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INTRODUZIONE

La plasticita sinaptica ¢ ritenuta essere uno dei principali meccanismi alla
base del funzionamento della memoria. In particolare, il potenziamento a lungo
termine (LTP), ovvero un rafforzamento delle connessioni sinaptiche, e la
depressione a lungo termine (LTD), ovvero un indebolimento delle stesse, sono stati
usati come modelli per esaminare il processo di consolidamento delle informazioni
acquisite.

La scoperta del LTP risale agli anni ’60. In quel periodo Lemo stava
studiando nel laboratorio di Andersen gli effetti della stimolazione ripetitiva degli
input assonali sulla scarica neuronale. Gia Andersen et al. (1966) avevano dimostrato
un incremento della scarica neuronale a livello dell’input della via perforante verso
I’area dentata, in seguito a diversi secondi di stimolazione tetanica: al termine della
stimolazione, si poteva osservare uno stato di aumentata eccitabilita delle cellule
granulari per alcuni secondi. Lemo registro 1 potenziali di campo nei dendriti e nei
corpi cellulari dell’area dentata durante ripetitive stimolazioni della via perforante,
alla ricerca di eventuali effetti postumi della stimolazione. In questo esperimento,
treni di 120 impulsi a 12 Hz venivano inviati ogni 7 minuti, ad eccezione degli ultimi
due treni, separati da 22 minuti. Per ogni treno, la seconda e la terza popolazione di
spike in ogni scarica apparivano sempre piu precoci. Inoltre, ’ampiezza del primo
spike monosinaptico incrementava rapidamente verso un nuovo livello di
potenziamento, mentre la sua latenza decresceva verso un livello basso ed
apparentemente stabile. Andersen e Lomo (1967) ipotizzarono un possibile legame
tra questo fenomeno e i1 processi di apprendimento, sostenendo che 1’incremento dei
potenziali depolarizzanti denotava un aumento dell’efficacia della trasmissione
sinaptica osservabile al termine della stimolazione per un certo periodo (da diversi

secondi a pochi minuti).



Questa durata era troppo breve per rendere conto dei cambiamenti plastici nel
circuito neuronale che possono avvenire nei processi di apprendimento di alto
livello; se questo fenomeno avveniva in un insieme di neuroni che formavano una
catena polisinaptica, perd, I’effetto individuale risultava notevolmente potenziato.
Nel 1973 venne pubblicato uno studio di Bliss e Lemo nel quale si dimostrava un
aumento di lunga durata dell’efficienza di trasmissione delle sinapsi delle cellule
granulari dell’area dentata indotta da ripetuti treni di stimoli alla via perforante in
topi anestetizzati. Ogni treno di stimoli risultava in un progressivo incremento
nell’ampiezza della popolazione di spike delle cellule granulari nel lato tetanizzato,
mentre non si osservava alcun potenziamento nel lato di controllo. L’aumento dei
potenziali postsinaptici eccitatori in seguito all’applicazione di treni di stimoli ad alta
frequenza venne definito dagli autori LTP.

In seguito a questo storico esperimento, gli studi sui meccanismi di plasticita
sinaptica negli animali, sia in vivo che in vitro, sono aumentati nel corso del tempo,
dando ulteriori conferme all’ipotesi relativa al coinvolgimento di tali meccanismi nei
processi di apprendimento (Kandel, 1979; Rioult-Pedrotti et al., 2000; Werk et al.,
2006, Smolen, 2007).

La plasticita sinaptica nell’'umano ¢ stato studiata prevalentemente tramite la
stimolazione magnetica transcranica (TMS), una particolare tecnica di stimolazione
cerebrale che prevede la trasmissione di un impulso magnetico sullo scalpo (Baker et
al., 1985) in grado di provocare dei cambiamenti plastici LTP-/ike nella corteccia
motoria umana (Ziemann et al., 1998b; 2002). In particolare, tra le varie modalita di
utilizzo di tale tecnica, 1 risultati piu promettenti sembrano arrivare dai paradigmi
associativi (paired associative stimulation, PAS), consistenti nell’appaiamento di
uno stimolo magnetico centrale (TMS) ed uno stimolo elettrico periferico (Ridding e

Taylor, 2001; Stefan et al., 2000). I vantaggi del protocollo PAS risiedono nella



possibilita di valutare, nell’'uomo una particolare caratteristica del LTP, ovvero
I’associativita (un LTP ¢ possibile se il potenziale post-sinaptico eccitatorio
provocato da un input debole ¢ seguito, entro una breve finestra temporale, dal
potenziale d’azione di un input forte; Bliss e Collingridge, 1993): tramite questa
tecnica, infatti, ¢ possibile modulare la temporizzazione degli eventi neuronali
scatenati dagli stimoli appaiati, grazie alla possibilita di controllare 1’intervallo
temporale tra essi.

Recentemente ¢ stata ipotizzata una relazione tra il sonno e la downregulation
dei pesi sinaptici cerebrali (Tononi e Cirelli, 2003). Secondo tale ipotesi di
“Omeostasi sinaptica”, la veglia sarebbe associata ad un potenziamento sinaptico e
ad un netto incremento della forza e dell’integrita della trasmissione sinaptica in
numerosi circuiti cerebrali; al contrario, il sonno sarebbe associato ad una
regolazione omeostatica (downscaling) dei pesi sinaptici neuronali. La procedura
PAS ¢ stata una delle tecniche maggiormente utilizzate allo scopo di valutare tale
ipotesi (De Gennaro ef al., 2008; Bergmann et al., 2008).

Lo scopo del presente lavoro ¢ quello di analizzare il contributo dei paradigmi
associativi di TMS nello studio della plasticita corticale nell’'uomo, con una
particolare attenzione all’utilizzo di tali procedure nello studio della relazione tra
plasticita corticale e sonno. Nella prima parte, pertanto, verranno presi in
considerazione 1 principali lavori che si sono avvalsi della TMS in generale, e del
protocollo PAS in particolare, per lo studio della plasticita sinaptica nella corteccia
motoria e somatosensoriale umana. Nella seconda parte, invece, verra analizzata nel
dettaglio I’ipotesi di “Omeostasi sinaptica” e verranno illustrati alcuni degli studi che
sembrano essere in accordo con tale ipotesi, in particolare quelli condotti per mezzo
della procedura PAS. Infine, nell’ultima parte del presente contributo, verranno

esposti 1 risultati di una ricerca condotta nell’ambito dell’ipotesi di “Omeostasi



sinaptica”, nella quale sono stati osservati gli effetti di una notte di deprivazione di

sonno sull’efficacia del protocollo PAS.



CAPITOLO PRIMO
PARADIGMI ASSOCIATIVI DI TMS PER LO STUDIO DELLA

PLASTICITA’ CEREBRALE NELL’UOMO

1.1La studio del Potenziamento a Lungo Termine (LTP) nell’'umano
con TMS

Uno dei metodi piu utilizzati per lo studio della plasticita sinaptica nell’umano ¢
la stimolazione magnetica transcranica (TMS), una tecnica di stimolazione cerebrale
utilizzata fin dalla meta degli anni 80 (Barker et al., 1985), che permette, in modo
indolore e non-inasivo, di  stimolare delimitate aree corticali. Tale tecnica ¢
caratterizzata dalla trasmissione, tramite 1’utilizzo di un coil, di un breve impulso
magnetico sullo scalpo, in grado di produrre eccitazione o inibizione in un piccolo
gruppo di neuroni corticali superficiali, sottostanti il coil.

Esistono diverse modalita di utilizzo della TMS:

a) TMS ad impulso singolo: quando applicata sullo scalpo all’altezza della
corteccia motoria primaria (M1) induce un potenziale evocato motorio
(motor evoked potentials — MEP) che permette la valutazione di
eccitabilita e conduttivita delle vie motorie corticospinali;

b) TMS a doppio impulso: uno stimolo condizionante sotto-soglia precede
uno stimolo test sopra-soglia ad un determinato intervallo interstimolo
(interstimuls interval — 1SI); la modulazione dell’ampiezza dello stimolo
test permette di indagare fenomeni di inibizione e facilitazione

intracorticale



¢) TMS ripetitiva (rTMS): treno ripetitivo di impulsi a bassa (< 1 Hz) o alta
(> 1 Hz) frequenza, che consente la modulazione dell’eccitabilita di
un’area corticale che permane anche dopo la durata della stimolazione.

