, e che 

tutti i comportamenti vengono appresi (Hebb, 1953). Questo approccio, sebbene riduttivo, 

ha portato ad un gran numero di ricerche sui processi di apprendimento che hanno 
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permesso di compiere passi avanti sulla conoscenza dell’organizzazione del 

comportamento. 

Gli Etologi, invece, focalizzarono la loro attenzione su quei comportamenti caratteristici 

degli individui appartenenti alla stessa specie, e le loro ricerche portarono 

all’individuazione di comportamenti altamente stereotipati, svolti in modo corretto fin 

dalla prima esecuzione, in totale assenza di processi di apprendimento. Questo portò al 

concetto di “comportamento istintivo” e alla nuova idea che i tratti comportamentali 

potessero essere ereditati. 

Fu il Premio Nobel Konrad Lorenz a formulare la teoria che risolse questo dibattito. Egli 

introdusse per la prima volta il concetto di “predisposizione innata ad apprendere” 

(Lorenz, 1961), secondo il quale tutti i processi di apprendimento devono avvenire entro i 

limiti fisiologici di una data specie. Poiché le specie sono morfologicamente e 

fisiologicamente diverse e poiché queste differenze sono regolate da leggi genetiche di 

selezione ed ereditarietà, anche la potenzialità di acquisire nuove informazioni attraverso 

processi di apprendimento deve essere regolata e programmata entro i limiti specie-

specifici. 

Secondo questa teoria “innato” e “appreso” non sono in antitesi, ma rappresentano due 

ie attraverso le quali le informazioni circa l’ambiente diventano disponibili per gli 

organismi, vengono registrate nei circuiti del sistema nervoso e danno origine poi a 

a durante la filogenesi e l’apprendimento e la memoria durante 

le con una preferenza simile per uno dei due 

riferisce comunemente con il termine di deprivazione monoculare), la maggior parte dei 

v

comportamenti adattativi (Lorenz, 1961; Rescorla, 1988). 

Così l’influenza genetic

l’ontogenesi collaborano nella costruzione della personalità individuale.  

A livello neurobiologico la maggior parte delle informazioni circa il ruolo e l’importanza 

dell’esperienza nello sviluppo e nella maturazione del sistema nervoso deriva dal lavoro 

di Hubel e Wiesel nei primi anni ’60, che descrisse per la prima volta l’esistenza di colonne 

di dominanza oculare nella corteccia visiva primaria del gatto. Attraverso registrazioni 

elettrofisiologiche dalla corteccia visiva primaria, notarono che i due occhi attivavano in 

modo diverso i neuroni corticali e che le cellu

occhi erano raggruppate insieme in colonne che chiamarono “di dominanza oculare” 

(Hubel e Wiesel, 1963). Inoltre osservarono che se un occhio viene deprivato della visione 

in uno stadio precoce della vita, tramite sutura delle palpebre (protocollo al quale ci si 
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neuroni visivi corticali diventa responsiva solo agli stimoli presentati all’occhio rimasto 

aperto e si osserva un’alterazione anatomica delle colonne di dominanza oculare 

i: una prima fase di formazione, che viene controllata da 

à, con la grande maggioranza delle cellule corticali che, pur rispondendo agli 

eriodi critici durante lo sviluppo 

(Shatz,1990), in parallelo ad una consistente compromissione dell’acuità visiva dell’occhio 

deprivato, nota come ambliopia (Odom,1983). 

Il modello delle colonne di dominanza oculare rimane un esempio paradigmatico di come 

geni ed ambiente interagiscono nella regolazione dello sviluppo del sistema nervoso. 

Recentemente è stato suggerito che il processo di formazione delle colonne di dominanza 

oculare implichi due fas

programmi molecolari controllati geneticamente e indipendenti dall’esperienza, e una 

seconda fase di maturazione e plasticità, che viene influenzata dalle caratteristiche 

dell’attività nervosa ritrasmessa dalle afferenze sensoriali (per una review, vedi Crowley e 

Katz, 2002; Katz e Crowley, 2002). 

Un altro protocollo sperimentale che ha fornito sostegno a questo concetto è quello del 

dark rearing, che prevede l’allevamento fin dalla nascita in completa oscurità. In queste 

condizioni la corteccia visiva di gatti e ratti rimane fino all’età adulta in uno stato di 

immaturit

stimoli, non mostrano selettività per l’orientamento e sono per la maggior parte binoculari. 

Inoltre la risposta delle cellule è debole, va rapidamente incontro ad abitudine, i campi 

recettivi delle cellule sono più grandi e l’acuità visiva è minore (Cynader e Mitchell, 1980; 

Mower, 1991; Fagiolini et al., 1994).  Quindi esistono dei p

in cui il sistema nervoso è sensibile all’influenza esercitata dall’ambiente e dall’esperienza 

sensoriale. 

 

 

 

 16



____________________________________________________________________________________Introduzione 

 

L’arricchimento ambientale (EE). 
 

Come abbiamo visto, l’approccio più diretto per investigare l’influenza dell’esperienza sul 

In questo contesto un importante contributo, in parallelo agli studi di Hubel e Wiesel, è 

Questi autori introdussero per la prima volta l’arricchimento ambientale, un protocollo 

sperimentale per testare gli effetti dell’esperienza sensoriale sul sistema nervoso e sul 

arricchito, nel quale si ha una modificazione della qualità e dell’intensità della 

Da allora molti studi hanno utilizzato questo protocollo sperimentale. 

 “a combination of complex and social stimulation”. 

li animali arricchiti vengono allevati in gruppi numerosi (in genere 8-12 individui) e in 

abbie di grandi dimensioni, accessoriate con giochi, tunnels, scale, piattaforme, scatole, 

uote e diversi materiali per la costruzione del nido. Gli oggetti presenti nelle gabbie di 

arricchimento vengono sostituiti con altri, o almeno ne viene variata la posizione, una 

volta alla settimana. Il cibo e l’acqua sono presenti ad libitum,  e anche la loro posizione 

viene frequentemente cambiata. Una componente essenziale della condizione di 

arricchimento è l’opportunità per gli animali di praticare esercizio fisico volontario. 

La definizione riportata di arricchimento ambientale si basa sulla comparazione delle 

condizioni dell’ambiente arricchito (EC: enriched condition) con la condizione standard 

Un gran numero di studi nel corso degli anni ha posto in rilievo l’importanza 

dell’esperienza sensoriale nel rifinire e modellare le appropriate connessioni neurali. 

sistema nervoso è quello di manipolare il pattern di stimolazione ambientale a cui gli 

animali vengono esposti. 

stato offerto dagli esperimenti di Rosenzweig e colleghi. 

comportamento. Furono i primi a fornire la prova che l’esposizione ad un ambiente 

stimolazione da parte dell’ambiente, può portare a cambiamenti morfologici, biochimici e 

fisiologici del cervello (Rosenzweig, 1966; Rosenzweig e Bennett, 1969). 

 

Definizione e caratteristiche del protocollo sperimentale. 

L’arricchimento ambientale (EE) è stato definito per la prima volta da Rosenzweig et al. 

(1978) come

G

g

r
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(SC: standard condition), condizione alternativa di allevamento, frequentemente usata in 

laboratorio, e con la condizione detta di impoverimento (IC: impoverished condition). 

gono allevati in gruppi composti da 3-5 

individui, in gabbie di piccole dimensioni, nelle quali non sono presenti particolari oggetti 

bia 

identica, per dimensioni e presenza di accessori, a quella dell’allevamento standard 

chimento stimola gli animali a vari livelli: 

permette loro di attuare attività fisica volontaria, fornisce una continua stimolazione 

singolo animale, risveglia le loro tendenze esplorative e suscita la loro curiosità ogni volta 

effetti esercitati dalla condizione arricchita sul sistema nervoso centrale e sul 

particolare, è stato stabilito che è necessaria l’interazione diretta con l’ambiente arricchito 

ilità di osservare ma non di sperimentare la 

ell’arricchimento; Ferchmin e Bennett, 

man e 

a, b) ed è neuroprotettiva, dal momento che determina miglioramenti dei danni 

Nella condizione standard gli animali ven

eccetto il materiale per la costruzione del nido  e cibo ed acqua ad libitum. 

Nella condizione di impoverimento, invece, l’animale viene allevato da solo in una gab

(Figura 1.3). 

L’ambiente creato nella condizione di arric

multi-sensoriale, aumenta la possibilità di instaurare nuove relazioni sociali per ogni 

che gli oggetti nella gabbia vengono cambiati e/o spostati. 

Molti studi hanno tentato di stabilire quale fosse il contributo delle varie componenti agli 

comportamento. La visione predominante è che nessuna variabile singola possa rendere 

conto delle conseguenze dell’arricchimento ambientale (van Praag et al., 2000). In 

(i cosiddetti “TV rats”, a cui è data la possib

ricchezza dell’ambiente, non mostrano gli effetti d

1975), e che la sola componente di incrementata socialità non è sufficiente per produrre 

tutti gli effetti dell’arricchimento (Rosenzweig et al., 1978). 

È interessante notare, tuttavia, che le singole componenti possono agire in modo additivo, 

come suggerito da studi morfologici, dai quali risulta che la densità sinaptica, il numero di 

sinapsi per neurone e la lunghezza massima delle zone di contatto sinaptico sono maggiori 

negli animali arricchiti, intermedi nei ratti allevati in gruppi numerosi e più bassi in 

animali isolati (Turner e Greenough, 1985; Sirevaag e Greenough, 1985). 

La maggior parte degli effetti presenti negli animali arricchiti sono simili a quelli 

riscontrati in animali sottoposti ad intenso esercizio fisico (per una review, vedi Cot

Berchtold, 2002). L’attività fisica migliora le funzioni cognitive (Fordyce e Farrar, 1991; 

Kramer et al., 1999; Churchill et al., 2002), incrementa la neurogenesi (van Praag et al., 1999 
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neurobiologici provocati da diverse patologie neurodegenerative (Arkin, 1999; Petejan e 

White, 1999; Larsen et al., 2000; Mattson, 2000; Carro et al., 2000, 2001); inoltre l’esercizio 

 grado di influenzare l’output funzionale del sistema nervoso, il 

fisico aumenta l’angiogenesi (Black et al., 1990; Isaacs et al., 1992) ed aumenta i livelli 

cerebrali di neurotrofine (Neeper et al., 1996; Oliff et al., 1998; Carro et al., 2000; Johnson et 

al., 2003; Farmer et al., 2004; Klintsova et al., 2004). 

Dal momento che l’arricchimento ambientale fornisce l’opportunità di svolgere studi 

sull’ottimizzazione piuttosto che sulla riduzione o alterazione dell’esperienza sensoriale, e 

poiché è in

comportamento, i risultati ottenuti con l’utilizzo di questo paradigma sperimentale sono 

di grande interesse e applicabilità anche per l’uomo, in diversi campi, dalla psicologia alla 

clinica medica.  
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Figura 1.3: differenti condizioni di allevamento. 
A. Condizioni standard: gli animali sono alloggiati in piccoli gruppi in gabbie di 
dimensioni standard senza nessun oggetto; 
B. Condizioni di impoverimento: gli animali sono alloggiati individualmente in 
gabbie analoghe a quelle dell’allevamento standard; 
C. Condizioni di arricchimento: l’arricchimento ambientale promuove l’interazione 
sociale (numerosi animali in ogni gabbia), stimola l’attività motoria, il 
comportamento esplorativo e le capacità cognitive degli animali. 



____________________________________________________________________________________Introduzione 

 

L’EE influenza il cervello e il comportamento di animali adulti. 
 

Variazioni a  livello anatomico. 

Gli esperimenti iniziali del 1964 da Rosenzweig e colleghi, contemporanei a quelli svolti 

dai premi Nobel Hubel e Wiesel sugli effetti della deprivazione monoculare sull’anatomia 

e la fisiologia della corteccia visiva, fornirono per la prima volta la prova che la corteccia 

dei ratti allevati in condizione arricchita per 30 giorni aumenta in spessore e in peso 

rispetto a quella di ratti allevati in condizione standard. Da allora sono stati riscontrati altri 

effetti diffusi a livello anatomico: 

- un aumento della dimensione del soma e del nucleo delle cellule nervose 

(Diamond, 1988). 

- un aumento delle arborizzazioni dendritiche (Holloway, 1966; Globus et al., 1973; 

Greenough et al., 1973). 

- un aumento della lunghezza delle spine dendritiche, della dimensione e de

 et 

esi 

P

arricchimento ambientale (Wallace et al., 1992), mentre trenta giorni di allevamento in 

ondizione arricchita inducono cambiamenti a lungo termine, che persistono anche dopo 

0 giorni di allevamento in gabbie individuali (Camel et al., 1986). Sono stati riscontrati 

nche alcuni effetti per le cellule piramidali delle aree CA1 e CA3 e nelle cellule granulari 

el giro dentato (Walsh et al., 1969; Walsh and Cummins, 1979; Rosenzweig and Bennett, 

996, Rampon et al., 2000b). Un altro effetto anatomico dell’arricchimento ambientale si 

erifica a carico della neurogenesi ippocampale (Kempermann et al., 1997). Gli studi 

erenti questo aspetto sono iniziati quando è stato dimostrato che il cervello dei Roditori 

antiene le capacità di neurogenesi anche dopo la maturità sessuale (Gueneau et al., 1982; 

Kuhn et al., 1996), come quello delle scimmie e dell’uomo (rispettivamente, Gould et al., 

1999; Eriksson et al., 1998). Studi più recenti dimostrano che l’esposizione ad un ambiente 

l 

numero delle sinapsi (Mollgaared et al., 1971; Turner e Greenough, 1985; Black

al., 1990). 

- un aumento dello spessore postsinaptico (Diamond et al., 1964) e della gliogen

(Diamond et al., 1966). 

er produrre questi cambiamenti sono necessari almeno quattro giorni consecutivi di 

c

3

a

d

1

v

in

m
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arricchito produce un aumento significativo nella neurogenesi ippocampale 

(Kempermann et al., 1997). Un effetto simile è indotto anche da aumentati livelli di 

l., 1999a e b), 

ma le due condizioni sembrano agire con meccanismi diversi; infatti mentre l’esercizio 

dizioni standard, induce un aumento della neurogenesi con 

otta da stimolazioni ambientali. 

 

Variazioni a

Gli effetti anatomici appena trattati sono accompagnati da diversi cambiamenti a livello 

molecolare. In particolare è stato dimostrat

- 

ina un’aumento dell’attività 

1A della serotonina (Rasmuson et al., 

esercizio fisico praticati attraverso le ruote per il movimento (van Praag et a

fisico da solo, praticato in con

un incremento sia della proliferazione dei precursori neurali sia del tasso di sopravvivenza 

dei neuroni appena generati, l’esposizione all’ambiente arricchito è in grado di agire solo 

sulla sopravvivenza delle cellule appena generate (van Praag et al., 1999b). Questi risultati 

mettono in discussione la visione tradizionale secondo la quale le strutture anatomiche del 

cervello adulto in condizioni non patologiche sono immutabili e rivelano una plasticità 

inaspettata a livello strutturale ind

 livello molecolare. 

o che l’arricchimento ambientale influenza: 

la funzionalità dei sistemi colinergico, serotoninergico e noradrenergico; 

l’arricchimento ambientale determ

dell’acetilcolinesterasi (Rosenzweig et al., 1962 e 1967), un aumento dei livelli di 

espressione dell’mRNA per il recettore 5-HT

1998) e un aumento del sistema di traduzione del recettore beta-adrenergico 

(Escorihuela et al., 1995; Naka et al., 2002). Tutti questi neurotrasmettitori sono 

capaci di influenzare l’apprendimento e la plasticità nel cervello adulto (van Praag 

et al., 2000) e sono coinvolti nello stato di arousal del cervello (Hobson et al., 1975; 

Berridge e Waterhouse, 2003). 

- la produzione e l’azione di neurotrofine, coinvolte nel riarrangiamento dei circuiti 

neurali sia durante lo sviluppo sia durante i processi di plasticità (per una review, 

vedi Bonhoeffer et al., 1996; Caleo et al., 2004; Berardi et al., 2003); in particolare, 

l’arricchimento ambientale determina l’aumento dei livelli dell’mRNA per NT-3 e 

NGF nella corteccia visiva e nell’ippocampo (Torasdotter et al., 1996 e 1998) e dei 

livelli di NGF, BDNF e NT-3 in diverse regioni del cervello di ratto (Ickes et al., 

2000; Pham et al., 2002). 
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- l’aumento della fosforilazione del fattore di trascrizione CREB (cyclicAMP response 

element binding protein; Young et al., 1999), che regola l’espressione di BDNF. 

- l’up-take cerebrale di IGF-I, un altro fattore trofico considerato mediare 

l’espressione di BDNF e l’attivazione di c-fos (Carro et al., 2000), aumentare la 

neurogenesi ippocampale (Trejo et al., 2001) e avere effetti neuroprotettivi contro 

lesioni (Carro et al., 2001). 

- vari geni, analizzati attraverso la tecnica del gene chip analysis, che vengono attivati 

dopo appena tre ore di arricchimento ambientale con espressione persistente fino a 

due settimane dall’inizio del protocollo di arricchimento (per i topi, Rampon et al., 

2000a; per i ratti, Keyvani et al., 2004). 

 

Variazioni a livello comportamentale. 

uni ratti, portati a casa per alcune settimane come animali 

). 