I1 valore clinico della TMS risiede nella sua abilita nel rilevare deficit nel sistema
motorio centrale. Recentemente, pero, ¢ stato preso in considerazione il possibile
utilizzo di questa tecnica per usi piu sofisticati, tramite 1’applicazione contemporanea
di tecniche di neuroimmagine. In particolare, sembra essere particolarmente
significativo [’utilizzo della TMS in concomitanza con la registrazione
elettroencefalografica (EEG), la quale permette lo studio degli effetti neuronali
istantanei della TMS nel cervello, cosa che altre tecniche di imaging non sono in
grado di fare (Komssi et al., 2004). Studi sulla reattivita corticale hanno mostrato che
chiare risposte cerebrali sono elicitate anche ad un’intensita sotto-soglia, quando non
¢ osservabile alcuna attivita muscolare (Komssi et al., 2004; Kahkonen et al., 2005):
cio induce a pensare che la registrazione EEG sia un buon metodo per la valutazione
dell’eccitabilita corticale. Per quanto riguarda la natura dell’attivita EEG evocata
dalla TMS, ¢ stato osservato che la stimolazione magnetica della corteccia motoria
induce un periodo di attivita sincronizzata di tipo beta in prossimita del sito di
stimolazione, effetto osservabile per alcune centinaia di ms (Paus et al, 2001).
Queste oscillazioni possono essere interpretate come una sincronizzazione transitoria
dell’attivita spontanea all’interno della banda beta, o come un’attivazione di neuroni
inattivi, 1 quali iniziano ad oscillare in seguito alla stimolazione.

Tramite ’utilizzo combinato di TMS ed EEG ¢ stata studiata la connettivita
corticocorticale: nel cervello a riposo viene stimolata una regione corticale e la
diffusione dell’attivitd neuronale viene tracciata in base ai segnali EEG e/o la
ricostruzione delle loro sorgenti. L’accoppiata TMS-EEG permette di mappare la

connettivita corticale, avendo come base la conoscenza implicita delle relazioni
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causali tra le attivazioni evocate. La stimolazione delle regioni sensomotorie della
corteccia, ad esempio, evoca un’attivita in prossimita del coil entro 7 ms dallo
stimolo (Komssi et al., 2002). L’attivita iniziale si diffonde nelle aree corticali
circostanti cosi come alla corteccia controlaterale, riflettendo la connettivita area-
area del cervello. La connettivita pud essere valutata anche basandosi sulla latenza
delle deflessioni EEG registrate sullo scalpo: ad esempio, ¢ stata riportata una
differenza di 1 ms nella latenza di una deflessione positiva di un potenziale tra gli
elettrodi Fz e Cz, posti a 40 mm di distanza, dopo la stimolazione di un sito 20 mm
piu in alto dell’inion, dimostrando probabilmente la conduzione neuronale dalla
corteccia visiva verso i campi oculari frontali (Iramina et al., 2003). La possibilita di
studiare la connettivita corticale con TMS-EEG ¢ stata valutata, inoltre, indagando
se, spostando il coil da un sito di stimolazione ad un altro, si hanno degli effetti nella
distribuzione dell’attivita TMS-evocata nella corteccia controlaterale (Komssi et al.,
2002).

Anche la reattivita corticale, intesa come la relazione tra 1’intensita dello stimolo
e la susseguente risposta, puo essere indagata tramite 1’utilizzo combinato di TMS ed
EEG, valutando la dipendenza dell’attivita EEG evocata tramite la TMS dal sito di
stimolazione e dall’intensita. In questo modo, ad esempio, ¢ stato osservato che la
PFC ha un livello di reattivita minore rispetto alla M1 (Kahkonen et al., 2004).

Un recente studio relativo alle alterazioni nell’eccitabilita corticale legate al
movimento ha dimostrato che la deflessione N100 evocata dalla TMS risulta
attenuata quando la TMS della corteccia motoria ¢ applicata subito prima dell’inizio
di un movimento innescato visivamente, nonostante I’ampiezza dei potenziali evocati
motori (MEP) nel muscolo target sono aumentati (Nikulin ez al., 2003). Cio implica

che la N100 puo essere associata con I’attivazione di circuiti corticali inibitori.
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Questo risultato dimostra il valore della registrazione EEG per la valutazione
dell’eccitabilita corticale e nella differenziazione tra meccanismi corticali e spinali.

E’ stato recentemente dimostrato che la stimolazione di muscoli o nervi periferici
puo indurre una riorganizzazione nella corteccia motoria (Hamdy et al., 1998). Allo
stesso tempo, € nota la capacita della TMS di modificare I’eccitabilita corticale per
un periodo di tempo che va al di la della stimolazione. Ad esempio, la
rappresentazione corticale dei muscoli innervati dal nervo ulnare aumenta in seguito
a 2 ore di stimolazione magnetica di tale nervo (Ridding et al., 2000). I paradigmi
associativi di TMS si basano sostanzialmente sull’idea che la combinazione di una
stimolazione periferica e della TMS possa indurre una riorganizzazione corticale in
un breve periodo di tempo (McKay et al., 2002; Stefan et al, 2000). E’ stato
effettivamente dimostrato che, in seguito a questo tipo di doppia stimolazione, ¢
osservabile un aumento della facilitazione intracorticale a breve intervallo (SICF),
dato che suggerisce 1’intevento di una forma di LTP (Ridding e Taylor 2001). Si
viene cosi a creare una vera e propria riorganizzazione all’interno della corteccia
motoria, tramite 1’incremento dell’eccitabilita della proiezione corticospinale verso il
muscolo stimolato (Ridding et al., 2000) e ’aumento della rappresentazione corticale
del muscolo stesso (McKay et al., 2002; Ridding ef al., 2001). Cio dimostra la natura
dinamica dell’organizzazione della corteccia motoria ed il ruolo cruciale dell’input
afferente nel modularla.

La maggior parte degli studi con protocolli associativi utilizzano tecniche che si
avvalgono di treni brevi o continui di stimoli regolari verso diversi siti periferici e
centrali. Alcune evidenze suggeriscono la possibilita di raffinare queste tecniche, ad
esempio utilizzando input correlati (Clark et al., 1988) e randomizzando I’intervallo
tra le coppie di stimoli per evitare effetti di abituazione o adattamento (Godde et al.,

1996). Ridding e Uy (2003) hanno utilizzato la TMS per indagare questa possibilita
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costruendo la curva di risposta allo stimolo prima ¢ dopo un’ora di stimolazione
simultanea di due punti motori dei rispettivi muscoli, ovvero il primo dorsale
interosseo (FDI) e I’abductor pollicis brevis (APB). Il tempo trascorso tra successive
coppie di stimoli era randomizzato tra 0,15 e 2,85 secondi. Questa stimolazione,
detta ‘‘associativa”, veniva confrontata con una situazione di controllo, non
associativa, in cui i due stimoli non erano mai presentati contemporaneamente. Gli
autori hanno riscontrato come dopo un ora di stimolazione appaiata dei punti motori
dei muscoli FDI e APB si osserva un significativo incremento dell’eccitabilita della
proiezione corticospinale verso i muscoli stimolati, che raggiunge i suoi massimi
circa un’ora dopo il periodo di stimolazione. La stimolazione indipendente dei due
muscoli farget, invece, non comporta significativi cambiamenti nei livelli di
eccitabilita della proiezione corticospinale verso i muscoli stessi. In uno studio di
controllo venivano registrati i MEP prima e dopo un’ora di stimolazione associativa,
tramite TMS e stimolazione elettrica transcranica (TES). E’ stato cosi osservato che
le risposte alla TMS erano significativamente facilitate in seguito al periodo di
stimolazione associativa, ma non le risposte alla TES. E’ probabile che la TMS attivi
le cellule piramidali in modo transinaptico, mentre la TES le attivi direttamente. I
differenti effetti sulle risposte a TMS e TES suggeriscono che il sito di cambiamento
dell’eccitabilita giace all’interno della corteccia motoria.

In uno studio successivo, Pyndt e Ridding (2004) hanno cercato di comprendere
il possibile meccanismo responsabile della riorganizzazione della corteccia motoria
in seguito al paradigma di stimolazione afferente associativa testando 1’inibizione
intracorticale (ICI), la facilitazione intracorticale (ICF) e la SICF prima e dopo 60
minuti di stimolazione associativa dei punti motori dei muscoli FDI e APB. Gli
autori hanno dimostrato che in seguito a tale stimolazione, come nello studio

precedentemente descritto, era osservabile un aumento dell’eccitabilita delle
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proiezioni corticospinali verso i muscoli stimolati, come evidenziato da un aumento
dell’ampiezza dei MEP. Tale incremento dell’eccitabilita corticospinale era
accompagnato da un aumento di ICF e SICF, mentre non vi erano cambiamenti
significativi nel livello di ICI. L’ incremento nel SICF era osservabile ad un intervallo
interstimolo variabile tra 1 2,3 e 1 3,3 ms. Negli esseri umani, diverse condizioni
possono risultare nella riorganizzazione della corteccia motoria: deafferentazione
permanente (Cohen ef al., 1991a; Ridding e Rothwell, 1995) o temporanea (Brasil-
Neto et al., 1992; Ridding e Rothwell, 1995), apprendimento motorio (Pascual-
Leone et al., 1995), stimolazione di nervi periferici (Ridding et al., 2000), oppure
appaiamento di stimolazione centrale (TMS) con stimolazione di nervi periferici
(Ridding e Taylor, 2001; Stefan et al, 2000) o temporaneo blocco ischemico
(Ziemann et al., 1998a). I meccanismi alla base dell’incremento dell’eccitabilita
corticale in seguito a questi interventi non sono completamente compresi. I dati qui
riportati supportano [’ipotesi che meccanismi LTP-like siano responsabili dei
cambiamenti nell’eccitabilita della corteccia motoria in seguito all’ accoppiamento di
una stimolazione centrale (TMS) ed una periferica. Prima di accettare questa ipotesi,
pero, ¢ necessario dimostrare che la plasticita indotta dalla TMS condivida le
proprieta principali del LTP come definito a livello cellulare nelle preparazioni
animali. Un tipico LTP, infatti, puo essere caratterizzato da quattro proprieta di base
(Bliss e Collingridge, 1993):
a) Cooperativita: la tetanizzazione di un debole input eccitatorio non ¢
sufficiente per produrre un LTP, ma risulta in un LTP se la soglia per
I’induzione viene abbassata, ad esempio tramite concomitante

depolarizzazione della cellula farget;
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b) Specificita: si puod osservare un LTP solo lungo vie attivate dalla
stimolazione, ma non in altre non attive durante la procedura di
stimolazione;

c) Associativita: anche se un debole input eccitatorio non ¢ sufficiente per
I’induzione di un LTP, quest’ultimo puod essere osservato quando tale
input sottosoglia viene accoppiato con un separato e forte input eccitatorio
convergente. Un LTP ¢ possibile solo se il potenziale post-sinaptico
eccitatorio provocato dall’input debole ¢ seguito, entro una breve finestra
temporale (alcuni millisecondi) dal potenziale d’azione dell’input forte;

d) Un LTP corticale, infine, richiede 1’attivazione dei recettori NMDA.

Per poter sostenere che la TMS produce plasticita LTP-/ike, ¢ necessario che i suoi
effetti soddisfino tali requisiti.

Per quanto riguarda la cooperativita, Ziemann et al. (1998b) hanno osservato che
la rTMS dell’area connessa con la rappresentazione del bicipite nella corteccia
motoria a 0,1 Hz e ad un’intensita pari al 120% della soglia motoria a riposo non
provoca cambiamenti nell’eccitabilita della corteccia motoria, mentre un blocco
ischemico del nervo (INB) causa un moderato aumento dell’ampiezza dei MEP del
bicipite, probabilmente dovuto ad un abbassamento del livello di GABA. Quando la
rTMS veniva associata a INB si osservava un aumento dell’ampiezza dei MEP
significativo e di lunga durata (>60 minuti). Inoltre, rTMS e INB, da sole, non
avevano effetti sull’inibizione intracorticale a breve intervallo (SICI) e SICF, mentre,
quando le due tecniche erano accoppiate, si osservava un significativo e duraturo
(>60 minuti) decremento della SICI e un aumento della SICF. Questi dati potrebbero
quindi dimostrare la presenza di cooperativita nella plasticita indotta da rTMS.

La caratteristica della specificita ¢ stata indagata da Ziemann et al. (2002)

nuovamente tramite 1’utilizzo della rTMS in presenza di INB. La rTMS mirava a
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stimolare alternativamente la rappresentazione di braccio, mano, faccia, gamba o
braccio/mano nella corteccia motoria controlaterale al INB. Se la plasticita indotta
dalla rTMS ¢ dotata di specificita, ci si dovrebbe aspettare che un miglioramento
della rappresentazione del braccio, valutato in termini di ampiezza dei MEP del
bicipite, possa essere osservato solo se la rappresentazione del braccio viene
effettivamente stimolata, ma non se vengono stimolate rappresentazioni corticali di
altre parti del corpo. E’ stato effettivamente osservato che la rTMS delle
rappresentazioni di braccio e braccio/mano risultano in un significativo e duraturo
(>40 minuti) incremento dell’ampiezza dei MEP nel bicipite. Al contrario, rTMS
della rappresentazione di mano e faccia producono una significativa depressione del
miglioramento di breve durata osservato nella condizione INB isolato. Infine, la
rTMS della rappresentazione della gamba non differiva dalla condizione INB isolato.
Questi dati sono quindi a favore della specificita della plasticita indotta da rTMS.

La caratteristica dell’associativita ¢ stata invece studiata tramite in paradigmi
associativi (PAS) di TMS (Stefan et al., 2000; 2002). La stimolazione elettrica del
nervo mediano all’altezza del polso era seguita da una stimolazione con TMS
dell’area della mano nella corteccia motoria controlaterale. L’intensita della TMS
veniva regolata in modo tale da produrre MEP di 1 mV nel APB a riposo quando la
TMS veniva usata senza la stimolazione del nervo mediano. L’intervallo interstimolo
tra la stimolazione del nervo mediano e la TMS era di 25 ms, approssimativamente il
tempo necessario perché la stimolazione del nervo mediano raggiunga la corteccia
motoria (quindi gli effetti delle due stimolazioni coincidevano). Novanta coppie di
stimoli venivano inviate a 0,05 Hz in un periodo di 30 minuti. I cambiamenti
nell’eccitabilita della corteccia motoria venivano valutati tramite la TMS applicata
sull’area ottimale (hotspot) per la stimolazione del APB prima e dopo il protocollo

PAS. In questo modo ¢ stato possibile osservare che tale procedura provoca un



16

incremento nell’ampiezza dei MEP di circa il 50% rispetto al valore di baseline.
Questo effetto durava piu di 30 minuti ma meno di 24 ore, ed era estremamente
specifico. Inoltre, I’incremento dell’ampiezza dei MEP dipendeva dall’intervallo
interstimolo utilizzato (25 ms): se questo veniva aumentato (100, 525 ¢ 5000 ms),
non si osservava alcun effetto sull’ ampiezza dei MEP; se veniva ridotto a 10 ms si
osservava una sua diminuzione (Wolters et al., 2003). Questi dati mostrano quindi
che l’aumento dell’ampiezza dei MEP in seguito al paradigma PAS ¢ una
dimostrazione della caratteristica dell’associativita tipica della plasticita LTP-like,
poiché ’ordine di arrivo degli stimoli convergenti sulla corteccia motoria ¢ critico
per poter osservare questo effetto.