A r

effetti 

sperim

struttu

l’allev

compo

memo

Uno d

che coinvolgono la memoria spaziale dipendente dall’ippocampo, come nel caso del 

Mo s

dell’ap

degli i

et al., 1

comun

genera

Nel 1947 Hebb notò che alc

domestici per i suoi figli e poi riportati in laboratorio, esibivano prestazioni migliori in 

molti tests comportamentali rispetto ai ratti che erano rimasti in laboratorio (Hebb, 1949

pa tire da questa osservazione aneddotica, vari gruppi di ricerca hanno studiato gli 

dell’arricchimento ambientale sulle performance comportamentali in condizioni 

entali controllate, spinti anche dagli effetti osservati nel rimaneggiamento 

rale a livello di corteccia cerebrale e ippocampo. È stato così dimostrato che 

amento in condizioni arricchite induce un miglioramento nelle performance 

rtamentali, specialmente per quanto riguarda l’apprendimento cognitivo e la 

ria spaziale (per una review, vedi Renner e Rosenzweig, 1987). 

egli effetti più evidenti sul comportamento di topi e ratti è stato osservato in compiti 

rri  water maze test; in questo test gli animali arricchiti mostrano un miglioramento 

prendimento e della memoria spaziale, indipendentemente dal genere e dall’età 

ndividui testati (Pacteau et al., 1989; Tees et al., 1990; Falkenberg et al., 1992; Paylor 

992; Moser et al., 1997; Kempermann et al., 1998; Tees, 1999; Williams et al., 2001), o 

que l’arricchimento ambientale allevia il declino cognitivo della memoria spaziale 

lmente associato con l’avanzare dell’età (per una review, vedi Winocur, 1998).  
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Gli f

sono li o nella 

sist

come l

di na

ricono novel object recognition e la memoria di associazione nel 

test di 

Consid

specia

reazioni emozionali e sullo stress, date le ben documentate relazioni che intercorrono tra i 

velli di stress e le funzioni cognitive (Isgor et al., 2004; Sandi, 2004; Lupien et al., 2005). 

Risultati ottenuti in topi BALB/c (un modello patologico per l’ansia) sembrano supportare 

un effetto ansiolitico dell’ambiente arricchito (Trullas e Skolnick, 1993; Chapillon et al., 

 

 ef etti indotti dall’arricchimento ambientale sull’ apprendimento e sulla memoria non 

mitati al contesto della memoria di natura spaziale, come mostrato in dettagli

ematica analisi comportamentale condotta da Rampon et al. (2000a), in cui si evidenzia 

’ambiente arricchito migliori le performances mnemoniche in tre differenti compiti 

tura non-spaziale. In particolare, l’arricchimento incrementa la memoria di 

scimento visivo nel test del 

contextual fear-conditioning e nel test di cued fear-conditioning. 

erando l’impatto generale della stimolazione ambientale sul comportamento, uno 

le interesse meritano gli studi relativi all’influenza dell’ambiente arricchito sulle 

li

1999). Gli studi in questo ambito, tuttavia, sono abbastanza contraddittori, anche se 

l’arricchimento ambientale sembra avere un generale effetto ansiolitico e i soggetti EC 

sembrano avere maggiori capacità di combattere lo stress (Chapillon et al., 1999), con

ridotti livelli di attivazione dell’asse surrenale-ipotalamico-ipofisario, e corrispondenti 

ridotti livelli basali di corticosterone. 

 

 

L’EE postnatale influenza lo sviluppo del sistema visivo. 
 

Nonostante la grande quantità di dati ottenuti con gli animali arricchiti adulti, è stata 

scarsamente approfondita la possibilità che un’ottimizzazione precoce della stimolazione 

sensorio-motoria, come quella fornita dall’ambiente arricchito, potesse indurre variazioni 

sia a livello neurale che comportamentale. Lo scarso interesse nei confronti degli studi 

circa l’arricchimento ambientale precoce può essere attribuito parzialmente al fatto che 

esso è caratterizzato da una minima interazione degli animali con l’ambiente nelle prime 

fasi di vita, dato che i piccoli sono troppo giovani ed inerti per questo tipo di attività. 

Poiché elevati livelli di attività fisica e l’esplorazione attiva dell’ambiente sono considerati 

componenti essenziali del protocollo di arricchimento (van Praag et al., 2000) questo può 
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spiegare per quale motivo la possibilità di evocare modificazioni comportamentali e 

neurali attraverso un protocollo di arricchimento precoce sia stata generalmente 

considerata piuttosto limitata. Per esempio, mentre è stato dimostrato che l’arricchimento 

ambientale in età adulta ha l’effetto di stimolare la neurogenesi ippocampale in topi e ratti 

(Kempermann et al., 1997; Nilsson et al., 1999), un effetto paragonabile non è stato 

riscontrato in protocolli di arricchimento precoce in cui piccoli da P7 a P21 vengono 

sottoposti a complesse combinazioni di stimolazioni tattili, olfattive, visive, acustiche e 

così i risultati ottenuti dagli studi sull’arricchimento 

 soggetti adulti circa la particolare sensibilità di questa regione del cervello alla 

timolazione ambientale. È stato anche osservato un significativo aumento del 

differenziamento cellulare nella corteccia motoria di ratti sottoposti ad arricchimento 

 miglioramento delle 

terapeutici sia attenuando le conseguenze che si verificano a seguito di condizioni 

vestibolari (Kohl et al., 2002). 

Tuttavia, dal momento che l’arricchimento ambientale precoce fornisce alti livelli di 

stimolazioni plurisensoriali durante una fase di rimodellamenti anatomici e funzionali 

della corteccia cerebrale, ci possiamo aspettare che questo protocollo agisca sullo sviluppo 

del sistema nervoso attraverso processi di plasticità dipendenti dall’esperienza. 

Questo è stato confermato da alcuni risultati, benché sporadici, presenti in letteratura. 

Infatti è stata riscontrata una più complessa ramificazione dendritica a seguito di 

arricchimento ambientale effettuato nel periodo P10-P24 (Venable et al., 1989) o a partire 

dal periodo postsvezzamento (Kolb, 1995). Questo effetto è particolarmente evidente per 

quanto riguarda i neuroni piramidali della corteccia parieto-occipitale (Venable et al., 1989; 

Fernandez et al., 2003), confermando 

in

s

ambientale nel periodo che va da P5 a P21, accompagnato da un

performance motorie in molte risposte adattative, misurate con diversi test motori 

(Pascual e Figueroa, 1996). 

Koo e collaboratori (Koo et al., 2003), invece, hanno dimostrato che la condizione arricchita 

a partire dalla nascita è in grado di recuperare gli effetti deleteri dello stress prenatale sulle 

capacità cognitive, sulla proliferazione cellulare e sull’espressione delle proteine 

sinaptiche, ma anche che la neurogenesi delle cellule granulo dell’ippocampo, i livelli di 

espressione di NCAM, sinaptofisine e BDNF, sia nell’ippocampo che in corteccia, sono 

significativamente aumentati dall’allevamento in ambiente arricchito (Koo et al., 2003). 

Queste scoperte dimostrano che l’arricchimento ambientale precoce può avere effetti 
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prenatali avverse sia provocando un miglioramento generale dello sviluppo delle funzioni 

cerebrali in condizioni fisiologiche. 

Come abbiamo visto, lo sviluppo dei sistemi sensoriali viene fortemente influenzato 

dall’esperienza percettiva, che ha un ruolo essenziale nel modellare e rifinire 

l’organizzazione della circuiteria neurale durante lo sviluppo. Quindi è lecito attendersi 

che l’arricchimento ambientale precoce possa influenzare la maturazione dei sistemi 

sensoriali. 

È stata recentemente documentata un’influenza dell’arricchimento precoce sulle proprietà 

co studio 

ta e sistematica degli effetti dell’arricchimento ambientale 

Arricchimento ambientale precoce e sviluppo della corteccia visiva. 

funzionali dei neuroni della corteccia uditiva, che mostrano un incremento dell’ampiezza 

delle risposte corticali a stimoli sonori (Engineer et al., 2004). Inoltre, la capacità 

dell’allevamento in ambiente arricchito di trasformare le proprietà dei sistemi sensoriali è 

stata dimostrata anche per la corteccia somatosensoriale, anche se l’uni

riguardante tale questione è stato condotto su animali adulti. In particolare, è stato 

osservato che il trasferimento di ratti ad un ambiente più simile a quello naturale, come 

quello arricchito, che promuove l’esecuzione del repertorio comportamentale completo di 

questa specie, induce un raffinamento funzionale su larga scala delle mappe corticali 

sensoriali, causando una contrazione della rappresentazione corticale delle vibrisse, 

associata ad una diminuzione delle dimensioni dei campi recettivi (Polley et al.,2004). 

Per quanto riguarda il sistema visivo, Prusky e collaboratori (Prusky et al., 2000a) hanno 

dimostrato che l’arricchimento ambientale a partire dalla nascita induce un aumento 

dell’acuità visiva nel topo, suggerendo che una stimolazione motoria e sensoriale precoce 

possa esercitare un ruolo importante per quanto riguarda la maturazione funzionale delle 

proprietà visive.  

Forse l’analisi più comple

precoce ci è pervenuta da due lavori di recente pubblicazione, che hanno dimostrato che 

l’arricchimento ambientale influenza in modo consistente lo sviluppo del sistema visivo 

(Cancedda et al., 2004; Landi et al., 2007).  

 

Nello studio di Cancedda et al. (2004) è stato approfondito il contributo dell’arricchimento 

ambientale sullo sviluppo del sistema visivo ed è stata condotta un’analisi comparata dello 
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sviluppo dell’acuità visiva in topi arricchiti e in topi non arricchiti, utilizzando il metodo 

comportamentale descritto da Prusky e colleghi (visual water box: Prusky et al., 2000a), di 

a è in grado di indurre un miglioramento delle prestazioni di apprendimento, 

dute 

ità visiva, dovuta ad una precoce maturazione della circuiteria 

AD65/67 (due isoforme dell’acido glutammico 

ecarbossilasi). È stato evidenziato un incremento dei livelli della proteina GAD65 negli 

animali EC a P7 e P15 (Cancedda et al., 2004). 

Dunque è stato chiaramente dimostrato che esporre gli animali ad un ambiente arricchito 

natura non invasiva, che permette misurazioni longitudinali dello sviluppo della 

funzionalità visiva. In primo luogo, è stato osservato che gli animali arricchiti (EC) hanno 

prestazioni migliori degli animali standard (SC) nella fase di training: questo primo dato è 

molto interessante, dal momento che indica che il protocollo di arricchimento ambientale 

dalla nascit

una delle modificazioni che più spesso è stata riconosciuta tra gli effetti dell’arricchimento 

ambientale. 

Il punto centrale, però, è stata la scoperta che gli animali EC mostrano un’accelerazione 

dello sviluppo dell’acuità visiva (Cancedda et al., 2004): essi, infatti, presentano un’acuità 

visiva pari a quella dell’adulto già a P25, mentre gli animali SC non raggiungono valori 

paragonabili fino a P40-P45. Inoltre, è stato osservato che gli animali EC, anche a P43, 

presentano un’acuità visiva maggiore degli animali SC, a conferma dei risultati ottenuti da 

Prusky et al. (2000b). Il precoce sviluppo dell’acuità visiva negli animali arricchiti, testata a 

livello comportamentale, è stato osservato anche tramite misurazioni elettrofisiologiche 

dei potenziali visivi evocati (VEPs) (Figura 1.4).  

Le variazioni a livello funzionale osservate nella corteccia visiva primaria sono prece

da cambiamenti a livello molecolare; sia negli animali arricchiti che in quelli standard i 

livelli proteici di BDNF mostrano un incremento in parallelo allo sviluppo e raggiungono 

un plateau a P20, ma gli animali arricchiti presentano livelli superiori di BDNF a P7. 

Dal momento che topi che sovraesprimono BDNF esibiscono un’accelerazione dello 

sviluppo dell’acu

GABAergica (Huang et al., 1999), è stata fatta l’ipotesi che anche negli animali arricchiti si 

potesse osservare una maturazione precoce della circuiteria inibitoria. 

Per analizzare lo sviluppo del sistema GABAergico nella corteccia visiva degli animali 

arricchiti, è stato usato come marcatore G

d

dalla nascita può accelerare in maniera notevole lo sviluppo del sistema visivo a livello 

corticale.
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Figura 1.4: La maturazione dell’acuità visiva è accelerata in topi arricchiti dalla 
nascita. Analisi comportamentale (A) ed elettrofisiologica (B) dell’acuità visiva a 
differenti età in animali arricchiti (EE, rosso) e non arricchiti (SC,ver
indicano le differenze statisticamente significative (ANOVA a du

de). Gli asterischi 
e vie, p< 0, 001; 

post-hoc Tukey test, p< 0, 05). Le barre indicano il SEM. Riadattato da Cancedda et 
al. (2004). 
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Arricchimento ambientale precoce e sviluppo della retina. 

allo studio di Landi e collaboratori (2007) è emerso che l’arricchimento ambientale 

retinica, misurata tramite il P-ERG (pattern 

lectroretinogram), in ratti allevati in condizione arricchita durante il periodo che va dalla 

ratti arricchiti raggiungono il livello di acuità 

retinica tipico dell’età adulta con 10 giorni di anticipo rispetto ai ratti non arricchiti (P34-35 

negli animali arricchiti rispetto a P44-45 negli animali standard;. Figura1.5). Il livello di 

acuità retinica finale, stimata all’età P44-45, non differisce tra ratti EC e SC, suggerendo 

che l’arricchimento ambientale influenza il decorso temporale dello sviluppo dell’acuità 

retinica senza avere alcun effetto sui livelli finali (Landi et al., 2007). 

Quindi anche lo sviluppo retinico è sensibile all’esperienza sensoriale fornita 

dall’ambiente arricchito. 

Nei ratti EC è stata osservata una precoce apertura degli occhi, anticipata di 2 giorni 

rispetto a quanto visto nei ratti SC (P12 per gli animali EC e P14 per gli SC), ma 

esperimenti in cui ratti EC sono stati allevati in condizione di oscurità fino all’età P14 (in 

modo da annullare ogni possibile vantaggio acquisito grazie all’apertura precoce degli 

occhi) o nei quali è stata effettuata un’apertura degli occhi forzata a P10 per i ratti SC 

anno dimostrato che l’apertura precoce degli occhi non è necessaria per l’accelerazione 

dall’arricchimento ambientale (Landi et al., 

007). 

È stato anche dimostrato che per ottenere gli effetti osservati sull’accelerazione dello 

svi i 

arr n 

gra i 

di imale (Landi et al., 2007). 

andi e collaboratori hanno inoltre dimostrato che nella retina, come in corteccia, ed in 

articolare nello strato delle cellule gangliari, si osserva un precoce aumento del livello di 

espressione di BDNF in seguito ad allevamento in condizioni arricchite (in condizioni 

normali il livello di espressione della proteina BDNF è molto basso fino a P14, mentre nei 

ratti arricchiti è possibile individuare immunoreattività per questa proteina già a partire 

D

induce un’accelerazione dell’acuità 

e

nascita fino all’età adulta (daP0 a P25-26). I 

h

della maturazione dell’acuità retinica indotta 

2

luppo funzionale retinico sono sufficienti 10 giorni di allevamento in condizion

icchite, da P0 a P10. Quindi l’arricchimento ambientale influenza fattori che sono i

do di indurre lo sviluppo delle proprietà retiniche funzionali, e lo fa nei primi 10 giorn

vita dell’an

L

p
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da P7) e che il blocco dell’espressione di questo fattore neurotrofico effettuato tramite 

oligonucleotidi antisenso, iniettati a livello intraoculare in animali EC, annulla gli effetti 

dell’arricchimento sulla maturazione funzionale della retina. 

 

Quindi BDNF potrebbe essere il mediatore degli effetti dell’arricchimento ambientale 

precoce sulla maturazione funzionale della retina. 
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Figura 1.5: analisi tramite P-ERG (patterned electroretinogram) dell’acuità 
retinica di ratti EE (rosso) e non-EE (verde) durante lo sviluppo postnatale. Le 
barre indicano il SEM. L’ANOVA a due vie mostra un effetto significativo sia 
dell’età sia delle condizioni ambientali di allevamento (P<0.001 in entrambi i 
casi), e anche un’interazione signif
test post hoc di Tukey  rivela una differenza sign

icativa tra questi due parametri (P<0.001). Il 
ificativa (*) da P25 a P34-35 tra i 

gruppi EE e non-EE (P<0.05). Riadattato da Landi et al. (2007). 
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Arricchimento ambientale precoce e cure materne. 

È interessante notare che le variazioni osservate a livello molecolare negli esperimenti 

mali arricchiti e standard sono molto 

recoci (P7-P15), e si verificano ad un’età in cui gli animali sono totalmente dipendenti 

alla madre, hanno ancora gli occhi chiusi e passano la maggior parte del loro tempo 

cilmente investigabili e che possono essere manipolati in condizioni sperimentali 

controllate.

min un 

tratt  la 

nasc llo 

com 6 e 

odi (3-6 ore di separazione giornaliera dalla 

ento chiamato maternal separation) provoca l’effetto opposto, 

rs et al., 1998; Ladd et al., 2000). La separazione 

i piccoli e induce un aumento del livello di 

effettuati da Maffei e collaboratori (Cancedda et al., 2004; Landi et al., 2007), a livello di 

corteccia visiva e retina, rispettivamente, di ani

p

d

all’interno del nido; era quindi poco probabile che i livelli aumentati di neurotrofine 

osservati nei piccoli EC fossero dovuti ad un incremento dell’attività elettrica causata dalla 

ricchezza dell’ambiente o da maggiori quantità di movimento praticate dai piccoli, mentre 

era plausibile che questo avvenisse grazie ad una mediazione materna. È noto, infatti, che 

l’esperienza acquisita nel periodo che intercorre tra la nascita e lo svezzamento è 

fondamentale per promuovere e regolare lo sviluppo neurale e i tratti comportamentali 

dei piccoli nella maggior parte delle specie di Roditori e Primati (Fleming et al., 1999). 