Il possibile coinvolgimento dei recettori NMDA ¢ stato infine valutato sia nella
condizione rTMS-INB (Ziemann et al., 1998c) sia tramite il paradigma PAS (Stefan
et al., 2002). Alcuni soggetti ingerivano una singola dose orale di 150 mg di
dextrometorfano (DMO), un antagonista non-competitivo dei recettori NMDA,
oppure un placebo, due ore prima della manipolazione sperimentale. Tale dose di
DMO nel cervello umano ¢ simile a quella che provoca il blocco dei recettori NMDA
in vitro (Wong et al., 1988). Nella condizione rTMS-INB, il DMO non aveva effetti
significativi sull’ampiezza dei MEP, ma preveniva il duraturo decremento della SICI.
Nella condizione PAS, il DMO preveniva I’incremento dell’ampiezza dei MEP, ed
era in grado di provocare una riduzione della stessa. Cido sembra compatibile con
I’idea che I’attivazione dei recettori NMDA sia necessaria per indurre un’aumento
dell’ampiezza dei MEP in seguito a protocolli associativi. Nel complesso, questi dati
mostrano che la plasticita indotta dalla TMS condivide le caratteristiche tipiche del
LTP osservato in vitro. Ciod legittima 1’utilizzo della TMS e dei paradigmi associativi

per lo studio dei fenomeni LTP- e LTD-/ike nella corteccia motoria umana.
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E’ interessante considerare il possibili effetti degli studi sulla plasticita corticale
provocata da TMS a livello riabilitativo. Alcuni studi, ad esempio, hanno mostrato
che la TMS ad impulso singolo dell’area M1 controlaterale, provoca un aumento
dell’ampiezza dei MEP dei muscoli che agiscono come “prime movers” nel
programma motorio, quando venivano immaginati i movimenti del polso (Rossi et
al., 1998; Fadiga et al., 1999) o piu fini movimenti della mano (Rossini et al., 1999).
Questi effetti di facilitazione corticospinale, dotati di specificita emisferica, indicano
che I’imagery motoria puo indurre adattamenti sinaptici online della M1, connessi
con cambiamenti nei pattern di rappresentazione dell’output (Sanes e Donoghue,
2000), i quali possono essere monitorati dalla TMS. Le conseguenze
comportamentali di questi dati possono essere rilevanti a livello riabilitativo:
I’imagery motoria potrebbe provocare una sorta di “consolidamento motorio” anche
in assenza di un vero e proprio training motorio. Altri studi hanno dimostrato che
I’applicazione della rTMS a 1 Hz (nota per provocare effetti inibitori nella regione
stimolata) sulla M1 dopo I’apprendimento di un semplice compito motorio, provoca
difficolta nella successiva esecuzione del compito stesso (Muellbacher et al., 2002).
Al contrario, quando una TMS ad impulso singolo veniva applicata sull’area M1
controlaterale contemporaneamente con movimenti specifici e volontari del pollice,
la codifica della sequenza motoria era facilitata e piu duratura rispetto al training
motorio senza TMS (Butefisch et al., 2004). Le implicazioni riabilitative di questi
risultati sono date dal fatto che la codifica di un compito motorio pud essere
migliorata dal concomitante uso della TMS. Anche I’inibizione provocata dalla
rTMS a bassa frequenza potrebbe avere degli effetti terapeutici, ad esempio
controllando attivita motorie involontarie ed eccessive dovute ad una ipereccitabilita

delle aree motorie (Siebner et al., 1999; Rossi et al., 2004; Brambilla et al., 2003).
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Alcuni autori hanno indagato la stretta connessione anatomo-funzionale dell’area
motoria supplementare (SMA) con le strutture limbiche, ipotizzando che la SMA
abbia un ruolo centrale nell’innesco di movimenti in risposta a stimoli carichi
emotivamente (Damasio, 1997). Una stimolazione con TMS sulla SMA precedeva
uno stimolo test sulla M1 nel contesto di atti motori visivamente guidati innescati da
stimoli emotivamente carichi o neutri (Olivieri et al., 2003). La stimolazione della
SMA aumentava I’eccitabilita di M1 in presenza di stimoli emotivi, al contrario della
stimolazione della M1 senza stimolazione della SMA, o della stimolazione della
SMA in presenza di stimoli neutri. La SMA, quindi, sembra essere una sorta di
interfaccia tra aree motorie e limbiche per il processamento di stimoli emotivamente
carichi per I’innesco di atti motori. Quindi, stimoli visivi a forte impatto emotivo
potrebbero essere piu efficaci di stimoli neutri durante la riabilitazione di soggetti
con disfunzioni del tratto corticospinale.

Recenti ricerche si sono incentrate sull’utilizzo della TMS sulle aree
somatosensoriali (Cohen et al., 1991b; Seyal et al., 1995). E’ stato osservato che la
TMS ad impulso singolo della corteccia parietale destra, 20-40 ms dopo stimolazione
bimanuale, interferisce con la detezione di stimoli tattili contro- e ipsilaterali alle
dita, mentre TMS ad impulso singolo della corteccia parietale destra 50 ms prima
della stimolazione tattile destra risulta in un incremento della sensibilita allo stimolo
ipsilaterale. Cio suggerisce una disinibizione (indotta dalla TMS) della corteccia
parietale sinistra in seguito alla stimolazione della corteccia parietale destra (Olivieri
et al., 1999a). E’ interessante osservare che la rTMS sul lobo parietale posteriore
destro e occipitale ventrale destro producono neglect visivo simile a quello dei
pazienti con lesioni dell’emisfero destro (Bjoertomt et al., 2002). La TMS
dell’emisfero sinistro facilita selettivamente le risposte a target visivi nell’emicampo

destro, mentre la stessa stimolazione nell’emisfero destro produce effetti bilaterali
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(Grosbras e Paus, 2002). Questi dati suggeriscono che la rappresentazione degli
emispazi contro- e ipsilaterali ¢ maggiore nell’emisfero destro. Studi su pazienti con
lesioni all’emisfero destro in seguito ad ictus sono stati portati avanti per valutare il
possibile ruolo modulatore che puo avere la TMS nella condizione clinica nota come
“estinzione”, un fallimento nella percezione di stimoli sensoriali controlesionali solo
quando questi stimoli sono presentati insieme ad altri stimoli ipsilesionali (Olivieri et
al., 1999b). E’ stato osservato che, in questi soggetti, la TMS a doppio impulso del
lobo frontale sinistro ristabilisce la distribuzione dell’attenzione al lato
controlesionale, riducendo transitoriamente il fenomeno dell’estinzione. Questa
procedura, quindi potrebbe essere proposta sia come test per prognosticare il
recupero, sia come tecnica riabilitativa (Olivieri et al., 2001; Brighina et al., 2003).
E’ doveroso ricordare, infine, che diversi autori si stanno attualmente occupando
del possibile ruolo della plasticita corticale indotta dalla TMS in ambiti quali il
ragionamento, la memoria e altre attivita cognitive (Rossi et al., 2001; Sandrini et al.,
2003; Rami et al., 2003), nonché il possibile utilizzo di questa tecnica nella
riabilitazione di diversi disturbi psichiatrici (Post e Keck, 2001; Tamura et al., 2004).
Tsuji e Rothwell (2002) sostengono che, per considerare la rTMS come uno
strumento utile durante la riabilitazione, ¢ necessario dimostrare che questa tecnica
produce non solo degli effetti sui MEP, ma anche degli effetti comportamentali. I
dati relativi ai soggetti sani su questo argomento, pero, sono abbastanza contrastanti
(Boroojerdi et al., 2000; Schlaghecken et al., 2001). Uno dei problemi presenti nel
tentativo di identificare effetti motori fisiologici della rTMS in soggetti sani ¢
I’intrinseca variabilita dei movimenti volontari. Tsuji e Rothwell, quindi, hanno
cercato di superare questo ostacolo usando come oggetto di studio un riflesso, ovvero
il riflesso di stiramento a lunga latenza del flexor pollicis longus (FPL), per testare

gli effetti della rTMS sul comportamento motorio. Inoltre, veniva valutato 1’effetto
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della rTMS sui MEP e di una stimolazione elettrica sui SEP nel muscolo FDI. Gli
autori hanno dimostrato che 25 minuti di TMS a 1 Hz e al 95% della soglia motoria a
riposo, applicata sulla corteccia motoria, sopprime i MEP nel FDI per 20 minuti,
mentre 1’ampiezza dei MEP aumentava dopo 30 minuti di rTMS a 0.1 Hz appaiata
con la stimolazione del punto motorio di FDI. Inoltre, i SEP aumentavano dopo 10-
30 minuti di rTMS a 0.1 Hz appaiata con la stimolazione del punto motorio. Infine,
I’ampiezza del riflesso di stiramento transcorticale nel muscolo FPL ¢ modulata nella
stessa direzione e con un simile decorso temporale rispetto ai SEP ed ai MEP, mentre
non c¢’erano effetti sul riflesso di stiramento spinale. Gli autori sono quindi arrivati
alla conclusione che il condizionamento con rTMS puo avere degli effetti sul
processamento di “naturali” input psicofisiologici. E’ teoricamente possibile, quindi,
che tale procedura possa produrre anche degli effetti comportamentali sul movimento

volontario (Schlaghecken et al., 2001).