Durante questo periodo, caratterizzato da un’intensa plasticità del sistema nervoso dei 

piccoli, l’influenza esercitata dalla madre viene considerata una delle più importanti fonti 

di esperienza sensoriale per i soggetti in sviluppo (Hofer, 1984; Ronca et al., 1993; Liu et 

al., 2000), in grado di regolare direttamente la crescita corporea e di promuovere la 

maturazione delle strutture cerebrali implicate nelle funzioni cognitive (Fleming et al., 

1999). Questo problema è stato ampiamente studiato su animali da laboratorio, nei quali il 

comportamento materno è costituito da moduli di comportamento stereotipato che sono 

fa

 Nell’ambito di questi studi è stato dimostrato che un breve periodo (3-15 

uti) di separazione quotidiana della madre dai piccoli di ratto e di topo (

amento chiamato handlin”), effettuato durante le prime due settimane di vita dopo

ita, ha l’effetto di diminuire l’intensità delle risposte allo stress nell’adulto, sia a live

portamentale che a livello endocrino (per una review, vedi Meaney et al., 199

Francis and Meaney, 1999), mentre lunghi peri

madre (un trattam

aumentando le risposte allo stress (van Oe

dalla madre rappresenta una fonte di stress per 
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glucocorticoidi. È stato dimostrato che questa procedura sopprime le risposte cellulari nei 

i ,e in particolare all’ormone della crescita, 

coinvolgono anche quei sistemi che sono noti mediare lo sviluppo neurale dipendente 

confronti dei tre più importanti ormoni trofic

alla prolattina e all’insulina (Kuhn and Schanberg, 1998) e che anche un’ora di separazione 

dalla madre produce nel ratto una diminuzione nell’attività dell’enzima ornitina 

decarbossilasi (Wang et al., 1996), enzima essenziale per la normale crescita del piccolo 

(Marton and Morris, 1987). Questo effetto può essere completamente evitato attraverso 

stimolazioni tattili praticate con una spazzola ad una frequenza simile a quella con cui 

viene praticato il licking materno (Pauk et al., 1986) e allevando ratti sottoposti a tale 

procedura in condizione arricchita nel periodo che va dallo svezzamento fino al giorno 

P70 (Francis et al., 2002).  

Mentre i meccanismi coinvolti nel maternal separation sono ben caratterizzati (Kuhn and 

Schanberg, 1998), gli effetti benefici dell’handling hanno fatto nascere un dibattito circa la 

natura dei processi regolatori coinvolti (Francis and Meaney, 1999). È stato proposto che 

gli effetti dell’handling postnatale possano essere mediati da variazioni delle interazioni 

madre-piccolo, e in particolare dagli aumentati livelli di cure materne ricevuti dai piccoli 

sottoposti a handling rispetto ai piccoli non disturbati (Levine, 1975, per una review, vedi 

Denenberg, 1999). Questa ipotesi risultò essere corretta, come dimostrato da Meaney e 

collaboratori (Liu et al., 1997), i quali provarono che madri di piccoli sottoposti a handling 

praticavano livelli aumentati di licking/grooming (LG) e di arched back nursing (ABN), 

due tra i più importanti moduli comportamentali nel repertorio delle cure materne verso 

la prole.  

Nel ratto esistono variazioni naturali nei livelli di cure praticate dalla madre, ed è possibile 

isolare le sottopopolazioni di femmine caratterizzate da alti o bassi livelli di questo 

comportamento, sulla base della frequenza alla quale i due moduli comportamentali di LG 

e ABN vengono praticati quando le madri sono nel nido ad occuparsi dei piccoli 

(Champagne et al., 2003). È stato ripetutamente dimostrato che i piccoli di madri 

caratterizzate da alti livelli di LG-ABN hanno ridotta attitudine alla paura e ridotti livelli 

di stress da adulti, rispetto alla prole di madri con bassi livelli di LG-ABN. Quindi i piccoli 

di madri con alti livelli di cure materne mostrano effetti simili a quelli dei piccoli handled 

(Liu et al., 1997; Caldji et al., 1998). Le differenze tra piccoli sottoposti ad alti e bassi livelli 

di cure materne vanno al di là di processi fisiologici legati alle risposte allo stress, e 
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dall’esperienza. In particolare i piccoli di madri caratterizzate da alti livelli di cure materne 

mostrano un aumento nell’espressione di subunità del recettore NMDA per il glutammato 

e dell’mRNA per BDNF nell’ippocampo, accompagnati da un incremento del rilascio 

ippocampale di acetilcolina e dell’attività dell’enzima acetilcolinesterasi nei due principali 

siti di proiezione, l’ippocampo e la corteccia prefrontale (Liu et al., 2000).  

Alla luce di questi dati sono stati svolti esperimenti volti a chiarire se l’aumento dei livelli 

di BDNF in corteccia osservato a P7 nei piccoli di madri arricchite, aumento indotto, 

quindi, dall’ambiente arricchito, fosse dovuto a variazioni nei livelli di cure materne 

praticate da madri EC rispetto a madri SC. 

Una dettagliata analisi del comportamento di cure materne ha permesso di evidenziare 

entre i livelli di licking declinano progressivamente nelle condizioni standard, 

che i piccoli cresciuti in condizioni di arricchimento esperiscono maggiori livelli di cure 

materne rispetto ai piccoli allevati in condizioni standard. Nei roditori le cure materne si 

verificano ad intervalli, alternate a periodi di assenza della madre, durante i quali i piccoli 

rimangono da soli nel nido: il tempo trascorso dai piccoli soli nel nido è molto più breve 

negli animali arricchiti rispetto a quelli standard; i piccoli arricchiti non sono quasi mai 

soli nel nido (Sale et al., 2004; Figura1.6). Uno dei più critici comportamenti materni per la 

normale crescita dei piccoli è la stimolazione orale e ano-genitale (licking), già associata 

con la regolazione ormonale della crescita e con lo sviluppo delle risposte neuroendocrine 

e comportamentali allo stress (Liu et al., 1997). È stato osservato che le madri arricchite 

praticano livelli più alti di licking rispetto alle  madri allevate in altri contesti ambientali; 

inoltre, m

essi rimangono stabilmente alti, almeno nei primi 10 giorni dopo il parto, negli animali 

arricchiti ( Figura 1.7; Sale et al., 2004; Cancedda et al., 2004). 

Quindi, livelli differenti di cure materne in differenti condizioni ambientali possono agire 

come mediatori indiretti per i più precoci effetti dell’arricchimento sullo sviluppo del 

sistema visivo, determinando, per esempio, il picco di BDNF a P7 negli animali arricchiti 

(Cancedda et al., 2004; Sale et al., 2004). 
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Standard conditon 

Enriched environment 

Figura 1.6: i piccoli in condizione arricchita non sono mai da soli all’interno del 
nido. Percentuale di tempo in cui i piccoli rimangono da soli all’interno del nido 
durante i primi 10 giorni dopo il parto in condizione standard (ve
(rosso). L’ANOVA a due vie indica un effetto significat

rde) e arricchita 
ivo sia dell’età sia delle 

condizioni ambientali di allevamento (P<0.001) e un’interazione significativa tra 
età e condizioni ambientali di allevamento (P<0.001). L’analisi SNK post hoc 
indica che i gruppi differiscono statisticamente. Le barre indicano il SEM. 
Riadattato da Sale et al. (2004). 
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Standard conditon 
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Figura 1.7: i piccoli in condizione arricchita esperiscono livelli più alti di 
licking. Frequenza di licking registrata durante i primi 10 giorni dopo il parto in 
condizione standard (verde) e arricchita (rosso). È stato sommato il licking 
materno e quello effettuato dalle altre femmine presenti. L’ANOVA a due vie 
rivela un effetto significativo dell’età e delle condizioni ambientali di allevamento 
(P<0.001) e un’interazione significativa tra età e condizioni ambientali di 
allevamento (P=0.006). L’analisi SNK post hoc indica che i gruppi differiscono 
statisticamente. Le barre indicano il SEM. Riadattato da Sale et al. (2004). 
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EE prenatale e sviluppo del sistema nervoso centrale. 

a possibilità che durante la gravidanza la madre possa influenzare lo sviluppo del feto è 

vvalorata da studi secondo i quali fattori materni di crescita potenzialmente importanti 

er lo sviluppo del sistema nervoso possono attraversare la barriera placentare o regolare 

 crescita del feto. Infatti la madre può influenzare lo sviluppo del sistema nervoso del 

iccolo attraverso il comportamento di cure materne, nel periodo che segue la nascita, 

ppure attraverso lo scambio da madre ad embrione di sostanze (ormoni e neurotrofine) 

durante la gestazione. Uno di quasti fattori è l’Insulin-like Growth Factor (IGF-I), che si sa 

essere coinvolto nella regolazione dello sviluppo del sistema nervoso. 

 

IGF-I : un fattore importante per lo sviluppo del sistema nervoso. 

− Il peptide IGF-I.

 
L

a

p

la

p

o

 IGF-I è sintetizzato principalmente nel fegato (Haselbacher et al., 

1980) e la sua sintesi è regolata dall’ormone della crescita (GH) ipofisario 

(Daughaday e Rotwein, 1989; Clemmons e Underwood, 1991); IGF-I è, però, 

sintetizzato localmente anche in molti altri tessuti, tra cui il sistema nervoso: questo 

suggerisce che questo peptide possa avere ruoli autocrini o paracrini tessuto

specifici durante il corso del normale sviluppo e della vita dell’organismo 

he 

he 

vo 

le 

gli 

 1991; Duan, 

2002): si pensa che il legame con esse prolunghi l’emivita di IGF-I, impedendone la 

proteolisi, e moduli l’interazione del peptide con il relativo recettore, aumentando o 

diminuendo l’affinità di legame (per una review, vedi Clemmons, 1991 a, b; 

Clemmons, 1993). Sono state identificate sei diverse IGFBPs, denominate IGFBP1-

IGFBP6 (Shimasaki et al., 1991; Drop et al., 1992): queste proteine fanno parte di una 

famiglia proteica, che condivide un comune motivo cisteinico nei terminali 

-

(Behringer et al., 1990). Poco è noto, tuttavia, sui fattori ed i meccanismi c

regolano l’espressione di IGF-I nel sistema nervoso: ci sono però evidenze c

l’ormone della crescita (Hynes et al., 1987; Lobie et al., 1993) e lo stato nutriti

(Lowe et al., 1989; Philipps et al., 1989) possano influenzare l’espressione cerebra

di IGF-I. IGF-I è legato a proteine specifiche ad alta affinità sia nel sangue che ne

altri tessuti (IGFBPs; Baxter, 1991; Clemmons, 1991; Shimasaki et al.,
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amminico e carbossilico, che rende conto della loro capacità di legare IGF-I (Drop et 

al., 1992). L’azione di IGF-I è mediata dall’interazione con specifici recettori presenti 

ico, a cui IGF-I si lega con sulla membrana cellulare (Czech, 1989). Il recettore specif

elevata affinità, è il recettore per i fattori di crescita insulino-simili di tipo I (IGFR-I), 

ma l’ormone cross-reagisce, sebbene con livelli di affinità molto inferiori, con altri 

recettori (Massague e Czech, 1982): in particolare, IGF-I lega con moderata affinità il 

recettore per i fattori di crescita insulino-simili di tipo II (IGFR-II, che è il recettore 

specifico di IGF-II) ed ha scarsa affinità anche per il recettore dell’insulina 

(Massague e Czech, 1982).  

 

− Effetti sistemici di IGF-I. IGF-I media la maggior parte degli effetti dell’ormone 

della crescita (GH) sulla crescita somatica (Baxter, 1986; Daughaday e Rotwein, 

1989; Behringer et al., 1990; Jones e Clemmons, 1995). Numerose osservazioni, 

infatti, hanno indicato che le azioni dell’ormone somatotropo, sia sull’accrescimento 

corporeo che sul metabolismo, si esplicano nelle cellule bersaglio in modo più 

complesso di quanto avvenga per altri ormoni. La molecola ormonale, pur 

legandosi con una proteina recettrice membranale, può esplicare le sue azioni solo 

in presenza di altri fattori, che ne esaltano e completano gli effetti. Il primo di questi 

fattori ad essere identificato è stato denominato somatomedina. Sono stati poi 

riconosciuti altri fattori dello stesso tipo, facilitanti o medianti l’azione del GH, tanti 

da creare un gruppo, detto delle somatomedine: si tratta di peptidi che, per la loro 

somiglianza strutturale con il pro-ormone insulinico, sono anche noti come fattori 

di crescita insulino-simili (IGF); di questa famiglia fa parte IGF-I. Il GH ha due 

principali azioni strettamente correlate: stimola l’accrescimento corporeo e regola il 

metabolismo cellulare. L’ormone somatotropo esplica un’intensa azione stimolante 

sull’accrescimento corporeo, soprattutto nel periodo giovanile; essa si esprime in 

vario modo sui diversi apparati, ma influenza principalmente lo sviluppo 

scheletrico. Nelle ossa lunghe il GH stimola, nelle cartilagini in accrescimento, la 

condrogenesi dal lato epifisario e l’ossificazione da quello diafisario, determinando 

così il loro allungamento e l’accrescimento della statura. Il GH stimola 

l’accrescimento anche di altri tessuti, provocando un aumento dimensionale dei 

visceri e della muscolatura scheletrica, un’azione che concorre ad aumentare il peso 
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corporeo e che si interrompe normalmente dopo la pubertà. Il GH esplica la sua 

azione sullo sviluppo somatico stimolando la moltiplicazione e l’accrescimento 

delle cellule. A livello metabolico, il GH ha azione anabolica. La più intensa azione 

metabolica del GH sulle cellule di tutti i tessuti, ma particolarmente evidente su 

quelle del fegato e del muscolo, consiste nell’aumento della produzione e 

dell’accumulo di proteine. Per quanto riguarda il metabolismo glucidico e lipidico, 

il GH esercita un’azione lipocinetica e lipolitica: favorisce, cioè, sia la 

mobilizzazione dei lipidi dal tessuto adiposo che il loro ingresso e la demolizione 

ossidativa delle loro molecole nelle cellule degli altri tessuti. Il GH, inoltre, 

determina una diminuzione del catabolismo dei glucidi, e quindi tende 

 

− 

decisamente ad orientare il metabolismo cellulare verso l’utilizzazione dei lipidi, 

quali fonti energetiche preferenziali: l’ormone, infatti, facilita la trasformazione in 

glicogeno del glucosio, che entra nelle cellule, e deprime la glicolisi (vedi Casella-

Taglietti, 1996). 

Espressione di IGF-I nel sistema nervoso centrale. Molti lavori suggeriscono che 

IGF-I sia una proteina importante anche per il sistema nervoso centrale, in 

particolar modo perché svolge un ruolo essenziale durante lo sviluppo (per una 

review, vedi D’Ercole et al., 1996; Anlar et al., 1999; D’Ercole et al., 2002). Infatti, 

benché IGF-I sia sintetizzato principalmente nel fegato, è prodotto anche in molti 

altri tessuti del corpo, tra cui il sistema nervoso. I primi studi sul pattern di 

espressione di IGF-I nel sistema nervoso centrale hanno analizzato il contenuto di 

mRNA di questo fattore di crescita in varie fasi dello sviluppo embrionale e 

postnatale: è stato dimostrato che IGF-I è abbondantemente espresso nel cervello di 

ratto a partire da E14, ma declina rapidamente, raggiungendo un plateau già a P1 

(Rotwein et al., 1988; Werther et al., 1990; Bondy et al., 1993). Responsabili della 

sintesi cerebrale di IGF-I sono sia le cellule gliali che i neuroni (Rotwein et al., 1988). 

IGF-I, dunque, ha un pattern di espressione, regolato durante lo sviluppo, che 

presenta un picco in coincidenza con le fasi precoci della crescita neuronale. 