1.2 Modificazioni plastiche nella corteccia motoria

La maggior parte degli studi che hanno indagato 1’induzione di meccanismi di
plasticita sinaptica tramite il paradigma PAS hanno preso in considerazione gli effetti
sulla corteccia motoria. Come abbiamo visto, Stefan ez al. (2000) hanno dimostrato
che la stimolazione appaiata del nervo mediano all’altezza del polso e, tramite TMS,
dell’area della mano nella corteccia motoria controlaterale per un periodo di 30
minuti provoca un aumento dei MEP in APB, quando I’ISI ¢ di 25 ms. I cambiamenti
plastici osservati in questo studio sembrano essere di origine corticale, poiche
I’eccitabilita di una porzione di motoneuroni-o, valutata in termini di grandezza
dell’onda F elicitata dalla stimolazione del nervo mediano, rimane invariata in
presenza di un significativo aumento dei MEP indotti dalla TMS. La plasticita

provocata da questa metodica possiede le caratteristiche tipiche di un LTP



21

associativo: essa evolve rapidamente (sono necessari appena 30 minuti di
stimolazione oppure 90 coppie di stimoli), ¢ persistente (dura per un minimo di 30-
60 minuti, escludendo il possibile coinvolgimento di fenomeni STP-l/ike), ¢

reversibile dopo 24 ore e dipende dalla contingenza temporale dei due stimoli (se

I’ISI veniva aumentato oltre i 25 ms non vi erano modificazioni nell’ampiezza dei
MEP; se veniva diminuito a 10 ms si osservava una diminuzione dell’ampiezza dei
MEP). La durata del periodo silente, per definizione registrato in condizioni di
attivita, ¢ stata prolungata dal protocollo PAS. Cio dimostrerebbe che la TMS attiva
circuiti intracorticali attivi anche durante i movimenti volontari. Questi risultati, nel
complesso, sono coerenti con 1’assunzione che il paradigma PAS provoca dei
fenomeni LTP-like nella corteccia motoria umana. Inoltre, viene sottolineata
I’importanza delle afferenze somatosensoriali per la plasticita corticale motoria. Il
fatto che riducendo I’ISI a 10 ms si osservi una riduzione dell’ampiezza dei MEP, al
contrario di quanto avviene quando I’ISI ¢ di 25 ms, porta a pensare che la plasticita
associativa nella corteccia motoria umana sia governata da una rigida regola
temporale (Walters et al., 2003), la stessa che sarebbe alla base dei meccanismi di
plasticita associativa descritti nel modello “classico” di Hebb (1949). Questi effetti
portano Stefan et al. (2000) ad ipotizzare che la plasticita indotta dal PAS sia dovuta
ad un incremento dell’efficacia sinaptica: questa ipotesi ¢ supportata
dall’osservazione che 1’inibizione intracorticale mediata dai recettori per il GABAa
rimane invariata in seguito al PAS, mentre il dextrometorfano, che blocca 1 recettori
NMDA non competitivi (Wong et al., 1988), arresta gli effetti del PAS sull’ampiezza
dei MEP (Stefan et al., 2002). Cio suggerisce che ’attivazione dei recettori NMDA
sia un passaggio necessario nella plasticita indotta dal PAS. E’ bene ricordare, pero,
che la plasticita corticale ¢ impedita quando un training motorio viene portato avanti

sotto I’effetto del lorazepam, un farmaco in grado di rinforzare il funzionamento dei
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recettori GABAa (Buttefisch et al., 2000). Cio suggerisce che sostanze come le
benzodiazepine prevengono la riorganizzazione corticale intaccando la capacita delle
afferenze corticali di indurre una disinibizione transitoria. Una forte inibizione
locale, quindi, sarebbe in grado di ridurre la capacita dei neuroni locali di generare
LTP.

Ziemann et al. (2004) hanno cercato di valutare il ruolo dell’inibizione mediata
dal GABA nella plasticita indotta dalla pratica. In un primo esperimento, gli autori
hanno cercato di comprendere se gli effetti della pratica motoria sono rafforzati se
tale pratica viene portata avanti durante disinibizione della corteccia motoria. Per
fare ci0, sono state confrontate diverse procedure sperimentali: INB da sola per
indurre la disinibizione della corteccia motoria; pratica motoria da sola (MP); MP
durante INB; stimolazione elettrica (ES) del bicipite durante INB; PAS sul gomito
durante INB. In un secondo esperimento, gli autori hanno testato 1’ipotesi che la
plasticita pratica-dipendente possa essere depressa se la pratica motoria viene
eseguita durante un aumento dell’inibizione corticale. Per fare cid sono state messe a
confronto due condizioni: nella prima i soggetti eseguivano MP durante INB dopo
trattamento con una singola dose orale di 2 mg di lorazepam (agonista dei recettori
GABADb); nella seconda la stessa procedura sperimentale veniva eseguita dopo
trattamento con un placebo. Nel complesso, i risultati di questo studio hanno
dimostrato che la INB rinforza la plasticita pratica-dipendente della corteccia motoria
umana, mentre il trattamento con lorazepam provoca una sua depressione. E’ stato
dimostrato che la deafferentazione di un arto provoca un rapido decremento del
GABA nella corteccia sensomotoria controlaterale alla INB (Levy et al, 1999).
Questo effetto diviene significativo 0-10 minuti prima dell’ottenimento del completo
blocco ischemico del nervo motorio, e cio ricalca lo stesso decorso temporale del

cambiamento dell’ampiezza dei MEP nel bicipite (Ridding e Rothwell, 1997). 1l
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meccanismo alla base del rapido decremento del livello del GABA non ¢ stato
ancora compreso, anche se ¢ stata suggerita una rapida modulazione dell’attivita di
GABA transaminasi (GABA-T). La plasticita sinaptica nella corteccia motoria
sembrerebbe dipendere dall’inibizione connessa con il GABA. Studi sulla corteccia
motoria dei ratti hanno dimostrato che 1’induzione di LTP tramite microstimolazione
elettrica ripetitiva richiedeva una riduzione dell’inibizione corticale locale tramite
I’applicazione della bicucullina, un antagonista dei recettori GABAa (Hess e
Donoghue, 1994; Hess ef al., 1996). Al contrario, il lavoro di Ziemann et al. (2004)
mostra come sia possibile un passaggio da un incremento ad un decremento nel PPE
come conseguenza del trattamento con lorazepam. Questi dati, nel complesso,
indicano un ruolo importante dell’inibizione corticale mediata dal GABA nel
modulare in modo bidirezionale la plasticita pratica-dipendente nella corteccia
motoria umana.

McDonnell et al. (2007) hanno osservato che una singola dose orale di baclofen
(BAC), uno specifico agonista dei recettori GABADb, puo ridurre la plasticita LTP-
like nella corteccia motoria umana. L attivazione farmacologica dei recettori GABAD
ha due effetti principali: rafforzamento dei potenziali postsinaptici inibitori mediati
da recettori GABAD nelle cellule piramidali e riduzione dell’inibizione mediata dai
recettori GABAa tramite autoinibizione presinaptica degli interneuroni inibitori.
Mentre il primo effetto iperpolarizza le cellule piramidali target e neutralizza
I’induzione del LTP, il secondo porta a depolarizzazione delle cellule piramidali
target facilitando I’induzione del LTP. Le conseguenze su direzione e ampiezza dei
meccanismi di plasticita sinaptica mediati dai recettori GABAb dipenderanno da
quale dei due effetti prevarra (Staubli ez al., 1999). Nella corteccia motoria umana la
somministrazione del BAC sembra portare ad una soppressione della plasticita LTP-

like. Sembra esserci, inoltre, un aumento dell’inibizione intracorticale a lungo
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intervallo (LICI), una misura dei potenziali postsinaptici inibitori mediati dai
recettori GABAD, ed un decremento del SICI, una misura dell’inibizione mediata dai
recettori GABAa. L’incremento del LICI sembrerebbe prevalere sul decremento del
SICI determinando la soppressione della plasticita LTP-/ike. Le conseguenze della
somministrazione del BAC sulla plasticita sarebbero dovute agli effetti di tale
farmaco sui processi inibitori direttamente nella corteccia motoria, € non da
modificazioni del segnale afferente nel sistema somatosensoriale (Soto et al., 2006;
Kofler et al., 1992). Questi risultati suggeriscono che 1’utilizzo del BAC potrebbe
avere degli effetti negativi sull’apprendimento motorio umano, ma sono necessarie
ulteriori indagini.

Diversi studi hanno riportato una notevole variabilita interindividuale al
protocollo PAS (Stefan et al.,, 2000; Stinear ¢ Hornby, 2005; Bagnato et al., 2006;
Fratello et al., 2006). Si ¢ ritenuto necessario, quindi, indagare quali fattori possono
influenzare la plasticita associativa della corteccia motoria. Stefan et al. (2004)
hanno preso in considerazione 1’importanza dell’attenzione nei processi di plasticita
corticale tramite ’utilizzo del paradigma PAS: gli autori hanno dimostrato che, in
seguito a contemporanea stimolazione elettrica del nervo mediano e magnetica
(TMS) su hotspot per 1’attivazione dell’APB, non si osservava alcun effetto
sull’ampiezza dei MEP quando I’attenzione dei soggetti era rivolta alla mano non
stimolata oppure quando, durante la stimolazione, veniva chiesto ai soggetti di
risolvere alcuni compiti aritmetici. Se, al contrario, 1 soggetti focalizzavano la loro
attenzione sulla mano stimolata, si osservava un aumento dei MEP. Tale aumento era
maggiore se ai soggetti veniva chiesto anche di guardare la mano farget. Cio
dimostra non solo I’importanza dell’attenzione nei meccanismi di plasticita corticale,
ma anche che la modulazione di tale plasticita da parte dell’attenzione non ¢ un

fenomeno tutto-o-nulla, bensi si trova su un continuum. Ulteriori conferme
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dell’influenza dell’attenzione sui fenomeni di plasticita in corteccia motoria indotti
sperimentalmente vengono da un recente studio di Kamke et al. (2012). In questo
lavoro venivano indotti meccanismi di tipo LTP-/ike in corteccia motoria tramite due
diverse modalita di utilizzo della TMS: il protocollo PAS e la stimolazione theta-
burst intermittente (intermittent theta-burst stimulation — iTBS), un tipo di rTMS in
grado di indurre modificazioni della plasticita corticale tramite brevi burst di stimoli
ad alta frequenza (50 Hz) e bassa intensita (Huang et al, 2005). L’influenza
dell’attenzione veniva valutata chiedendo ai soggetti di eseguire, durante ciascuno
dei protocolli di TMS, un compito di detezione visiva con basso o alto carico
attentivo. I risultati indicavano che i cambiamenti plastici indotti dai due protocolli di
TMS in corteccia motoria erano osservabili solo in concomitanza del compito a
basso carico attentivo e non in presenza del compito ad alto carico attentivo, a
dimostrazione che I’attenzione puod essere un potente modulatore dei meccanismi di
plasticita corticale.

Rosenkranz e Rothwell (2006) hanno dimostrato che anche il tipo di procedura
sperimentale utilizzata influenza in modo diverso la plasticita corticale. Gli autori
hanno confrontato gli effetti su alcuni parametri di eccitabilita motoria a riposo
(MEP e SICI) e sull’organizzazione sensomotoria di tre protocolli in grado di
modulare la plasticita corticale: il protocollo PAS, la pratica motoria consistente in
rapide abduzioni del pollice e la produzione di input sensoriali da parte di una
vibrazione muscolare semicontinua. I risultati confermano che queste tre tecniche
sono in grado di influenzare ’eccitabilita corticale, ma mostrano anche che ognuna
di esse ha effetti diversi sui parametri presi in considerazione. In particolare, il
protocollo PAS provoca un incremento dell’ampiezza dei MEP nel muscolo target,
ma non ha effetti sulla SICI e sull’organizzazione sensomotoria, la pratica motoria ¢

in grado di aumentare I’ampiezza dei MEP e tende a ridurre la SICI e ad alterare
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I’organizzazione sensomotoria, mentre la vibrazione muscolare semicontinua non
provoca cambiamenti nei MEP e nella SICI ma altera 1’organizzazione sensomotoria.
Per spiegare questi dati gli autori ipotizzano che protocolli che enfatizzano lo stadio
di output della corteccia motoria attivandola direttamente come il movimento
volontario, il PAS e la pratica motoria hanno maggiori possibilita di provocare
cambiamenti nell’eccitabilita delle connessioni di output ¢ quindi nei MEP. Al
contrario, protocolli che enfatizzano gli input sensoriali (vibratori) hanno maggiori
possibilita di provocare cambiamenti nella risposta della corteccia motoria agli input
afferenti. Infine, protocolli in cui vi ¢ un mix di attivazione di output motori e input
sensoriali, come nel caso della pratica motoria, possono influenzare sia 1’ampiezza
dei MEP che I’organizzazione sensomotoria.

Anche diversi protocolli PAS hanno differenti risultati sull’eccitabilita corticale.
Sale et al. (2007) hanno osservato che, mentre un protocollo PAS breve (132 coppie
di stimoli a 0,2 Hz per circa 11 minuti) induce un incremento dell’ampiezza dei MEP
di circa il 51%, un protocollo PAS lungo (90 coppie di stimoli a 0,05 Hz per circa 30
minuti) produce un piccolo e non significativo aumento dell’ampiezza dei MEP
(11%). Un risultato molto interessante derivante da questo studio ¢ che entrambi 1
protocolli PAS inducevano una maggiore facilitazione dei MEP quando le sessioni
sperimentali venivano condotte nel pomeriggio. Non ¢ chiaro il perché di questo
risultato, ma ¢ stato ipotizzato l’intervento del ritmo circadiano endogeno, in
particolare potrebbero essere implicate le variazioni circadiane dei livelli di cortisolo.
Nello stesso studio si ¢ cercato di comprendere quali fattori neurofisiologici
influenzano I’efficacia del PAS. Non ¢ stata osservata alcuna relazione significativa
tra gli effetti del PAS e alcune variabili neurofisiologiche come SICI pre-PAS, ICF

pre-PAS, soglia motoria a riposo (RMT) pre-PAS e soglia motoria in attivita (AMT)
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pre-PAS, mentre si osserva un incremento della durata del periodo silente corticale in
seguito al PAS.

Tra 1 fattori che possono essere alla base dell’elevata variabilita interindividuale
in seguito al protocollo PAS ¢ stato considerato anche il polimorfismo genetico dei
segnali neurali coinvolti nella plasticita sinaptica: ¢ interessante I’ipotesi che il
polimorfismo di segnali neurali chiave per la plasticita sinaptica sia anche associato
con le principali variazioni della plasticita della corteccia motoria indotta dal PAS tra
i soggetti. Cio sarebbe in linea con i dati di Muller-Dahlhaus et al. (2008), secondo i
quali 1 soggetti che rispondono al PAS mostrano una maggiore eccitabilita della
corteccia motoria rispetto a coloro che non rispondono. Rosenkranz et al. (2007),
hanno osservato, invece, che nei musicisti eccitabilita e plasticita della corteccia
motoria sono caratterizzate da un maggior guadagno rispetto ai non-musicisti. Poiché
questo risultato dipende dall’eta in cui ha avuto inizio 1’apprendimento dell’uso dello
strumento musicale, gli autori ipotizzano che le misure dell’eccitabilita della
corteccia motoria possono riflettere adattamenti neurali alla pratica musicale portata
avanti per lungo tempo (ad es. incremento del numero e della modificabilita delle
sinapsi). E’ possibile, percio, che coloro che rispondono positivamente al PAS e
coloro che non rispondono o rispondono negativamente siano caratterizzati da
differenze anatomiche e fisiologiche, in parte conseguenza di tratti endofenotipici, in
parte conseguenza della plasticita neurale indotta dall’esperienza. Diversi studi (Fathi
et al, 2010; Muller-Dahlhus et al., 2008; Tecchio et al, 2008) hanno inoltre
dimostrato che I’ampiezza della plasticita corticale indotta dal PAS in corteccia
motoria decresce con 1’eta. Vi sono diverse evidenze relative alla dipendenza dall’eta
di altre forme di plasticita della corteccia motoria (Sawaki et al., 2003; Ward et al.
2007). Questo declino nelle performance motorie pud essere dovuto ad una ridotta