Tuttavia, studi successivi, tramite ibridazione in situ, hanno analizzato l’espressione 

di IGF-I durante la maturazione di differenti gruppi di neuroni funzionalmente 

correlati (Bartlett et al., 1991; Bondy, 1991; Bondy e Lee, 1993a e b) ed hanno rilevato 
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che, nei diversi sistemi di neuroni presi in considerazione, il picco di espressione di 

IGF-I è confinato ad una diversa e specifica finestra temporale, correlata alle 

variazioni regionali dei tempi di sviluppo. Per esempio, lo sviluppo della corteccia 

cerebellare di ratto ha luogo nelle prime settimane postnatali e, durante questo 

periodo, si osserva un’intensa espressione di IGF-I nei principali neuroni del 

cervelletto, le cellule del Purkinje. Nell’ippocampo l’espressione di IGF-I è elevata 

durante le prime due settimane di vita postnatale, ma permane più a lungo ad alti 

livelli nel giro dentato, nel quale la proliferazione cellulare non è confinata alle fasi 

di sviluppo. L’espressione di IGF-I è marcata durante le ultime fasi di vita 

embrionale nel bulbo olfattivo, mentre inizia solo nei primi giorni di vita postnatale 

nella corteccia piriforme (Bondy, 1991). Questa osservazione suggerisce che IGF-I 

venga espresso più precocemente nelle strutture periferiche e solo successivamente 

nelle strutture più centrali. Tale ipotesi è stata confermata dall’analisi del pattern di 

espressione di IGF-I nelle diverse stazioni di trasmissione del sistema visivo: infatti, 

nelle cellule gangliari retiniche è più precoce di quanto non sia nel collicolo 

superiore, nel tetto ottico e nel talamo (Bondy, 1991). Nella corteccia visiva di ratto 

l’espressione di IGF-I aumenta a partire da P15 fino a P21 (Ciucci et al., 2007), un 

periodo di intensa sinaptogenesi in tutti gli strati corticali (Miller, 1986), e che 

corrisponde all’inizio del periodo critico per il rimodellamento esperienza-

dipendente delle connessioni visive nel ratto (Fagiolini et al., 1994). Gli studi di 

ibridazione in situ hanno dimostrato che l’espressione del gene di IGF-I presenta un 

picco solo per un breve periodo di tempo, che differisce nelle varie regioni, durante 

la maturazione del sistema nervoso. IGF-I è espresso anche in molte regioni del 

sistema nervoso del ratto adulto: nel cervello maturo è particolarmente elevato il 

contenuto di IGF-I nell’ippocampo, nel bulbo olfattivo e nel cervelletto (Rotwein et 

al., 1988; Werther et al., 1990; Bondy et al., 1993). Analisi quantitative del contenuto 

proteico di IGF-I nel sistema nervoso hanno dimostrato che la presenza di questo 

ormone è più diffusa e consistente di quanto ci si sarebbe potuti aspettare dagli 

studi di localizzazione dell’mRNA, sia durante lo sviluppo che nella vita adulta 

(Yamaguchi et al., 1990; Garcia-Segura et al., 1991). Diversi studi hanno dimostrato 

che IGF-I attraversa la barriera ematoencefalica (Duffy et al., 1988; Reinhardt e 

Bondy, 1994; Carro et al., 2000; Pulford e Ishii, 2001) e, quindi, il cervello è 
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influenzato anche dalla componente ematica di IGF-I. E’ stato suggerito che i 

recettori di IGF-I e le IGFBPs, che sono abbondantemente espressi sui capillari 

cerebrali (Duffy et al., 1988; Lee et al., 1993), possano facilitare il transito di IGF-I al 

cervello (Reinhardt e Bondy, 1994), benché un recente lavoro escluda il 

coinvolgimento dei recettori IGF-I e delle IGFBPs e suggerisca un trasporto mediato 

da un carrier specifico (Pulford e Ishii, 2001). 

Espressione del recettore per IGF-I  e delle IGFBPs nel sistema nervoso centrale.

 

−  Il 

recettore di IGF-I è stato biochimicamente identificato e caratterizzato nel cervello 

adulto di topo, ratto e uomo (Gammeltoft et al., 1988; Ocrant et al., 1988; Santos et 

al., 1994). La sua espressione è ampiamente distribuita nel cervello di ratto adulto 

(Bohannon et al., 1988; Frolich et al., 1998): virtualmente tutte le regioni cerebrali 

posseggono siti di legame. Tramite ibridazione in situ, è stato dimostrato che 

l’mRNA del recettore è ampiamente espresso nel sistema nervoso centrale del ratto, 

già a partire da E14 (Bondy et al.,1990). Studi quantitativi indicano che il picco di 

espressione del recettore si verifica tra E15 e E20 (Baron-Van Evercooren et al., 

1991). Assunti contestualmente, questi dati suggeriscono che il recettore per IGF-I è 

ubiquitario nel cervello e che la sua espressione prende avvio precocemente 

durante lo sviluppo. IGFBP-2, 4 e 5 sono le proteine IGFBPs espresse in maggior 

quantità nel cervello. L’espressione di IGFBP-2 inizia precocemente durante 

l’embriogenesi del ratto, almeno a E7 (Wood et al., 1992); nella vita postnatale, tale 

espressione è confinata all’astroglia (Lee et al., 1993). Durante lo sviluppo i siti di 

espressione di questa proteina e di IGF-I sono spesso temporalmente e 

spazialmente correlati, in particolare a livello di cervelletto, retina, sistemi sensoriali 

(Wood et al., 1990; Wood et al., 1992; Lee et al., 1992; Lee et al., 1993), suggerendo 

che l’interazione di IGFBP-2 con IGF-I possa influenzare la fisiologia di IGF-I, 

incrementando la sua concentrazione vicino alle cellule in cui agisce o 

modulandone gli effetti. L’espressione di IGFBP-4 è più diffusa in fasi avanzate 

dello sviluppo (Brar e Chernausek, 1993; Stenvers et al., 1994): a E20 si ha 

espressione nei neuroni dei gangli basali, nel periodo postnatale precoce 

l’ippocampo inizia ad esprimere IGFBP-4 e nel ratto adulto IGFBP-4 è anche 

espresso nei neuroni degli strati II e IV della corteccia cerebrale, nel bulbo olfattivo 
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e nell’amigdala. L’mRNA di IGFBP-5, come IGFBP-2, esibisce un pattern di 

espressione temporale, che sembra essere coordinato con l’espressione di IGF-I 

(Bondy e Lee, 1993a e b; Brar e Chernausek, 1993). Per esempio, IGFBP-5 e IGF-I 

sono coespressi nei neuroni dei sistemi sensoriali, come quelli del bulbo olfattivo, 

dei corpi del genicolato e nei nuclei vestibolari (Bondy e Lee, 1993a e b). Per quanto 

riguarda IGFBP-3, invece, non sono riportati in letteratura studi della sua 

espressione nel cervello in condizioni fisiologiche, ma è stato osservato che la 

 

− 

trascrizione del suo mRNA è indotta a seguito di danno ischemico (Gluckman et al., 

1992). IGFBP-1 non sembra essere espresso nel cervello; tuttavia, questa proteina 

potrebbe essere importante per la funzione del sistema nervoso periferico, dal 

momento che è stata localizzata tramite analisi immunoistochimica a livello delle 

sinapsi delle giunzioni muscolari (Ma et al., 1994 a, b). 

Effetti di IGF-I sul sistema nervoso centrale: studi in vitro. I primi studi riguardanti 

il ruolo di IGF-I sul sistema nervoso sono stati condotti in vitro su specifici tipi 

cellulari neurali.  Numerose sono state le osservazioni effettuate su colture primarie 

di cellule neuronali. Cellule neuroepiteliali di embrione di topo in coltura sembrano 

essere dipendenti da IGF-I per la proliferazione e la sopravvivenza (Drago et al., 

1991). IGF-I stimola anche la proliferazione di colture di neuroni embrionali, di 

precursori gliali di topo (Lenoir e Honegger, 1983), e di neuroni del bulbo olfattivo 

di ratto (Werther et al., 1998). Studi effettuati su neuroni corticali di ratto (Aizeman 

e DeVellis, 1987) e di embrioni di pollo (Neff et al., 1993) e su motoneuroni spinali 

di topo (Ang et al., 1992; Ang et al., 1993), indicano infatti che IGF-I promuove la 

sopravvivenza, ma non stimola la proliferazione dei neuroni. Torres-Aleman et al. 

(1990) hanno evidenziato che IGF-I promuove la sopravvivenza di neuroni 

ipotalamici di ratto in coltura. Torres-Aleman et al. (1992) hanno osservato anche 

che cellule del Purkinje di ratto sopravvivono in coltura in presenza di IGF-I nel 

mezzo; in modo simile si comportano le cellule granulari del cervelletto (D’Mello et 

al., 1993). Altre evidenze suggeriscono che IGF-I stimola anche il differenziamento 

di alcune popolazioni neuronali. Per esempio è stato dimostrato che IGF-I stimola 

l’allungamento dei neuriti e l’espressione della acido glutammico decarbossilasi in 

neuroni corticali in coltura (Aizeman e DeVellis, 1987). Inoltre, IGF-I promuove la 
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crescita neuritica in colture di neuroni simpatici espiantati dai gangli lombosacrali 

dell’embrione di pollo (Zackenfels et al., 1995), ma anche il differenziamento 

postmitotico di colture di neuroni sensoriali, isolati dai gangli delle radici dorsali di 

ratti adulti (Fernyhough et al., 1993). Recentemente è stato osservato che IGF-I 

stimola il differenziamento neuronale delle cellule staminali del cervello di ratti 

adulti (Brooker et al., 2000). 

Effetti di IGF-I sul sistema nervoso centrale: studi in vivo.

 

−  Gli studi in vivo 

sull’azione di IGF-I si sono focalizzati principalmente sui topi transgenici con 

alterazioni genetiche dell’espressione di IGF-I, del suo recettore e delle IGFBPs. 

Sono state generate molte linee di topi con alterazioni genomiche del sistema 

proteico di IGF-I (per una review, vedi D’Ercole et al., 1996; D’Ercole et al., 2002). I 

primi topi transgenici studiati sono stati quelli che sovraesprimono IGF-I (Mathews 

et al., 1988; Behringer et al., 1990). In relazione al grado di espressione del transgene 

nei tessuti nelle diverse linee di questi topi, una ragguardevole crescita somatica 

inizia a 3-4 settimane di età e conduce, in età adulta, ad un incremento di peso di 

circa il 30% rispetto ai topi wild-type. Questi topi presentano una crescita 

particolarmente sproporzionata di alcuni organi, in particolare del cervello (Ye et 

al., 1995; Ye et al., 1996), in relazione al grado di espressione organo-specifica del 

transgene, diverso nelle varie linee di topi mutanti. Sono stati creati un gran 

numero di altri topi transgenici IGF-I, usando diversi tipi di promotori, in modo da 

ottenere una sovraespressione di IGF-I organo-specifica (per una review, vedi 

D’Ercole et al., 2002). Per esempio è stata generata una linea di topi transgenici, che 

sovraesprime IGF-I solo nel sistema nervoso centrale (Ye et al., 1996). La 

sovraespressione di IGF-I a livello cerebrale incrementa il numero di neuroni, come 

evidenziato dall’aumento del contenuto di DNA (Behringer et al., 1990), le 

dimensioni dei corpi cellulari dei neuroni, l’estensione delle ramificazioni 

neuritiche (Gutierrez- Ospina et al., 1996), il contenuto di mielina (Ye et al., 1995). 

Analisi morfometriche e stereologiche del cervello di topi transgenici 

sovraesprimenti IGF-I hanno riportato un sostanziale incremento del numero totale 

di neuroni nella corteccia cerebrale (Gutierrez-Ospina et al., 1996), nella corteccia 

cerebellare (Ye et al., 1996), nel giro dentato dell’ippocampo (O’Kusky et al., 2000) 
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ed in alcuni nuclei del tronco dell’encefalo (Dentremont et al., 1999). Anche la 

generazione e lo studio dei topi portatori di delezioni dei geni di IGF-I e del 

recettore di IGF-I hanno fornito evidenze dirette del ruolo importante di IGF-I nella 

crescita somatica e del recettore IGFR-I nel mediare le azioni di IGF-I (Efstratiadis, 

1998). I topi omozigoti per la delezione di IGF-I, cioè i topi knock-out, hanno un 

marcato ritardo della crescita embrionale e postnatale ed hanno scarse probabilità 

di sopravvivere dopo la nascita (Baker et al., 1993; Liu et al., 1993; Powell-Braxton et 

 

− 

al., 1993). I topi knock-out per il recettore di IGF-I esibiscono un ritardo ancora più 

consistente della crescita embrionale ed invariabilmente non sopravvivono al parto. 

La delezione eterozigote sia di IGF-I che del recettore ha, invece, un impatto meno 

drammatico (Baker et al., 1993). I cervelli dei topi knock-out sono molto più piccoli 

rispetto ai controlli, sebbene il ritardo nello sviluppo risulti meno marcato rispetto a 

quello somatico; non sono state riscontrate, però, anomalie morfologiche (Baker et 

al., 1993; Liu et al., 1993). Negli animali con delezione del gene IGF-I (Beck et al., 

1995; Camarero et al., 2001) è stata osservata una diminuzione del numero di 

neuroni nella corteccia cerebrale, nel giro dentato dell’ippocampo, nello striato e nel 

nucleo cocleare. 

IGF-I: neurogenesi e apoptosi. Quanto abbiamo riportato sull’espressione di IGF-I e 

delle proteine ad esso correlate, sugli studi in vitro e sulle linee di topi transgenici 

indica che IGF-I promuove lo sviluppo del sistema nervoso centrale, incrementando 

il numero dei neuroni e delle connessioni sinaptiche, in parallelo all’estensione 

delle arborizzazioni neuritiche dei singoli neuroni. Inoltre, l’incremento del numero 

di neuroni sembra derivare sia da un incremento della proliferazione neuronale che 

da un’inibizione dell’apoptosi durante la fase dello sviluppo caratterizzata da una 

massiva ondata di morte neuronale. Mentre gli studi in vitro hanno evidenziato che 

IGF-I è essenziale per la proliferazione ed il differenziamento neuronale (per una 

review, vedi D’Ercole et al., 1996), la maggior parte delle evidenze in vivo 

documentano un’azione antiapoptotica di IGFI. Studi morfometrici dettagliati sono 

stati effettuati solo in topi transgenici, in cui l’espressione di IGF-I inizia nel periodo 

postnatale, quando la fase di proliferazione si è conclusa nella maggior parte delle 

regioni del sistema nervoso centrale (Hicks e D’Amato, 1968; Spreafico et al., 1995; 
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Verney et al., 2000). Iniezioni intraperitoneali di BrdU (5-bromo-2’-deossiuridina) 

non hanno evidenziato una differenza nella proporzione delle cellule marcate tra i 

topi transgenici e quelli normali (Ye et al., 1996; Dentremont et al., 1999; Camarero 

et al., 2001). L’analisi del tasso di apoptosi, tramite tecnica TUNEL, ha rivelato, 

invece, un significativo decremento nei topi transgenici rispetto ai controlli 

(Dentremont et al., 1999; Camarero et al., 2001; Chrysis et al., 2001). L’attività della 

caspasi-3 è fortemente ridotta nei topi transgenici così come l’espressione dei geni 

pro-apoptotici Bax e Bad, mentre l’espressione dei geni anti-apoptotici Bcl-2 

aumenta (Baker et al., 1999; Dentremont et al., 1999; Camarero et al., 2001; Chrysis 

et al., 2001). Questi dati confermano ulteriormente che IGF-I inibisce l’apoptosi 

neuronale durante lo sviluppo postnatale precoce del sistema nervoso. Solo nel giro 

dentato dell’ippocampo dei topi che sovraesprimono IGF-I si può osservare sia un 

incremento della proliferazione cellulare che una diminuzione del tasso di apoptosi 

(O’Kusky et al., 2000): indicando che IGF-I agisce incrementando la proliferazione 

neuronale ed inibendo l’apoptosi in questa regione cerebrale, in cui la neurogenesi 

si prolunga fino alla vita adulta. L’espressione di IGF-I nel cervello dei roditori, 

tuttavia, ha inizio già durante la vita embrionale (da E14 o prima; Bach et al., 1991); 

esso è espresso anche nelle cellule staminali neurali del cervello adulto (Brooker et 

al., 2000). Inoltre, molte regioni del sistema nervoso centrale dei roditori hanno 

picchi di espressione di IGF-I da E16 a E21 (Bondy, 1991). Tutte queste osservazioni 

indicano la possibilità di un’azione di IGF-I durante lo sviluppo embrionale del 

sistema nervoso. Infatti, un lavoro di recente pubblicazione ha evidenziato che IGF-

I ha un importante ruolo nello sviluppo del sistema nervoso anche più 

precocemente della fase di morte neuronale massiva (Popken et al., 2004): Popken e 

colleghi hanno creato un topo transgenico che sovraesprime IGF-I già durante la 

vita prenatale sotto il controllo del promotore della nestina, proteina del 

citoscheletro, espressa nei progenitori neurali nella maggior parte delle regioni del 

sistema nervoso centrale (Hockfield e McKay, 1985) ed i cui livelli di espressione 

declinano però rapidamente una volta che le cellule si differenziano verso un 

destino neuronale o gliale (Zimmerman et al., 1994; Dahlstrand et al., 1995; Matsuda 

et al., 1996) ed hanno osservato che in questi topi si osserva un incremento del 

volume tissutale di molte regioni cerebrali (tra cui la corteccia, lo striato, 
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l’ippocampo, i gangli della base, il talamo), già significativo durante la vita 

embrionale (E18) ed ancora più consistente dopo la nascita (P12). In età embrionale, 

così come dopo la nascita, la densità cellulare non differisce significativamente tra 

gli animali transgenici e quelli di controllo, mentre il numero totale di cellule è 

significativamente superiore nel cervello dei topi transgenici. L’espressione 

embrionale di IGF-I in questi topi ha inizio durante la fase proliferativa di 

neurogenesi dello sviluppo e prima dell’inizio dell’ondata di apoptosi. Marcando le 

cellule neuroepiteliali in proliferazione delle zone ventricolare e subventricolare 

degli embrioni E14 con BrdU (5-bromo-2’-deossiuridina), è stato osservato che IGF-I 

accelera la mitosi nei topi transgenici. In relazione, invece, alla marcatura con 

l’anticorpo contro la caspasi-3, si può apprezzare una significativa riduzione della 

morte cellulare dei neuroni nella corteccia cerebrale. Tali risultati dimostrano, 

quindi, che IGF-I promuove lo sviluppo cerebrale sia durante l’embriogenesi che 

durante la vita postnatale precoce, in un primo tempo stimolando la proliferazione 

delle cellule neuronali e successivamente inibendo i processi apoptotici (Popken et 

al., 2004): probabilmente, la stimolazione della proliferazione delle cellule 

embrionali avviene tramite un meccanismo che coinvolge la riduzione della 

lunghezza del ciclo cellulare (Popken et al., 2004). Già precedentemente era stato 

osservato, infatti, che IGF-I in colture di cellule staminali di muscolo scheletrico 

riduce la transizione da fase G1 a fase S (Chakravarthy et al., 2000). Gli effetti in 

vivo di IGF-I sulle cinetiche del ciclo cellulare sono state analizzati su embrioni di 

topi transgenici nestina/IGF-I ed è stato osservato che i progenitori neuronali degli 

animali transgenici hanno un ciclo cellulare più corto del normale: in particolare, è 

stato rilevato che questo decremento della durata totale del ciclo cellulare è dovuto 

interamente ad una riduzione della lunghezza della fase G1 (Hodge et al., 2004), che 

negli animali normali aumenta, invece, con lo sviluppo (Takahashi et al., 1995). 