capacita di modulare appropriatamente I’attivita nelle reti corticali (Ward et al,
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2007). E’ importante notare, comunque, che non sembra esserci un effetto dell’eta
sulla RMT (Wassermann 2002; Pitcher et al., 2003; Muller-Dahlhus et al., 2008),
percio variazioni dell’eccitablilita della corteccia motoria, da sole, non spiegano il
declino con I’eta della plasticita indotta dal PAS. Diversi meccanismi connessi col
normale invecchiamento possono rendere conto di questo fenomeno, come la
riduzione della concentrazione cerebrale di diversi neurotrasmettitori connessi con i
meccanismi di plasticita corticale (Jay 2003; Floel et al, 2005) o il relativo
decremento nell’eccitabilita dei circuiti inibitori in M1 (Peinemann et al., 2001).
L’apprendimento puo alterare rapidamente 1’organizzazione dell’output in M1
negli esseri umani adulti (Pascual-Leone et al., 1995; Classen ef al., 1998; Liepert et
al., 1999; Muellbacher et al., 2001, 2002), primati non umani (Nudo et al., 1996) e
roditori (Kleim et al., 1998). E’ stato ipotizzato che LTP ¢ LTD siano importanti
meccanismi nella plasticita corticale indotta dall’apprendimento (Donoghue et al.,
1996; Sanes e Donoghue, 2000). Da alcuni studi ¢ emerso che nei topi
I’apprendimento motorio provoca un’inibizione di successivi LTP, mentre si osserva
un incremento della LTD (Rioult-Pedotti ez al., 1998, 2000). Ziemann et al. (2004)
hanno testato I’ipotesi che tale relazione fosse osservabile anche negli esseri umani,
inducendo plasticita LTP- ed LTD-like in M1 tramite il protocollo PAS. L’ISI era
equivalente alla latenza della N20 individuale del potenziale somatosensoriale
corticale evocato del nervo mediano per indurre LTP, mentre per provocare LTD era
equivalente alla latenza della N20 —5 ms. L’apprendimento motorio era rappresentato
da movimenti di abduzione del pollice della mano destra ripetuti il piu rapidamente
possibile. L’apprendimento motorio risultava in un rapido incremento del picco
massimo di rapidita di esecuzione dei movimenti di abduzione del pollice, associato
ad un aumento dell’ampiezza dei MEP in APB. I dati relativi a questo studio

dimostrano che I’apprendimento motorio previene la successiva induzione di
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plasticita LTP-/ike, mentre favorisce 1’induzione di plasticita LTD-like. Queste
interazioni tra la pratica motoria e la plasticita indotta dal PAS erano
specificatamente associate all’apprendimento motorio, poiché non si osservavano
quando il PAS era preceduto dalla stessa quantita di un differente tipo di pratica
motoria che non provocava apprendimento motorio. Risultati simili sono stati
ottenuti anche in studi che, al posto di un training motorio ballistico, ne utilizzavano
uno di tipo dinamico (Stefan et al, 2006). Rioult-Pedrotti ef al. (1998, 2000)
spiegano questa relazione tra apprendimento motorio e plasticita corticale
ipotizzando che I’apprendimento motorio rafforzi le connessioni sinaptiche
all’interno di un range di saturazione, precludendo quindi un’ulteriore induzione di
LTP. Alternativamente, ¢ possibile spiegare questi risultati tramite la teoria di
Bienestock-Cooper-Munro (BCM) della plasticita sinaptica bidirezionale, la quale
sostiene che la soglia per 1’induzione di LTP/D si sposta in funzione della storia di
attivita corticale (Bienestock et al., 1982; Artola et al., 1990; Bear e Kirkwood,
1996). Se il LTP ¢ stato coinvolto in un processo di apprendimento, la teoria
Bienestock-Cooper-Munro (BCM) prevede un incremento della soglia per una
successiva induzione di LTP e, allo stesso tempo, un decremento della soglia per
I’induzione di LTD. Quindi, la probabilita di avere successo nell’induzione di LTD
aumenta in seguito ad un recente LTP. Muller ef al. (2007) hanno studiato questa
forma di plasticita omeostatica esaminando I’interazione tra due consecutive sessioni
di PAS. La prima sessione di PAS poteva mirare ad indurre plasticita LTP-like (ISI =
latenza N20 + 2 ms), LTD-like (ISI = latenza N20 — 5 ms) o nessun cambiamento
(condizione di controllo con alternanza random tra i precedenti intervalli) in APB.
La seconda sessione di PAS, 30 minuti dopo la prima, mirava sempre ad indurre
LTP. Anche i risultati derivanti da questo studio dimostrano che gli effetti del PAS

sull’eccitabilita di M1 dipende criticamente dalla recente storia di attivita neuronale
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in M1, e sono in accordo con la teoria BCM. Infatti, se la seconda sessione di PAS
era preceduta da LTD o dalla condizione di controllo, essa produceva un incremento
dell’ampiezza dei MEP, mentre tale effetto era totalmente soppresso se la seconda
sessione era preceduta da LTP. Questo studio, rispetto a quelli che lo hanno
preceduto, ha permesso di indagare I’interazione tra due identiche manipolazioni
sperimentali. I risultati osservati in questo lavoro, dunque, permetto di sostenere con
maggior convinzione che i1 meccanismi di plasticitd omeostatica avvengono nelle
stesse connessioni sinaptiche entro un dato circuito neurale. M1 ¢ coinvolta
nell’apprendimento motorio (Muellbacher et al., 2001) ed ¢ fondamentale nello
stadio precoce del consolidamento di abilita dei movimenti delle dita recentemente
acquisite (Muellbacher et al, 2002). L’apprendimento di un’abilitd motoria
interferisce col successivo apprendimento di una seconda abilita simile alla prima
(Shadmehr e Brashers-Krug, 1997) ed il sito di tale interferenza si trova all’interno di
M1 (Cothros et al., 2006). 1 dati a favore di una metaplasticita omeostatica
“omosinaptica-like” in M1 potrebbero rendere conto per questi effetti di interazione:
I’apprendimento di un’abilita motoria modificherebbe la soglia di induzione di
LTP/LTD in accordo con la teoria BCM, elevando la soglia per I’induzione di LTP
ed abbassando quella per I’induzione di LTD. Di conseguenza, 1’acquisizione di una
seconda abilitda motoria, che necessita dell’attivazione degli stessi circuiti neurali,
sara piu difficoltosa. Un recente studio, inoltre, ha dimostrato che non solo la
precedente attivita motoria (movimenti del pollice) ma anche I’osservazione in video
del medesimo movimento eseguito da un altro individuo ¢ in grado di prevenire il
successivo manifestarsi di modificazioni plastiche di tipo LTP-like, valutate in
termini di incremento d’ampiezza dei MEP in seguito al protocollo PAS (Lepage et
al., 2012). Al contrario, 1’osservazione in video dei movimenti di un punto che

riproducevano fedelmente i movimenti del pollice non influenzava la plasticita
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corticale: il PAS effettuato successivamente provocava I’atteso effetto di incremento
dell’ampiezza dei MEP. Un limite di questo lavoro, comunque, ¢ dato dal fatto che
erano presenti differenze di eccitabilita corticale in baseline tra il gruppo che
effettuava il movimento del pollice ed il gruppo che osservava il movimento in
video. Nonostante cio, 1’eccitabilita corticale nella baseline del gruppo che osservava
il movimento del pollice e quella del gruppo che osservava i movimenti del punto
erano simili; pertanto la differenza sugli effetti opposti sulle successive
modificazioni plastiche osservate nei due gruppi puo essere considerata attendibile.
Anomalie nei meccanismi di plasticita sinaptica possono giocare un ruolo in
diversi disturbi neurologici. Le distonie focali compito-specifiche della mano si
osservano solitamente in persone costrette a portare avanti movimenti ripetitivi (ad
es., 1 musicisti). Sebbene le prime manifestazioni di una distonia di questo tipo sono
anormalita del funzionamento motorio, recenti evidenze portano a pensare ad una
disfunzione del processamento sensoriale a livello centrale (Tempel e Perlmutter,
1990; Odergren et al., 1996; Tinazzi et al., 2000; Abbruzzese et al., 2001; Sanger et
al., 2002; Tamburin et al, 2002). Quartarone et al. (2003) hanno utilizzato il
protocollo PAS per valutare la plasticita associativa nell’area motoria primaria della
mano in 10 pazienti con crampo dello scrittore, una distonia caratterizzata da
eccessiva attivazione muscolare durante la scrittura (Marsden e Sheehy, 1990) ed in
10 soggetti di controllo. In entrambi i gruppi, prima e dopo I’applicazione del
protocollo PAS, vennero valutate soglia motoria a riposo ed in attivita, ampiezza
media dei MEP, SICI e periodo silente corticale. In entrambi i gruppi il PAS
provocava un incremento dell’ampiezza dei MEP a riposo, maggiormente
pronunciato nel APB destro. Tale facilitazione dell’ampiezza dei MEP era maggiore
nei pazienti piuttosto che nei soggetti di controllo. Inoltre, solo i pazienti mostravano