Inoltre, nei topi transgenici nestina/IGF-I è significativamente aumentata la 

proporzione di cellule che rientrano nel ciclo cellulare: IGF-I, dunque, mantiene alta 

anche la frazione proliferativa (frazione P) di progenitori neurali (Hodge et al., 

2004), che normalmente andrebbe diminuendo (Takahashi et al., 1994; Takahashi et 

al., 1996). Analisi morfometriche della corteccia cerebrale (in particolare, dell’area 

somatosensoriale) di topi MT-1/IGF-I hanno rivelato, nonostante l’incremento del 
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numero totale dei neuroni, un significativo decremento nella densità dei corpi 

cellulari (cellule per unità di volume): questa osservazione indica che il volume 

occupato dai processi neuritici dei neuroni, che separano i singoli corpi cellulari, è 

notevolmente ampliato ed è perfettamente in linea con gli studi in vitro, 

precedentemente menzionati, che hanno dimostrato che IGF-I promuove il 

differenziamento di alcune popolazioni neuronali (Aizeman e DeVellis, 1987; Nataf 

e Monier, 1992; Fernyhough et al., 1993; Zackenfels et al., 1995; Brooker et al., 2000).  

Inoltre è noto che IGF-I gioca un ruolo centrale nella costruzione della 

citoarchitettura della retina (Hernandez-Sanchez et al., 1995), nell’ambito della 

quale promuove la proliferazione e il differenziamento cellulare (Frade et al., 1996) 

e ha effetti neuroprotettivi sulle cellule gangliari di ratto a seguito del taglio del 

nervo ottico (Kermer et al., 2000). 

gando, gli studi in vitro ed in vivo hanno fornito incontestabili evidenze che IGF-I 

ove lo sviluppo del sistema nervoso, incrementando il numero dei neuroni e 

azione dei processi neuritici. IGF-I esercita la sua azione sul numero di neuroni, sia 

entando il tasso di proliferazione che inibendo l’apoptosi dei neuroni in due fasi 

nti dello sviluppo. Alcune regioni del sistema nervoso, in particolare il giro dentato 

pocampo, sono dipendenti dagli effetti proliferativi di IGF-I anche in fasi successive.  

IGF-I media gli effetti dell’esercizio fisico sul sistema nervoso.
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−  Recenti evidenze 

associano l’esercizio fisico a diversi indicatori di funzionalità neuronale, come 

un’incrementata espressione dei fattori neurotrofici, un potenziamento 

dell’espressione genica e un aumento della neurogenesi ippocampale (Neeper et 

al.,1995; van Praag et al.,1999 a, b). Tuttavia, i meccanismi, che sono alla base di 

queste modificazioni, non sono stati identificati per diverso tempo. Dal momento 

che è stato dimostrato che, a seguito di esercizio fisico, aumentano i livelli ematici 

di IGF-I (Schwarz et al., 1996; Wallace et al., 1999), è stato ipotizzato che IGF-I possa 

modulare la risposta cerebrale all’attività fisica. Carro et al. (2000) hanno osservato 

che abbondanti quantità di IGF-I ematico passano nel tessuto cerebrale, 

attraversando la barriera ematoencefalica, in ratti sottoposti ad esercizio fisico: già 

dopo un’ora di corsa sulla ruota, infatti, si può mettere in evidenzauna una diffusa 

marcatura di differenti aree cerebrali (corteccia, ippocampo, striato, setto, talamo, 
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ipotalamo, cervelletto e molti nuclei del tronco encefalico) con anticorpi contro IGF-

I, mentre negli animali di controllo si rileva solo una debole marcatura. La maggior 

parte delle cellule che accumulano IGF-I sono neuroni, come si può dedurre dalla 

tipica morfologia e dalla positività di marcatura per la calbindina. Inoltre, 

l’iniezione intra-carotidea di IGF-I marcato con digossigenina risulta in una 

marcatura delle stesse aree cerebrali marcate dopo l’esercizio fisico (Carro et al., 

2000). La scoperta più interessante è che la somministrazione di IGF-I mima, 

almeno in parte, gli effetti dell’esercizio fisico: infatti, l’esercizio fisico e la 

somministrazione di IGF-I determinano un comune pattern di espressione di c-Fos 

nel sistema nervoso centrale; inoltre, un incremento simile dell’espressione 

ippocampale di BDNF è stato trovato sia in animali sottoposti ad esercizio fisico sia 

negli animali trattati con IGF-I (Carro et al., 2000). Per determinare se il passaggio 

Fos. Questo lavoro suggerisce un nuovo ruolo fisiologico di IGF-I tramite un 

di IGF-I dalla barriera ematoencefalica è critico nella mediazione degli effetti 

dell’esercizio fisico, è stato bloccato l’uptake di IGF-I da parte delle cellule cerebrali 

prima che gli animali fossero sottoposti al training fisico: la cronica 

somministrazione nel liquido cerebrospinale di un anticorpo antiIGF-I insieme ad 

un antagonista del recettore di IGF-I (JB-1) risulta in un blocco del passaggio di IGF-

I nel cervello e questa procedura determina anche un blocco dell’attivazione di c-

meccanismo che prevede il passaggio di IGF-I dal circolo sanguigno al cervello, il 

suo accumulo in specifici gruppi neuronali, la stimolazione dell’espressione 

neuronale di c-fos e BDNF e l’induzione di modificazioni a lungo termine 

dell’attività neuronale. Studi successivi, effettuati dallo stesso gruppo, hanno dato 

ulteriore corpo all’evidenza che IGF-I media gli effetti dell’esercizio fisico. Trejo et 

al. (2001) hanno dimostrato che l’uptake cerebrale di IGF-I ematico media gli effetti 

stimolanti dell’esercizio fisico sulla neurogenesi ippocampale: infatti, bloccando il 

passaggio di IGF-I dal circolo sanguigno al cervello in ratti sottoposti ad intenso 

esercizio fisico, si ottiene una completa inibizione nell’incremento di neuroni 

ippocampali. Altre osservazioni che permettono di accomunare le azioni sul 

sistema nervoso dell’esercizio fisico e dell’IGF-I includono l’aumento delle 

prestazioni in tests di memoria (Sonntag et al., 1997; Markowska et al., 1998; Radaka 

et al., 2001), l’incremento dell’angiogenesi (Black et al., 1990; Sonntag et al., 1997) e 
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del consumo cerebrale di glucosio (Cheng et al., 2000; Ide e Secher, 2000).  Carro et 

al. (2001), partendo dall’osservazione che la somministrazione sistemica di IGF-I, da 

cui scaturisce un incremento dei livelli cerebrali di IGF-I, ha effetti neuroprotettivi 

(Fernandez et al., 1999), hanno messo in evidenza che IGF-I media anche gli effetti 

neuroprotettivi dell’esercizio fisico: infatti, la somministrazione sottocutanea di un 

anticorpo bloccante IGF-I, che impedisce l’uptake cerebrale di IGF-I, ad animali 

sottoposti ad esercizio fisico neutralizza gli effetti protettivi dell’esercizio fisico in 

ogni tipo di modello animale di lesione o patologia neurodegenerativa studiato.  

iente può esercitare una profonda influenza anche prima della nascita: i dati 

ibili circa l’influenza dell’ambiente sullo sviluppo del sistema nervoso durante il 

o prenatale sono relativi agli effetti deleteri dello stress prenatale sullo sviluppo 

nale, come riportato da numerosi studi (per una review, vedi Mulder et al., 2002).  

ss prenatale è strettamente associato con ritardo della crescita (Barlow et al., 1978; 

va et al., 1989), con malformazioni strutturali (Benesova et al., 1989), con ritardo 

viluppo motorio (Gramsbergen et al., 1998), e con anomalie comportamentali e 

ne delle funzioni cognitive che si presentano in età adulta (Shiota e Kayamura, 

hneider, 1992; Poltyrev et al., 1996; Lordi et al., 1997; Szuran et al., 2000; Kofman, 

einstock, 1997). Nell’uomo è noto che i figli di madri sottoposte a stress durante la 

anza mostrano un aumento del rischio di morte improvvisa dovuto a 

mazioni strutturali, un aumento della frequenza di aborto spontaneo, peso ridotto 

scita e anomalie comportamentali a lungo termine (per una review, vedi Kofman, 

In particolare studi retrospettivi hanno dimostrato che esiste una correlazione tra lo 

frenia e la depressione (Ward, 1991). 

ta letteratura disponibile nel campo delle ricerche animali conferma questi dati, 

trando che lo stress prenatale è strettamente associato con anomalie fisiche quali 

 della crescita (Barlow et al., 1978; Benesova e Pavlik, 1989), malformazioni a livello 

rale (Besenova e Pavlik, 1989) e ritardo dello sviluppo motorio (Gramsbergen and 

 

Arricchimento ambientale e  stress prenatale. 
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normali di glucocorticoidi prodotti dalla madre in condizione di stress, i quali possono 

attraversare la barriera placentare (Mulder et al., 2002). Inoltre, sebbene esistano alcuni 

odotto dalla madre (questo succede 

 

r, 1998), e con modificazioni a livello comportamentale evidenti in età adulta, come 

 istinto esplorativo e alti livelli di comportamento ansioso (Wakshlak and 

tock, 1990; Poltyrev et al., 1996), diminuzione delle funzioni cognitive (Shiota e 

ura, 1989; Schneider, 1992; Lordi et al., 1997; Szuran et al., 2000; Kofman, 2002),e 

lie a livello sociale e sessuale (Weinstock, 1997; Frye and Orecki, 2002; Kofman, 

sa che questi effetti siano dipendenti, in modo parziale o totale, dall’aumento dei 

di alcuni ormoni nella circolazione sanguigna del feto, che può ricevere quantità

a

meccanismi volti a proteggere il feto dal cortisolo pr

specialmente nei feti umani), una sovrapproduzione di glucocorticoidi nel feto può essere 

causata da quantità di cortisolo che sfuggono ai meccanismi di inattivazione a livello 

placentare.  

Gli effetti deleteri dello stress prenatale non sembrano essere irreversibili, ma possono

essere annullati da trattamenti che agiscono sulla qualità dell’ambiente esperita dal 

soggetto in sviluppo dopo la nascita. È stato dimostrato che l’arricchimento ambientale 

effettuato a partire dal momento dello svezzamento annulla i disturbi provocati dallo 

stress prenatale sul comportamento di gioco sociale e sulle capacità di risposta allo stress 

indotto (Morley-Fletcher et al., 2003). Inoltre è stato dimostrato che l’arricchimento 

ambientale effettuato molto precocemente dopo la nascita annulla le alterazioni 

immunologiche in ratti stressati durante il periodo prenatale (Laviola et al., 2004) e annulla 

anche i difetti riscontrati nelle abilità cognitive, nella proliferazione cellulare e 

nell’espressione di proteine sinaptiche (Koo et al., 2003). 

Tuttavia non esistono prove dirette che documentino l’influenza dell’arricchimento 

ambientale materno durante la gravidanza sullo sviluppo della prole, cioè mentre sono in 

corso gli eventi di maturazione. 
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Arricchimento ambientale prenatale e sviluppo retinico. 
 

Uno studio di recente pubblicazione (Sale et al., 2007), nell’ambito del quale si inserisce il 

lavoro da me svolto per questa tesi, ha preso in esame questo aspetto del problema, 

cercando di individuare e caratterizzare gli effetti del protocollo sperimentale 

l processo di morte cellulare naturale che caratterizza le fasi precoci dello 

tta nel paragrafo “L’obiettivo di 

 dei progenitori neurali retinici, e la sinaptogenesi. Questi 

tadi di sviluppo sono altamente regolati a livello temporale e avvengono con un ordine 

conservato in tutte le specie studiate fino ad ora, ma con decorso temporale diverso per 

ogni tipo cellulare della retina.  

dell’arricchimento ambientale prenatale sullo sviluppo del sistema visivo del feto, 

riferendosi in particolare alla retina. 

Per studiare se le condizioni ambientali durante il periodo prenatale abbiano qualche 

impatto sullo sviluppo del sistema nervoso degli embrioni, questa ricerca ha analizzato gli 

effetti di tale protocollo sperimentale, effettuato per l’intera durata della gravidanza, su 

caratteristiche anatomiche e molecolari della maturazione del sistema visivo, analizzate sia 

nel periodo prenatale sia immediatamente dopo la nascita, prestando un’attenzione 

particolare a

sviluppo retinico.  

La scelta di monitorare lo sviluppo precoce del sistema visivo del ratto attraverso l’analisi 

della maturazione della citoarchitettura retinica è dovuta al fatto che questa struttura si 

sviluppa come evaginazione delle vescicole telencefaliche, ed è quindi una parte 

facilmente accessibile del sistema nervoso centrale, e pertanto rappresenta un potente 

strumento sperimentale per lo studio dei processi che avvengono a livello cerebrale. Lo 

sviluppo retinico del ratto, poi, è un processo che avviene in una fase molto precoce della 

vita dell’animale e segue un andamento temporale che è già sufficientemente noto per 

quanto riguarda le dinamiche generali. 

La struttura altamente organizzata della retina, descri

questo studio: la retina” della presente introduzione, viene raggiunta attraverso stadi di 

sviluppo successivi, costituiti da fenomeni quali la proliferazione cellulare, il 

differenziamento e la migrazione

s
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Durante la fase di intensa neurogenesi, che nel ratto avviene durante l’ultimo periodo di 

vita fetale, si verifica una sovrapproduzione di RGCs, che inizialmente coincide e poi è 

onale che porta alla perdita 

 apoptotico inizia intorno al giorno embrionale 17-18 

 strato delle RGCs. Da questi esperimenti è emerso che il decorso 

tine whole-mount colorate con il cresilvioletto, che 

 periodo che precede la nascita si potessero osservare 

variazioni nei livelli di morte cellulare programmata ed è stato trovato che nel 

immediatamente seguita da un periodo di degenerazione neur

di circa il 50% del numero totale di RGCs (Perry et al., 1983). Questa eliminazione di 

cellule avviene tramite un programma di morte cellulare naturale (l’apoptosi), un processo 

che è stato studiato in modo esauriente ed è noto avvenire in quasi tutte le regioni 

cerebrali esaminate fin ora (per una review, vedi Yuan e Yankner, 2000). In particolare si 

sa che nella retina di ratto il processo

(E17-18), raggiunge il culmine in corrispondenza del primo giorno dopo la nascita (P1) e 

termina intorno alla prima settimana di vita dell’animale, circa a P10 (Perry et al.,1983). 

Pertanto lo scopo degli esperimenti svolti nella prima parte di questa ricerca è stato quello 

di valutare il contributo dell’arricchimento ambientale effettuato nel periodo prenatale, 

allevando cioè in condizioni arricchite femmine di ratto gravide a partire dal primo giorno 

di gestazione, sullo sviluppo retinico, utilizzando come modello la curva di sviluppo 

dell’apoptosi nello

temporale della morte per apoptosi negli embrioni viene accelerato a seguito 

dell’allevamento della madre in condizioni arricchite. 

 

L’arricchimento ambientale materno accelera le dinamiche di morte cellulare programmata delle 

RGCs nella retina della prole. 

Il processo apoptotico è stato inizialmente analizzato tramite la stima del numero dei 

nuclei picnotici presenti nello strato delle RGCs di piccoli di madri arricchite rispetto a 

quelli di madri standard, utilizzando re

evidenzia la condensazione della cromatina (una delle caratteristiche morfologiche delle 

cellule in apoptosi). È stata riscontrata una marcata diminuzione nel numero di nuclei 

picnotici nello strato delle RGCs di animali EC rispetto agli animali SC nel primo giorno di 

vita postnatale (P1), età in cui normalmente, nel ratto, il processo di morte naturale 

raggiunge il culmine (Figura 1.8). A questa età il numero di cellule picnotiche osservate 

negli animali EC è diminuito del 40% circa rispetto a quello degli animali SC. È stato poi 

analizzato se anche durante il
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diciottesimo giorno di vita embrionale (E18) gli animali EC mostrano un aumento di circa 

il 70% di cellule picnotiche rispetto agli animali SC (Figura 1.8). 

In una seconda serie di esperimenti è stata ripetuta la stima del numero di cellule in 

apoptosi utilizzando un metodo diverso, quello del TUNEL. Questa metodologia permette 

di evidenziare la frammentazione del DNA, un’altra caratteristica delle cellule in apoptosi. 

I risultati ottenuti con la tecnica del cresilvioletto sono stati confermati; è stata infatti 

osservata una diminuzione del numero di cellule in apoptosi nei ratti EC a P1 rispetto ai 

ratti SC, e un aumento di questo numero sia a E18 che a E20 nei ratti EC rispetto ai ratti SC 

(Figura 1.9). 

Dato che le variazioni nel numero di cellule picnotiche osservate negli animli EC 

potrebbero essere dovute anche a modificazioni dello stato di attivazione o del numero di 

cellule microgliali, è stato stimato il numero e controllata la morfologia delle cellule 

microgliali retiniche in entrambi i gruppi sperimentali a P1. Per questo esperimento è stata 

effettuata una marcatura delle cellule microgliali con isolectina B4, che evidenzia tutte le 

cellule microgliali, sia quelle attive che quelle quiescenti, e permette di individuare sia 

eventuali variazioni morfologiche o di intensità della marcatura, che riflettono variazioni 

nel grado di attivazione, sia variazioni nel numero di cellule. Da questo esperimento non 

ono emerse differenze qualitative tra i due gruppi per quanto riguarda la forma e 

l’intensità della marcatura (Figura 1.10 A) e il numero di cellule microgliali stimato in EC e 

È stato anche valutato se il cambiamento nel rate di morte naturale osservato negli EC 

 

s

SC non differisce statisticamente (Figura 1.10 B). 

rispetto ai SC inducesse variazioni nel numero finale delle RGCs nell’animale adulto. Per 

valutare gli effetti delle diverse condizioni di allevamento sul numero finale delle RGCs 

sono stati usati due diversi metodi di misurazione. Per prima cosa è stato stimato il 

numero delle RGCs come il 50% del numero totale di cellule presenti nello strato delle 

RGCs di animali adulti (>P60) EC e SC, secondo il metodo descritto nel lavoro di Perry e 

collaboratori (1983): il numero delle RGCs è stato stimato su retine whole-mount marcate 

con il cresilvioletto; dalla conta sono state escluse le cellule piccole con nuclei chiazzati 

(descritte come cellule gliali; Miller et al., 1981). Seguendo questa procedura non sono 

emerse differenze nel numero totale di RGCs tra EC e SC (Figura 1.11). Comunque, dal 

momento che questo metodo è basato sull’assunzione che nello strato delle cellule 

gangliari sia presente un uguale proporzione di RGCs e di cellule amacrine displaced, 
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mentre la percentuale relativa di queste due classi di cellule non è nota per quanto 

riguarda la condizione arricchita, è stato stimato il numero di RGCs usando anche un 

contrate differenze nel numero di RGCs nella retina di ratti adulti EC e SC 

so temporale delle dinamiche di morte 

metodo di misurazione più preciso. Un gruppo separato di ratti EC è stato sottoposto a 

taglio del nervo ottico, una procedura che porta alla perdita di circa il 95% di RGCs ma che 

non influisce sul numero di cellule amacrine displaced (Perry et al., 1983). Quindi il 

numero di cellule gangliari è stato calcolato sottraendo il numero di cellule amacrine 

displaced contato nella retina ipsilatelare al nervo ottico tagliato dal numero totale di 

cellule contate nella retina controlaterale. Anche con questo metodo di misurazione non 

sono state ris

(Figura 1.11). Il numero delle RGCs è stato stimato anche a P1, ovvero nel momento in cui 

il fenomeno apoptotico raggiunge il culmine, utilizzando il primo dei metodi di 

misurazione appena menzionati. Anche in questo caso non sono state riscontrate 

differenze nel numero di RGCs tra condizione arricchita e condizione standard 

(195240±7009 per gli SC, 185607±7101 per gli EC; t-test, P=0,347). Dunque è possibile che il 

decremento di morte cellulare programmata osservata a P1 negli animali arricchiti possa 

compensare l’aumento del numero di cellule in apoptosi riscontrato in questi animali 

durante il periodo embrionale (E18 e E20).  

 Quindi complessivamente questi risultati dimostrano che i cambiamenti nel numero di 

cellule picnotiche osservati nei piccoli di madri arricchite, indotti dall’arricchimento 

ambientale, riflettono una variazione nel decor

cellulare programmata delle RGCs, che viene accelerato dall’allevamento della madre in 

condizione arricchita durante la gravidanza. 
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Figura 1.8: stima del numero dei nuclei picnotici nello strato delle cellule gagliari di 

cresilvioletto su retine whole-mount. L’ANOVA a due vie dimostra un effetto sia 
dell’età (P<0.001) sia delle condizioni di allevamento (P<0.05) e un’interazione 
significativa tra i due parametri (età e condizioni di allevamento). Il test di Mann-
Whitney con la correzione di Bonferroni rivela una differenza tra EC e SC  a E18 e P1 
(P=0.02). Riadattato da Sale et al. (2007). 

ratti arricchiti (EC) e non-arricchiti (SC), alle età indicate, con il metodo del 
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P1 (P<0.001). Riadattato da Sale et al. (2007). 

igura 1.9: stima del numero delle cellule in apoptosi, alle età indicate, con il metodo 
el TUNEL su sezioni verticali di retina. L’ANOVA a due vie dimostra un effetto sia 
ell’età (P<0.001) sia delle condizioni di allevamento (P<0.05) e un’interazione 
gnificativa tra i due parametri (età e condizioni di allevamento). Il test di Mann-
hitney con la correzione di Bonferroni rivela una differenza tra EC e SC a E18, E20 e 
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Figura 1.10: analisi della morfologia, dell’intensità della marcatura e del 
numero di cellule microgliali in ratti EC e SC a P1. 
A: micrografia dello strato GCL di retine a P1 whole-mount marcate con isolectina 
B4. Non sono state riscontrate differenze qualitative né per la forma né per 
l’intensità della marcatura delle cellule microgliali tra ratti EC e SC. Scale bar: 20 
µm.  
B: numero di cellule microgliali nello strato GCL di ratti EC e SC. Il test di Mann-
Whitney dimostra che non c’è differenza tra i due gruppi (P=0.429). Le barre 
indicano il SEM. Riadattato da Sale et al. (2007). 
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Figura 1.11: misura del numero delle RGCs in animali adulti EC e SC. Il numero 

GCL (colonna A), sia quando 

=0.77 e 0.28, rispettivamente, con il t-test). Riadattato da Sale et al. (2007). 

finale di RGCs non differisce tra ratti adulti EC e SC sia quando viene stimato 
come il 50% delle cellule totali presenti nello strato 
viene calcolato sottraendo il numero di cellule amacrine displaced rimaste nello 
strato GCL dopo un periodo di trenta giorni a seguito del taglio del nervo ottico 
ipsilaterale dal numero di cellule totali presenti nella retina controlaterale (clonna 
B). (P
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I livelli di espressione di IGF-I aumentano nelle madri allevate in arricchimento ambientale durante 

 gravidanza e nei loro piccoli. 

na volta evidenziati gli effetti dell’arricchimento ambientale prenatale sulle dinamiche di 

orte cellulare durante lo sviluppo della retina dei piccoli, si è cercato di chiarire quale 

otesse essere il meccanismo molecolare coinvolto. Il primo passo è stato quello di 

erificare se l’allevamento della madre in ambiente arricchito a partire dal primo giorno di 

gravidanza inducesse qualche variazione nei livelli di fattori di crescita importanti per lo 

sviluppo del sistema visivo della prole. L’attenzione si è focalizzata sull’Insulin-like 

Growth Factor-I (IGF-I) che è considerato un forte modulatore della crescita fetale e 

postnatale e della maturazione degli organi (Olanrewaju et al., 1996), che regola gli stadi 

precoci dello sviluppo neurale e i cui livelli cerebrali risultano essere fortemente aumentati 

dall’esercizio fisico sostenuto (Carro et al., 2000).  

Pertanto sono stati analizzati i livelli di IGF-I nelle madri EC e sono stati confrontati con 

quelli delle madri SC. Dato che i livelli di IGF-I nel sangue sono difficili da rilevare a causa 

del veloce uptake da parte dei tessuti, i livelli di IGF-I sono stati misurati nel cervello e nel 

latte di femmine di ratto gravide EC e SC. I risultati ottenuti dimostrano che le madri EC

resentano livelli più alti di IGF-I nel cervello rispetto alle madri SC, e che il latte 

prelevato dal contenuto gastrico dei piccoli di madri EC a P1 contiene maggiori quantità di 

IGF-

In p  di 

mad  o 

men  in 

entrambi i gruppi sperimentali aumenta progressivamente durante le fasi tardive dello 

viluppo embrionale e i primi giorni di vita postnatale, per poi declinare intorno a P10. 

oltre è stato osservato un marcato aumento dei livelli di IGF-I nello strato delle cellule 

angliari a E15 e a E18 nei ratti EC rispetto agli SC (Figura 1.13). Così questi risultati 

uggeriscono che gli effetti dell’arricchimento ambientale osservati a livello retinico 

otrebbero essere spiegati dall’aumento precoce dell’espressione di IGF-I. 
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I rispetto a quello prelevato dai piccoli di madri SC (Figura 1.12). 

arallelo è stata analizzata l’espressione di IGF-I nello strato delle RGCs della prole

ri EC e SC, da E15 a P10, quando il periodo di morte naturale delle RGCs è più

o concluso. L’espressione di IGF-I è risultata essere regolata durante lo sviluppo:

s
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Figura 1.12: la concentrazione di IGF-I aumenta nel latte materno. 
Determinazione della concentrazione di IGF-I nel latte di ratti n
tramite RIA. L’ANOVA a due vie dimostra una interazione signi

eonati EC e SC 
ficativa tra età e 

condizioni di allevamento (P<0.05). Il test post hoc di Tukey rivela una differenza 
significativa tra EC e SC a P1 (P<0.05), ma non a P10 (P=0.258). Le barre indicano il 
SEM. Riadattato da Sale et al. (2007). 
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Figura 1.13: l’espressione di IGF-I aumenta nello strato delle cellule gangliari 

ticamente significativa tra i due gruppi a E15 
(P=0.009) e E18 (P<0.01). Le barre indicano il SEM. Riadattato da Sale et al. (2007). 

della prole di madri EC. A. micrografie di sezioni di retine EC e SC marcate per 
IGF-I a differenti età. Scale bar: 50µm. B: analisi quantitativa per 
l’immunofluorescenza della marcatura di IGF-I nello strato delle cellule gangliari di 
ratti EC e SC. L’ANOVA a due vie dimostra un effetto significativo dell’età 
(P<0.001) e delle condizioni di allevamento (P<0.001). Il t-test con la correzione di 
Bonferroni rivela una differenza statis
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L’influenza dell’arricchimento ambientale materno sullo sviluppo fetale non è ristretta solo alla 

retina. 

 

el piccolo, è stata ricercata la presenza di cambiamenti maturazionali nei soggetti EC e SC 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per caratterizzare meglio l’influenza dell’arricchimento della madre sullo sviluppo globale

d

al di fuori della retina. Dal momento che IGF-I è un noto modulatore della maturazione

cerebellare (Torres-Aleman et al., 1994) e della crescita fetale (Fowden, 2003), sono stati 

analizzati i livelli di IGF-I nel cervelletto e il peso corporeo dei ratti EC e SC a differenti 

età. Gli animali arricchiti mostrano un marcato incremento nell’espressione della proteina 

IGF-I a livello cerebellare, rispetto agli animali standard, e il loro peso corporeo è

aumentato di circa il 10%, sia a E18 sia a P1. L’aumento dei livelli cerebellari di IGF-I e del 

peso corporeo osservati negli embrioni EC suggeriscono che l’allevamento della madre in 

condizione arricchita durante il periodo della gravidanza influenzi lo sviluppo globale del 

feto. 
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SCOPO DELLA TESI. 
 

Lo studio svolto durante il mio periodo di tesi si inserisce nell’ambito dello studio 

sperimentale svolto nel Laboratorio di Neurobiologia della Scuola Normale Superiore, 

volto a comprendere quali fossero le influenze dell’arricchimento ambientale materno 

sullo sviluppo del sistema visivo della prole. 

Riassumendo i risultati descritti nel capitolo “Arricchimento ambientale prenatale e 

sviluppo retinico” dell’Introduzione, in questo studio è stato dimostrato che 

l’arricchimento ambientale precoce induce un’accelerazione del decorso temporale della 

morte naturale programmata delle RGCs, e che questo effetto è accompagnato da un 

aumento dei livelli di IGF-I nel cervello e nel latte della madre e nello strato delle RGCs 

dei piccoli. 

Lo scopo del mio lavoro di tesi è stato quello di ampliare l’analisi degli effetti 

ell’arricchimento ambientale materno sulla maturazione retinica; a questo fine si è scelto 

i valutare, in animali arricchiti e standard, altri aspetti importanti dello sviluppo retinico, 

ome la migrazione di specifiche popolazioni cellulari retiniche. È stata inoltre 

pprofondita l’analisi di un coinvolgimento di IGF-I negli effetti dell’arricchimento 

mbientale materno sullo sviluppo retinico del feto. In particolare, per determinare se 

aumento dei livelli di IGF-I fosse necessario all’esplicarsi degli effetti dell’EE sullo 

viluppo della maturazione retinica, sono stati effettuati esperimenti causali di blocco di 

F-I in madri arricchite e di infusione di questo fattore in madri standard, ed è stata 

saminata la migrazione dei progenitori neurali e il decorso temporale della morte 

aturale programmata nello strato delle cellule gangliari dei loro piccoli. 
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MATERIALI E METODI. 

 

 secondo le direttive 

di ratto (P1) sono stati anestetizzati per ipotermia, mentre i giovani (P10) e gli adulti sono 

 

ni di allevamento. 

’allevamento in condizione standard prevede l’uso di gabbie di dimensioni standard 

0x30x20 cm) in cui sono state allevate un massimo di tre animali (due femmine e un 

aschio; Figura 3.1A). Il maschio veniva rimosso dopo 7 giorni.  

In entrambe le condizioni di allevamento l’acqua e il cibo erano disponibili ad libitum.  

 

 

Trattamento degli animali. 

Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti su ratti Long Evans hooded

del Ministero Italiano della Salute per la cura e l’uso degli animali da laboratorio. I piccoli 

stati anestetizzati con cloralio di idrato o con avertina (1 ml/100 g di peso corporeo). 

 

Condizio
 

Condizione arricchita (EC). 

Le gabbie di arricchimento sono ampie (100x50x82 cm) con tre piani collegati da scale, 

contenenti diversi serbatoi per il cibo, due ruote per il movimento, e vari oggetti di forme 

diverse (giochi, tunnel, tubi) che venivano riposizionati e/o sostituiti con altri una volta 

alla settimana (Figura 3.1B). In ogni gabbia sono state allevate almeno 6 femmine adulte e 

un maschio. Il maschio veniva rimosso dopo 7 giorni. Con questa procedura l’intera 

gravidanza avveniva in condizioni arricchite. 

 

Condizione standard (SC). 

L

(4

m
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Per fare in modo che la gravidanza avesse inizio in un momento noto allo sperimentatore 

è stata adottata la seguente procedura: un maschio veniva introdotto e tenuto nella stessa 

 alle 9:00 della mattina successiva., sia nella 

ondizione arricchita che nella condizione standard. Quest’ultimo giorno del calendario 

no di gestazione (E0). Il giorno del parto (le prime 24 

re dopo il parto) veniva considerato come il primo giorno dopo la nascita (P0).  

gabbia della femmina dalle 16:00 fino

c

veniva considerato come il primo gior

o
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Figura 3.1: diverse condizioni di allevamento. 
A: condizioni standard (SC). 
B: condizioni arricchite (EC). 
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Istologia. 
 

 

araformaldeide al 4% in 

tampone fosfato 0.1 M (pH7.4), e gli embrioni sono stati rimossi tramite isterectomia.  

ccoli sono stati perfusi attraverso il cuore con 

 

mmunoistochimica. 

er la marcatura immunoistologica per DCX sono state utilizzate sezioni verticali di retina 

pessore di 16 µm) ottenute con il criostato. Le sezioni di retina sono state permeabilizzate 

 triton X100 allo 0.3% (blocking step) e poi incubate in anticorpo policlonale di capra 

nti-doublecortin (1:1000, C-18 Santa Cruz). In seguito sono state esposte ad anticorpo anti 

munoglobuline di capra fatto in coniglio coniugato con la biotina (1:200, Vector lab), 

eguito da extravidina coniugata a fluoresceina (1:300, Sigma). Il numero degli animali 

sati per l’analisi di DCX è stato 6 animali a E15 e 5 a E18 per gli EC; 4 animali a E15 e 4 a 

18 per gli SC. 

er la marcatura immunoistologica per Islet-1 e calbindin le sezioni verticali di retina sono 

sta ticorpo monoclonale anti-Islet-1 (1:50, 

DSHB) e anticorpo policlonale anti-calbindin fatto in coniglio (1:1000, Swant), 

 è stata evidenziata usando un anticorpo 

biotinilato anti-mouse fatto in cavallo o un anticorpo biotinilato anti-rabbit fatto in capra 

coniugata a fluoresceina (1:300, Sigma). Il 

numero di animali usati per l’analisi di Islet-1 è stato 6 animali a E15 (EC) e 3 a E15 (SC). 

Per l’analisi di calbindin, invece, sono stati utilizzati 3 animali per gruppo (E15 EC e SC).  

le sezioni verticali di retina sono state 

processate nel seguente modo. Le sezioni, dopo lo step di blocking, sono state incubate in 

anticorpo policlonale anti-IGF-I fatto in coniglio (1:500; l’anticorpo ci è stato fornito dal 

Per prelevare gli occhi dagli embrioni E15 e E18 le femmine gravide sono state

anestetizzate con cloralio idrato e perfuse attraverso il cuore con p

Per prelevare gli occhi dei ratti a P1, i pi

paraformaldeide al 4% in tampone fosfato 0.1 M (pH7.4).  

 

I
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P

te incubate, dopo lo step di blocking, con an

rispettivamente. La reazione immunoistologica

(1:200, Vector lab), seguiti da extravidina 

Per la marcatura immunoistologica per IGF-I 
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Prof. Ignacio Torres-Aleman). La reazione immunoistologica è stata evidenziata grazie 

all’incubazione delle sezioni con un anticorpo biotinilato anti-rabbit fatto in capra (1:200, 

guito da extravidina coniugata a fluoresceina (1:300, Sigma). Il numero di 

animali utilizzati per questo esperimento è stato: 7 animali per EC e 5 animali per SC, a 

 

 DCX e IGF-I, e conta 
elle cellule marcate per DCX, Islet-1 e calbindin. 

Le immagini sono state acquisite sia con il microscopio Zeiss Axiophot connesso con una 

cam ad un ingrandimento 20x e digitalizzate tramite il 

oftware Axiovision, sia con il microscopio confocale Olimpus Optical ad un  

cenza per DCX e per IGF-I e per contare il numero delle cellule marcate per 

i 

Vector lab), se

E18. 

 

Analisi dell’intensità della marcatura per
d
 

videocamera Zeiss HR Axio

s

ingrandimento del 20x, zoom 1.5, campi di 460x460 µm, acquisiti con una risoluzione di 

1024x1024 pixel. I settaggi inerenti a intensità del laser, gain, offset e pinhole sono stati 

ottimizzati all’inizio della procedura e poi sono stati mantenuti costanti per tutta la durata 

dello studio. Per ogni retina sono state acquisite almeno 4-5 sezioni (spessore di 16 µm) 

prese al livello della testa del nervo ottico, e sono stati presi quattro campi per ogni 

sezione. Le immagini della retina ottenute sono state importate nel sistema per l’analisi di 

immagini MetaMorph, e sono state usate per valutare il livello di intensità della 

immunofluores

DCX, Islet-1 e calbindin nello strato neuroblastico.  

Per IGF-I l’intensità dei pixel è stata misurata all’interno di un’area ottenuta contornando 

tutto lo strato delle RGCs, mentre per DCX l’area era centrata nello strato dei neuroblasti. 

Il livello di immunoreattività è stato calcolato come il rapporto tra l’intensità dei pixel e il 

livello del background, misurato per IGF-I nello strato nucleare esterno e per DCX nella 

parte interna della retina. I valori ottenuti da almeno 8-10 campi retinici sono stati usati 

per calcolare il valore medio di intensità dei pixel per animale. 

Tutte le acquisizioni e le analisi sono state eseguite “in cieco” rispetto alle condizioni d

allevamento e sperimentali. Per vedere se le cellule in migrazione positive per DCX erano 

positive anche per Islet-1 è stato eseguito un esperimento di doppia marcatura sulle retine 
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EC e SC a E15 per Islet-1 e DCX. Le immagini sono state acquisite con un ingrandimento 

del 60x, zoom 2.5, campi di 92x92 µm, con una risoluzione di 1024x1024 pixel. 

 

 

Stima del numero dei nuclei picnotici. 

li occhi prelevati dagli embrioni E18 di madri EC e SC sottoposte a infusione cronica di 

ezionate dall’occhio, 

ontate su vetrini gelatinati, poi fissate con glutaraldeide al 2.5% per circa un’ora e 

tato stimato moltiplicando la densità 

 e proteina IGF-I 
eseguite su femmine gravide. 

 

G

anticorpo anti-IGF-I o di proteina IGF-I, rispettivamente, sono stati fissati in 

paraformaldeide al 4% per 24 ore. Le retine sono state poi diss

m

mantenute per 4/7 giorni in una soluzione di formalina e etanolo (1:9). Infine le retine 

whole-mount sono state colorate con il cresilvioletto (0.1%), deidratate tramite passaggi 

successivi in etanolo a concentrazioni crescenti (70%, 95%, 99%) e analizzate. Il numero di 

nuclei picnotici è stato contato, seguendo una procedura “in cieco”, nello strato delle 

RGCs in 60 campi (80x80 mm) per retina (in media), uniformemente distribuiti. La 

percentuale della retina campionata con questa procedura varia dal 2.1 al 13.8%. I nuclei 

picnotici sono stati contati con un ingrandimento del 100X usando il microscopio 

computerizzato Zeiss (software Stereoinvestigator, Microbrighfield). Le cellule picnotiche 

sono state identificate sulla base della presenza di nuclei marcati in modo uniforme e 

scuri, talvolta frammentati. Quando due o più frammenti venivano individuati all’interno 

della stessa cellula venivano contati come facenti parte di una singola cellula picnotica. Il 

numero totale di cellule picnotiche per retina è s

media di cellule per campo per il rapporto tra l’area totale di ogni retina e l’area del 

campo. 

 

 

Infusioni croniche di anticorpo anti-IGF-I

 

Le femmine gravide sono state allevate sia in EC che in SC a partire dal primo giorno di 

gestazione. Al decimo giorno di gestazione (E10) le femmine gravide EC e SC sono state 
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sottoposte ad infusione di anticorpo anti-IGF-I o di proteina IGF-I, rispettivamente. È 

riportato in letteratura (Trejo et al., 2001) che l’anticorpo anti-IGF-I ha una cross-reattività 

1% sia con l’insulina sia con IGF-II. Le infusioni sono state effettuate tramite l’impianto di 

inipompe osmotiche (Alzet; infusione di anti-IGF-I: 20% in soluzione salina; infusione di 

l/ora in entrambi i casi) posizionate 

ll’animale (Carro et al., 2000). Le 

 

<

m

proteina IGF-I: 1 µg/µl; frequenza di infusione: 0.25 µ

a livello sottocutaneo nella regione scapolare de

osservazioni qualitative eseguite sia durante la fase diurna sia durante quella notturna del 

ciclo giornaliero hanno rivelato un comportamento apparentemente normale delle 

femmine che hanno subito l’impianto. In particolare, le femmine gravide EC usavano 

frequentemente la ruota per il movimento. A E18 le femmine gravide sono state perfuse 

attraverso il cuore e i loro embrioni sono stati rimossi per isterectomia. Gli occhi degli 

embrioni E15 sono stati prelevati, fissati e analizzati dopo trattamento immunoistochimico 

per DCX e Islet-1, in modo da contare il numero di cellule positive per questi due markers 

negli strati esterni della retina (DCX: n = 7 animali per EC+anti-IGF-I, n = 5 animali per 

SC+IGF-I; Islet-1: n = 7 animali per EC+anti-IGF-I, n = 5 animali per SC+IGF-I), e analizzati 

per l’espressione dei livelli di IGF-I (n = 7 per EC+anti-IGF-I, n = 5 per SC+IGF-I), come 

descritto in precedenza. Nelle retine degli embrioni E18 è stata analizzata la morte 

cellulare delle RGCs (n = 13 per EC+anti-IGF-I, n = 20 per SC+IGF-I) con la metodologia 

del cresilvioletto, per la stima del numero dei nuclei picnotici, come descritto in 

precedenza. 

L’esame istologico di sezioni cerebrali non ha messo in evidenza alcun segno di 

malformazione o di anomalie morfologiche sia negli embrioni trattati con anti-IGF-I sia in 

quelli trattati con la proteina IGF-I. 
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RISULTATI. 
 

L’arricchimento ambientale materno accelera la migrazione dei 
progenitori neurali in differenziamento nella retina del feto. 
 

Da esperimenti precedenti è emerso che l’arricchimento ambientale materno è in grado di 

influenzare le dinamiche di morte cellulare programmata delle RGCs del feto, e lo fa 

accelerando questo processo (come descritto nel paragrafo “L’arricchimento ambientale 

materno accelera le dinamiche di morte cellulare programmata delle RGCs nella retina 

della prole.”). Sulla base di questo risultato ci siamo chiesti se l’accelerazione del 

fenomeno apoptotico osservata negli animali EC non fosse una conseguenza 

dell’accelerazione delle dinamiche migratorie dei progenitori neurali retinici nello strato 

delle RGCs. Con questo proposito abbiamo eseguito un esperimento di 

immunoistochimica per DCX, che marca cellule in migrazione ed è un buon marker per la 

distribuzione spaziale e temporale dei progenitori neurali durante gli stadi precoci dello 

sviluppo della retina del ratto (Lee et al., 2003), su sezioni verticali di retina prelevata da 

embrioni E15 e E18 di madri EC e SC. 

I livelli di immunofluorescenza analizzati negli strati esterni della retina non differiscono 

), mentre abbiamo osservato livelli più alti di intensità 

ell’immunofluorescenza a E15 (Figura 4.1). 

i siamo allora chiesti se l’aumento dell’intensità della marcatura osservato a E15 fosse 

ovuto ad un aumento del numero di cellule positive per DCX; abbiamo allora contato il 

umero di cellule in migrazione nella regione compresa tra lo strato dei progenitori 

eurali e lo strato in formazione delle RGCs negli embrioni EC e SC a E15. Abbiamo 

ovato che il numero delle cellule in migrazione marcate per DCX era significativamente 

iù alto nei feti EC rispetto agli SC (Figura 4.2). 

tra animali EC e SC a E18, quando nello strato delle RGCs compare una chiara banda di 

marcatura, che riflette il progressivo accumulo di cellule in migrazione durante la 

maturazione della retina (Figura 4.1

d
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Figura 4.1: intensità dell’immunofluorescenza nei feti EC e SC. 
In alto: micrografia di sezioni di retina EC e SC marcate per doublecortin (DCX) a E15 e 
E18. L’espressione di DCX è aumentata nei ratti EC a E15. 
In basso: analisi quantitativa dell’intensità dell’immunofluorescen
della retina di embrioni EC e SC. L’A

za negli strati esterni 
NOVA a due vie mostra un’interazione 

statisticamente significativa tra età dell’animale e condizioni di allevamento (P = 0.02). 
La Pairwise Multiple Comparison Procedure (metodo di Holm-Sidak) rivela che i due 
gruppi differiscono statisticamente a E15 (P = 0.03), ma non a E18 (P = 0.19). Le barre 
indicano il SEM. 
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Figura 4.2: conta del numero di cellule marcate per DCX in feti EC e SC. 
In alto: micrografia di sezioni di retina EC e SC marcate per doublecortin (DCX) a E15, 
acquisite con un ingrandimento 5X (a sinistra; scale bar = 100 µm) e 20X (a destra; scale 
bar = 50 µm), per contare il numero delle cellule in migrazione. 
In basso: numero di cellule marcate per DCX negli strati esterni della retina di ratti EC e
SC. Il numero d

 
i cellule DCX-postive è più alto negli embrioni EC rispetto agli SC (test 

di Mann-Whitney, P<0.05) Le barre indicano il SEM. 
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Le cellule che mostrano un’accelerazione della migrazione 
appartengono alla popolazione delle RGCs. 
 

Dato che DCX marca cellule in migrazione e differenziamento, indipendentemente dal 

tipo di cellula retinica, ci siamo chiesti a quale popolazione appartenessero queste cellule. 

Per analizzare questo aspetto abbiamo marcato distinte popolazioni di cellule in 

differenziamento con anticorpi cellula-specifici, come Islet-1, un fattore di trascrizione che 

marca precocemente cellule gangliari e cellule amacrine colinergiche, calbindin, che 

evidenzia le cellule orizzontali, e rodopsin, un marker per i fotorecettori. Abbiamo poi 

contato il numero di ogni tipo cellulare marcato in modo differenziale negli strati esterni 

della retina di embrioni EC e SC a E15. Abbiamo così osservato che nei feti EC a E15 è 

presente un più alto numero di cellule marcate con Islet-1 rispetto agli SC (Figura 4.3), che 

non c’è nessuna differenza nel numero di cellule positive per calbindin (Figura 4.4), e che 

rodopsin non è espressa nella retina fetale in nessuno dei due gruppi. È interessante notare 

che il numero di cellule DCX-positive è risultato essere molto simile a quello delle cellule 

Islet-1-positive; questo suggerisce che le cellule in migrazione appartengano alla 

popolazione delle cellule gangliari e delle cellule amacrine colinergiche. L’ipotesi è stata 

ulteriormente confermata da un esperimento di doppia marcatura, nel quale le cellule 

marcate per Islet-1 sono risultate essere positive anche per DCX (Figura 4.5). Dalla 

letteratura è noto che i neuroni retinici generati più precocemente sono le cellule gangliari 

(Rapaport et al., 2004; Farah e Easter, 2005); inoltre è noto che le cellule amacrine 

col  alle cellule 

ga

199

pri

I r

sviluppo strutturale della retina si estende anche a stadi di maturazione che sono 

recedenti alla morte cellulare programmata; in particolare abbiamo dimostrato 

influenza di questo protocollo sperimentale sulle dinamiche migratorie delle RGCs. 

 

inergiche vengono generate con uno o due giorni di ritardo rispetto

ngliari (E14 per le RGCs e E16 per le cellule amacrine colinergiche; Reese e Colello, 

2), così noi pensiamo che le cellule evidenziate dalla doppia marcatura appartengano 

ncipalmente alla popolazione delle cellule gangliari. 

isultati ottenuti indicano che l’influenza dell’arricchimento ambientale materno sullo 

p

l’
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Figura 4.3: immunoistochimica per Islet-1. 
In alto: micrografia di sezioni di retina EC e SC marcate per Islet-1 (un marker per cellule 
gangliari e cellule amacrine colinergiche) a E15, acquisite con un ingrandimento 5X (a 
sinistra; scale bar: 100 µm) e 20X (a destra; scale bar: 50 µm). 
In basso: numero di cellule marcate per Islet-1 negli strati esterni della retina di ratti EC e 
SC. Il numero di cellule Islet-1-postive è più alto negli embrioni EC rispetto agli SC (t-
test; P<0.001) Le barre indicano il SEM. 
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Figura 4.4: immunoistochimica per calbindin. 
Micrografia di sezioni di retina EC e SC marcate per calbindin (un marker per le cellule 
orizzontali) a E15, acquisite con un ingrandimento 20X (scale bar: 50 µm). 
Il numero di cellule calbindin-postive non differisce tra gli embrioni EC e gli SC (t-test; P 
= 0.253). 
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Figura 4.5: esperimento di doppia marcatura per DCX e Islet-1. 
Micrografia di sezioni di retina EC e SC marcate per DCX (rosso) e per Islet-1 (verde) a 
E15, acquisite con un ingrandimento 60X (scale bar: 10 µm). 
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Gli effetti dell’arricchimento materno sullo sviluppo retinico 
dipendono dall’espressione di più alti livelli di IGF-I. 

i arricchite a partire dal primo giorno di 

 livelli accresciuiti di IGF-I nel cervello e nel latte e che un simile 

nella retina e nel cervello della loro prole 

(Sale et al., 2007). 

Gli effetti osservati ci hanno indotto ad ipotizzare che l’aumento di IGF-I  fosse necessario 

a mediare gli effetti dell’arricchimento ambientale materno sullo sviluppo retinico 

osservato nel feto. Per investigare questa ipotesi abbiamo sottoposto femmine di ratto 

gravide, allevate in condizione arricchita a partire dal primo giorno di gestazione, ad 

infusione cronica di anticorpo anti-IGF-I, e femmine di ratto gravide allevate in condizioni 

standard ad infusione cronica di proteina IGF-I. La somministrazione di anticorpo anti-

IGF-I e di proteina IGF-I è stata effettuata tramite l’impianto di minipompe osmotiche 

applicate nella regione scapolare dell’animale a livello sottocutaneo, dal giorno E10 al 

giorno E15 o E18. 

Per prima cosa abbiamo analizzato i livelli di espressione di IGF-I nello strato delle RGCs 

degli embrioni di femmine EC trattate con l’anticorpo anti-IGF-I e di femmine SC trattate 

con la proteina IGF-I, e abbiamo riscontrato che il trattamento della madre con l’anticorpo 

a e di crescita indotto 

d

I nella madre SC si osserva un corrispondente cambiamento dei livelli di IGF-I 

dell’embrione. 

Abbiamo poi quantificato il numero di cellule evidenziate dalla marcatura per DCX e  

Islet-1 negli embrioni di entrambi i gruppi sperimentali a E15, ovvero all’età in 

corrispondenza della quale avevamo osservato una differenza nel numero di cellule in 

migrazione tra animali EC e SC e abbiamo riscontrato che il numero di cellule positive per 

DCX e Islet-1 è significativamente più basso negli embrioni E15 EC trattati con l’anticorpo 

anti-IGF-I rispetto agli embrioni EC non trattati, e che il numero di queste cellule non 

differisce da quello stimato negli embrioni SC alla stessa età (Figura 4.7 A e B). 

 

È stato recentemente dimostrato che le madr

gestazione presentano

incremento nei livelli di IGF-I è presente anche 

nti-IGF-I previene totalmente l’aumento di questo fattor

all’arricchimento ambientale nella retina del feto (Figura 4.6); aumentando i livelli di IGF-

 77



________________________________________________________________________________________Risultati 

Nell’esperimento opposto, nel quale IGF-I è stato somministrato a femmine gravide 

allevate in condizione standard il numero di cellule positive per DCX e Islet-1 è risultato 

essere significativamente più alto negli embrioni E15 SC trattati con la proteina IGF-I 

rispetto a quello degli embrioni SC non trattati (Figura 4.7 A e B). Gli effetti della 

somministrazione di IGF-I sono comparabili a quelli indotti dall’arricchimento ambientale 

materno per quanto riguarda l’accelerazione della migrazione delle RGCs: il numero di 

cellule positive per DCX e Islet-1 stimato negli embrioni SC a E15 trattati con IGF-I non 

differisce da quello osservato negli embrioni EC alla stessa età (Figura 4.7 A e B). 

Quindi la somministrazione di IGF-I mima gli effetti dell’arricchimento ambientale 

materno sulla maturazione dei progenitori neurali retinici, mentre l’infusione di anticorpo 

anti-IGF-I blocca completamente tali effetti. 

Il passo successivo è stato quello di analizzare i livelli di morte cellulare programmata 

delle RGCs negli embrioni E18 di entrambi i gruppi sperimentali marcando i profili 

icnotici con il metodo del cresilvioletto. Abbiamo riscontrato che il numero di cellule 

icnotiche nello strato delle RGCs è più basso negli embrioni di madri EC trattate con 

anticorpo anti-IGF-I rispetto agli embrioni di madri arricchite non trattate; questo 

umero non differisce da quello osservato negli embrioni di madri SC alla stessa età 

igura 4.8). Al contrario, il numero di cellule picnotiche è risultato essere più alto nello 

trato delle RGCs nella retina degli embrioni di madri SC trattate con la proteina IGF-I 

ispetto agli embrioni di madri SC non trattate (Figura 4.8) e simile a quello osservato negli 

mbrioni di madri EC non trattate. La somministrazione di IGF-I, quindi, è sufficiente per 

indurre negli animali SC i cambiamenti indotti dall’arricchimento ambientale per quanto 

riguarda l’accelerazione delle dinamiche di morte cellulare programmata delle RGCs. 

I risultati di questi esperimenti indicano che la somministrazone di IGF-I esogeno alla 

madre allevata in condizioni standard a partire dal decimo giorno di gravidanza è in 

grado di mimare gli effetti dell’arricchimento ambientale sullo sviluppo retinico del feto, 

mentre il blocco di IGF-I tramite la somministrazione di un anticorpo anti-IGF-I nella 

madre arricchita previene questi effetti. Così l’aumento di IGF-I sembra essere un evento 

necessario e sufficiente per l’esplicarsi degli effetti dell’arricchimento ambientale sullo 

sviluppo della retina del feto. 

Infine, sulla base di osservazioni fatte in precedenza circa l’influenza dell’arricchimento 

ambientale materno sullo sviluppo globale del feto, abbiamo misurato il peso corporeo 
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degli embrioni di madri arricchite trattate con l’anticorpo anti-IGF-I a E18, e lo abbiamo 

confrontato con quello ottenuto precedentemente in animali EC e SC alla stessa età. Gli 

 

ppo retinico del feto, in particolare è in 

embrioni di madri EC mostrano un aumento di circa il 10% del peso corporeo, 

onfermando i risultati precedenti, mentre la somministrazione di anti-IGF-I alle madri ECc

riporta il peso corporeo degli embrioni ai valori di controllo (embrioni EC = 1,37±0,04 

g;embrioni EC anti-IGF-I = 1,15±0,05 g; Test di Mann-Whitney, P = 0.005). 

Concludendo, i nostri risultati dimostrano che IGF-I è un mediatore degli effetti 

dell’arricchimento ambientale materno sullo svilu

grado di regolare fenomeni strutturali fondamentali per la maturazione dell’architettura 

retinica, quali la migrazione e l’apoptosi delle cellule gangliari. 

 

 

 79



________________________________________________________________________________________Risultati 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.6: intensità dell’immunofluorescenza per IGF-I. Analisi quantitativa 
dell’intensità dell’immunofluorescenza per IGF-I nello strato delle cellule gangliari di 
embrioni di madri EC, EC anti-IGF-I, SC e SC IGF-I. A seguito del trattamento con anti-
IGF-I, i livelli di espressione di IGF-I nello strato delle RGCs degli embrioni EC sono 
diminuiti rispetto a quelli degli embrioni SC; dopo infusione cronica di proteina IGF-I, i 
livelli di espressione di IGF-I nello strato delle RGCs è aumentato e raggiunge quello 
degli embrioni EC. L’ANOVA a una via dimostra un effetto delle condizioni di 
allevamento (P<0.001). È stata trovate una differenza tra i gruppi EC e SC, tra EC e EC 
anti-IGF-I e tra SC e SC IGF-I (Test post-hoc di Tukey, P<0.05). Non è stata trovata, 
invece, differenza tra i gruppi EC anti-IGF-I e SC e tra EC e SC IGF-I. Le barre indicano il 
SEM. 
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Figura 4.7 A e B: analisi del numero di cellule positive per DCX e Islet-1 a E15. Il 
numero di cellule positive per DCX (A) e per Islet-1 (B) negli strati esterni della retina di 
embrioni di madri EC, EC anti-IGF-I, SC e SC IGF-I, a E15. Per entrambi (A e B) 
l’ANOVA a una via dimostra un effetto del trattamento (P<0.05). È stata osservata una 
differenza tra i gruppi EC e SC, tra EC e EC anti-IGF-I e tra SC e SC IGF-I (Test post-hoc 
di Tukey, P<0.05). Invece i gruppi EC anti-IGF-I e SC, e EC e SC IGF-I non differiscono 
l’uno dall’altro. Le barre indicano il SEM. 
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Figura 4.8: analisi del numero dei nuclei picnotici a E18. Il numero di cellule picnotiche
negli embrioni di madri EC, EC anti-IGF-I, SC e SC IGF-I a E18. Dopo il trattamento con
anti-IGF-I il numero dei nuclei picnotici nello strato delleRGCs degli embrioni EC è più
basso rispetto a quello degli embrioni SC, mentre dopo l’infusione cronica di proteina
IGF-I il numero di cellule picnotiche nello strato delle RGCs degli embrioni SC è
aumentato, e non differisce da quello degli embrioni EC. L’ANOVA a una via dimostra
un effetto delle condizioni di allevamento (P<0.001).  ). È stata trovata una differenza tr
i gruppi EC e SC, tra EC e EC anti-IGF-I e tra SC e SC IGF-I (Test post-hoc di Tukey,
P<0.05). Non è stata trovata, inv

 
 
 
 
 
 

a 
 

ece, differenza tra i gruppi EC anti-IGF-I e SC e tra EC e 
SC IGF-I. Le barre indicano il SEM. 
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DISCUSSIONE. 
 

I risultati ottenuti dimostrano che lo sviluppo del sistema nervoso è sensibile alla 

stimolazione ambientale anche durante il periodo prenatale. Gli effetti dell’ambiente sullo 

sviluppo del feto sono mediati dalla madre; le condizioni ambientali arricchite fornite alla 

madre durante la gravidanza influenzano lo sviluppo retinico del feto attraverso il 

controllo di fattori di crescita fetale, in particolare di IGF-I, determinando un aumento 

della crescita somatica. 

 

 

Lo sviluppo della retina è sensibile alla stimolazione ambientale 
prenatale. 
 

È stato precedentemente dimostrato che l’arricchimento ambientale dalla nascita 

promuove la maturazione della corteccia visiva (Cancedda et al., 2004; Sale et al., 2004; 

Landi et al., 2007;) e accelera lo sviluppo funzionale della retina (Landi et al., 2007). La 

scoperta che gli effetti dell’arricchimento ambientale sullo sviluppo del sistema visivo 

siano presenti anche nella retina è particolarmente rilevante, dal momento che questa 

truttura veniva classicamente considerata resistente alle alterazioni dipendenti 

dall’esperienza. I nostri esperimenti hanno ampliato le conoscenze relative alla plasticità 

d  

a  

l

r  

m

morte naturale. Fino ad ora un cambiamento del decorso temporale dello sviluppo retinico 

ra stato osservato soltanto in topi con mutazioni naturali che influenzano il “rate” di 

orte naturale programmata (Williams et al.,1990). Questo è il primo caso nel quale viene 

imostrato che l’ambiente accelera la dinamica di migrazione e di morte cellulare, 

caratteristiche chiave dello sviluppo del sistema visivo. Il preciso assemblaggio dei circuiti 

s

ella retina, dimostrando che l’ambiente può influenzare lo sviluppo di questa struttura

nche durante il periodo di vita prenatale. Infatti dal nostro lavoro è emerso che

’arricchimento ambientale materno può influenzare profondamente lo sviluppo della 

etina dell’embrione anticipando processi strutturali critici per la sua maturazione, come la

igrazione di progenitori neurali e le dinamiche temporali del processo fisiologico di 

e

m
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neurali richiede infatti uno stretto controllo del corretto numero di neuroni pre- e post-

inaptici che vanno a formare le connessioni sinaptiche. Dunque, il fatto che la morte delle 

GCs avvenga più precocemente negli animali arricchiti può essere determinante per la 

aturazione accelerata dei circuiti intra-retinici e per la formazione delle proiezioni 

etinofugali. 

 

 

IGF-I ha un ruolo chiave negli effetti dell’arricchimento 
ambientale materno sullo sviluppo retinico. 
 

Gli effetti che abbiamo riscontrato sullo sviluppo retinico sembrano dipendere da IGF-I, 

come suggerito da esperimenti di immunoistochimica nei quali è stato osservato un 

aumento nell’espressione precoce di questo fattore nelle femmine di ratto gravide EC e 

nella loro prole. Sebbene un’analisi rigorosa dei livelli di IGF-I nella retina di embrioni EC 

 SC dovrebbe prevedere l’uso di saggi quantitativi, non ci è stato possibile eseguirli a 

causa della quantità troppo bassa di proteina IGF-I che può essere ottenuta anche da un 

nu

di 

pe

fem

ne

su

del livello ali EC. Invece l’infusione cronica di IGF-I 

ufficiente ad indurre negli animali SC tutti i 

ti prodotti dall’arricchimento ambientale sullo sviluppo della retina. Alla luce 

un ruolo fondamentale come mediatore degli 

recettori per IGF-I sono presenti nella retina (Rodrigues et al., 1988; Waldbillig et al., 

no espressi in modo sviluppo-dipendente (Frade et al., 1996; Lee et al., 1992). 

 è noto che IGF-I ha un ruolo centrale nel costruire la citoarchitettura della retina 

(Hernandez-Sanchez et al., 1995), nel promuovere la proliferazione cellulare durante gli 

s

R

m

r

e

mero cospicuo di  retine embrionali. Tuttavia una forte indicazione del coinvolgimento 

IGF-I nell’accelerazione dello sviluppo retinico indotto dall’arricchimento materno ci 

rviene dai risultati delle manipolazioni artificiali dei livelli di IGF-I effettuati su 

mine di ratto gravide EC e SC. Da questi esperimenti, infatti, risulta che la 

utralizzazione di IGF-I abolisce l’azione dell’arricchimento materno sulla migrazione e 

ll’apoptosi delle RGCs, e che questi effetti sono accompagnati da una marcata riduzione 

 di IGF-I nella retina degli anim

effettuata durante la gravidanza è s

cambiamen

di questi risultati pensiamo che IGF-I abbia 

effetti dell’arricchimento prenatale sullo sviluppo retinico. 

I 

1988) e so

Inoltre,
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stadi precoci di sviluppo (Hodge et al., 2004), il differenziamento (Frade et al., 1996) e la 

migrazione (Imai e Clemmons, 1999; Shigematsu et al., 1999). Quindi è possibile che 

 di IGF-I possano influenzare la migrazione e la morte cellulare 

rogrammata delle RGCs che avviene naturalmente durante lo sviluppo. In modo più 

rimono doublecortin (DCX) e positive per Islet-1 è maggiore negli 

mbrioni EC rispetto agli SC a E15, suggerendo che un decorso temporale anticipato della 

igrazione cellulare possa portare all’anticipazione delle dinamiche apoptotiche osservate 

che Islet-1 è un marker specifico per le cellule gangliari e per le cellule 

macrine colinergiche, non possiamo escludere la possibilità che IGF-I eserciti la sua 

 

Sulla base dei dati disponibili in letteratura, possiamo fare alcune ipotesi per cercare di 

spiegare come un aumento del livello di espressione di IGF-I nelle madri arricchite possa 

indurre aumentati livelli di IGF-I nei loro piccoli. 

alterazioni nell’espressione

p

specifico, è plausibile che aumentati livelli di IGF-I nella retina indotti dall’arricchimento 

possano fare aumentare la proliferazione dei progenitori neurali, che a sua volta possa 

indurre un’anticipazione del differenziamento, della migrazione e della morte cellulare 

programmata. 

Questo modello è supportato dai nostri risultati, i quali dimostrano che il numero di 

cellule retiniche che esp

e

m

negli animali EC. 

Dal momento 

a

azione in parallelo su entrambi i tipi cellulari. Pensiamo tuttavia che un effetto indiretto di 

IGF-I sulle cellule amacrine displaced sia improbabile. Infatti è noto dalla letteratura che lo 

sviluppo delle cellule amacrine avviene in ritardo rispetto a quello delle RGCs (E14 per le 

RGCs e E16 per le cellule amacrine colinergiche; Reese e Colello, 1992), che costituiscono la 

prima classe di neuroni retinici a differenziarsi, e noi abbiamo osservato un aumento 

dell’espressione di IGF-I nello strato delle RGCs in maturazione degli embrioni EC, in un 

periodo dello sviluppo in cui le cellule amacrine displaced rappresentano soltanto la 

minoranza della popolazione cellulare totale. 

 

 

Passaggio di IGF-I dalla madre al feto. 
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IGF-I contenuto sia nel liquido amniotico (Bloomfield et al., 2002), sia nel latte materno, 

come da noi recentemente confermato (Sale et al., 2007), potrebbe venire ingerito da parte 

dell’embrione ed è sicuramente assunto da parte del piccolo. In questo contesto l’azione di 

IGF-I potrebbe essere diretta; dal contenuto gastrico IGF-I potrebbe passare nella 

circolazione sanguigna, e da lì essere trasportato attivamente nel cervello da parte delle 

ellule del plesso coroideo (Carro et al., 2001). 

n’altra ipotesi si basa sul fatto che IGF-I è un mediatore degli effetti dell’ormone della 

crescita (GH) sulla crescita somatica (Baxter, 1986; Daughaday e Rotwein, 1989; Behringer 

 cui GH, nel feto (grazie 

’ambiente; per questo è stato 

c

U

et al., 1990; Jones e Clemmons, 1995). In questo caso l’azione di IGF-I sarebbe indiretta: 

IGF-I indurrebbe l’aumento dell’apporto di nutrienti, tra

all’aumentato trofismo della placenta) e nel piccolo (grazie all’accelerazione dello sviluppo 

della mucosa intestinale che questo fattore induce; Olanrewaju et al., 1996). L’aumentato 

apporto di GH, a sua volta, indurrebbe nel feto o nel piccolo un aumento della sintesi di 

IGF-I da parte del fagato, che, una volta entrato nella circolazione sangugna, viene 

trasportato attivamente nel cervello tramite le cellule del plesso coroideo  

 

 

Osservazioni finali. 
 

Studi recenti hanno dimostrato che l’allevamento di ratti in condizione arricchita a partire 

dal primo giorno dopo la nascita determina una marcata accelerazione dello sviluppo del 

sistema visivo, individuabile sia a livello funzionale, con una precoce maturazione 

dell’acuità retinica e corticale, sia a livello molecolare, con l’aumento dei livelli di BDNF 

nella retina (Cancedda et al., 2004; Landi et al., 2007). L’effetto più precoce indotto 

dall’arricchimento ambientale è stato osservato nel periodo postnatale che precede 

l’apertura degli occhi, e quindi ad un’età in cui i piccoli di ratto sono totalmente 

dipendenti dalla madre e non esplorano attivamente l

ipotizzato che tale effetto potesse dipendere da una diversa stimolazione materna ricevuta 

dai piccoli nelle diverse condizioni ambientali. Infatti è stato dimostrato che le madri EC 

praticano livelli più elevati di cure materne rispetto alle madri SC (Sale et al., 2004). 
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I risultati presentati in questa tesi dimostrano che l’accelerazione dello sviluppo del 

sistema visivo indotta dall’allevamento in ambiente arricchito può avere inizio anche nel 

periodo che precede la nascita. Quindi, alla luce di questi risultati e di quelli ottenuti dal 

lavoro svolto da altri ricercatori (Cancedda et al.,2004; Landi et al., 2007; Sale et al., 2007), 

proponiamo un modello in cui tre distinte fasi temporali durante lo sviluppo del piccolo di 

ratto sono controllate in modo differenziale dalla ricchezza dell’ambiente. Nella prima 

fase, l’arricchimento ambientale materno durante la gravidanza influenza l’espressione di 

IGF-I nello strato delle RGCs del feto, aumentandola, e questo porta all’accelerazione dello 

a complessa stimolazione sensoriale e motoria fornita dall’ambiente 

 

ell’orientare la ricerca clinica nel campo delle terapie prenatali. 

 

 

 

 

sviluppo della retina. Successivamente, i livelli più alti di cure materne effettuati dalle 

madri EC forniscono ai piccoli in sviluppo una robusta stimolazione tattile che può 

provocare l’aumento del livello di BDNF nella retina e nella corteccia visiva, e la precoce 

apertura degli occhi. Infine, quando i piccoli iniziano ad esplorare attivamente l’ambiente 

che li circonda, l

arricchito può influenzare direttamente lo sviluppo del loro sistema visivo, contribuendo 

ad accelerare ulteriormente la maturazione dell’acuità visiva. Gli effetti di queste tre fasi 

temporali si verificano in modo sequenziale, ma è probabile che siano legati tra loro in 

maniera causale, e che ogni fase possa agire da innesco per la successiva.  

Questi studi suggeriscono che l’influenza dell’ambiente sullo sviluppo e sulla plasticità del 

sistema visivo sia dovuta non solo a cambiamenti nel livello di stimolazione sensoriale ma 

anche,e soprattutto, a fattori che vengono attivati anche in assenza dell’esperienza visiva. 

La scoperta che l’arricchimento ambientale durante la gravidanza provoca un aumento di 

IGF-I, che è essenziale durante la gestazione ed è un modulatore chiave della crescita 

fetoplacentale (Torres-Aleman et al., 1994; Anthony et al., 1995), può essere rilevante

n
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