un decremento della soglia motoria a riposo ed in attivita dopo la stimolazione. In
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entrambi 1 gruppi la procedura PAS induceva un prolungamento del periodo silente
corticale in APB e FDI, significativo solo in APB nei soggetti sani. Non vi erano
effetti sulla SICI in nessuno dei due gruppi. Questi dati portano ad alcune riflessioni
sulla patofisiologia della distonia compito-specifica della mano. Il pattern di
cambiamento dell’eccitabilita osservato suggerisce che una ripetitiva stimolazione
sensoriale periferica della mano in soggetti con crampo dello scrittore puo scatenare
plasticita anomala nell’area motoria primaria della mano. E’ possibile ipotizzare,
dunque, che la ripetitiva stimolazione sensoriale periferica durante 1’esecuzione di
compiti manuali appresi pud provocare plasticita sensomotoria maladattiva in
soggetti sensibili tramite degli effetti facilitatori degli input sensoriali sugli output
motori, rinforzati ¢ meno focali. Restano da chiarire quali meccanismi mediano tale
anormale plasticita sensomotoria. Un recente lavoro (Kang et al, 2010) sembra
dimostrare che i pazienti affetti da crampo dello scrittore siano caratterizzati da una
deficitaria regolazione omeostatica della plasticita pratica-dipendente: in soggetti
sani era osservabile una soppressione omeostatica della plasticita pratica-dipendente
in seguito ad un protocollo PAS con ISI=25 ms (inducente incremento
dell’eccitabilita corticale) se confrontato con un PAS con ISI=10 ms (inducente
decremento dell’eccitabilita corticale) ed un PAS con ISI=100ms (condizione di
controllo), mentre nei pazienti con crampo dello scrittore tale soppressione non era
presente. Questo fenomeno, inoltre, era positivamente correlato con la gravita clinica
della distonia focale.

Anche nel disturbo di Parkinson (PD), caratterizzato non solo da rigidita, tremore
e ipocinesia, ma anche da disturbi nell’apprendimento motorio (DeLong, 1990;
Smiley-Oyen et al., 2003; Frith et al., 1986; Schinder et al., 1995), possono essere
osservate alterazioni dei meccanismi di plasticita. Ueki et al. (2006), infatti, hanno

dimostrato che, in seguito all’applicazione del protocollo PAS (ISI = 25 ms), in
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pazienti con PD in assenza di trattamento non si osservava alcun aumento
dell’eccitabilita motoria, al contrario di quanto accadeva nei soggetti di controllo sani
nei quali era osservabile un netto aumento dell’ampiezza dei MEP in APB. Di
particolare interesse, inoltre, ¢ I’osservazione che, in seguito alla somministrazione
di dopamina, in questi pazienti, ricomparivano quei fenomeni LTP-/ike solitamente
osservati in seguito al PAS. Questi risultati, oltre a confermare la presenza di
un’alterata plasticita nei pazienti con PD, indicano che la dopamina sembra giocare
un ruolo essenziale nell’indurre cambiamenti plastici in M1. Infatti, nei modelli
animali, la dopamina regola direttamente 1’induzione di LTP/LTD delle sinapsi
glutammatergiche nello striato e nella corteccia prefrontale (Centonze et al., 2001;
Otani et al, 2003). E’ necessaria I’attivazione dei recettori NMDA situati nello
striato per indurre cambiamenti plastici nelle sinapsi corticostriatali (Kita, 1996;
Cherubini et al, 1988; Herrling, 1985). A livello molecolare, I’interazione tra
dopamina e recettori NMDA controlla la plasticita striatale (Picconi et al., 2004). E’
possibile, dunque, che la dopamina controlli la plasticita corticale in M1 tramite i
recettori NMDA. Esistono due vie dopaminergiche attraverso le quali potrebbe
avvenire in controllo della plasticita in M1: una via indiretta nigrostriatale attraverso
il circuito ganglio-talamocorticale, oppure una via diretta mesocorticolimbica,
attraverso 1’area tegmentale ventrale. Danni alla via nigrostriatale causano i vari
sintomi motori tipici del PD (DeLong, 1990; Smiley-Oyen et al., 2003; Frith et al.,
1986; Schinder et al., 1995), mentre danni alla via mesocorticolimbica sono connessi
con le disfunzioni emotive e delle funzioni cognitive superiori osservate nel PD
(Rinne et al., 2000; Ouchi et al., 1999). Poiché i pazienti dello studio di Ueki ef al.
(2006) non presentavano disfunzioni cognitive, ma solo moderati deficit motori, ¢
probabile che la ridotta plasticita corticale in M1 in pazienti con PD sia dovuta a dan-

ni della via dopaminergica nigrostriatale.
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E’ stato generalmente accettato che la plasticita indotta dal PAS sia di origine
corticale, poiché, come abbiamo visto, in seguito al PAS ¢ possibile osservare un
aumento dei MEP in assenza di modificazioni dell’onda F spinale (Stefan et al,
2000). Basandosi sul fatto che il riflesso H ¢ piu adatto dell’onda F nell’identificare
modificazioni dell’eccitabilita spinale (Eccles 1955), Meunier et al. (2007) hanno
investigato I’ipotesi che il PAS possa condurre anche cambiamenti nell’eccitabilita
spinale registrando 1’onda M e il riflesso H del flessore del polso (FCR) prima e 20-
40 minuti dopo I’applicazione del protocollo PAS. Gli autori hanno osservato che
tale procedura induce un cambiamento nel riflesso H 20-40 minuti dopo la fine della
sua applicazione, riflettendo una modificazione duratura dell’eccitabilita spinale.
Non ¢ stato possibile, invece, identificare gli esatti siti spinali dai quali si sviluppano
i cambiamenti indotti dal PAS. Lo sviluppo della plasticita spinale sembra dipendere
da quello della plasticita corticale, poiché ¢ possibile osservare un aumento dei MEP
senza modificazioni del riflesso H, ma mai il contrario. Inoltre, anche se il riflesso H
e 1 MEP hanno dimensioni simili, ¢id non significa che essi riflettano 1’attivazione
della stessa popolazione di motoneuroni (Morita ef al., 1999).

I lavori fin qui esaminati prendono in considerazione gli effetti sulla plasticita
corticale di procedure sperimentali relative agli arti superiori. Gli studi che prendono
in considerazione gli effetti del protocollo PAS sulla rappresentazione motoria
corticale degli arti inferiori sono limitati (Uy ef al.,, 2003). Stinear ¢ Hornby (2005)
hanno testato I’ipotesi che I’applicazione del PAS alle vie tibiali anteriori (TA)
durante 1’atto del camminare possa condurre cambiamenti bidirezionali
nell’eccitabilita della corteccia motoria. Gli autori hanno dimostrato che tale
procedura induce effettivamente delle modificazioni nell’eccitabilita corticale. Tali
modificazioni erano caratterizzate da 3 delle proprieta tipiche dei fenomeni

usualmente indotti dal PAS: esse, infatti, seguivano la regola temporale, avevano una
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rapida evoluzione ed i loro effetti erano persistenti. Inoltre, grazie a delle condizioni
di controllo, ¢ stato possibile osservare che nessuna delle componenti utilizzate nella
procedura sperimentale aveva effetti sull’eccitabilita corticale se applicata
separatamente dalle altre: il semplice atto di camminare, la sola stimolazione elettrica
del nervo peroneale durante I’atto di camminare o la sola TMS durante 1’atto di
camminare non avevano effetti significativi sull’ampiezza dei MEP. La coerenza tra i
risultati di questo studio e quelli relativi agli arti superiori precedentemente riportati
fa ipotizzare che gli stessi meccanismi neurali siano coinvolti nelle modificazioni
indotte dal PAS nella rappresentazione motoria corticale degli arti inferiori e

superiori.

1.3 Modificazioni plastiche nella corteccia somatosensoriale

La comprensione delle regole alla base della rappresentazione sensoriale
umana ¢ un argomento di notevole interesse fisiologico e clinico. Nella corteccia
somatosensoriale animale sono stati documentati LTP ed LTD usando diversi
protocolli sia in vitro (Aroniadou-Anderjaska e Keller, 1995; Castro-Alamancos et
al., 1995; Castro-Alamancos e Connors, 1996; Kitagawa et al., 1997; Feldman,
2000; Heusler et al., 2000; Urban et al., 2002) che in vivo (Keller et al., 1990,
Glazewski et al., 1998; Froc et al., 2000; Allen et al., 2003; Werk & Chapman,
2003). Tramite tali protocolli ¢ stato possibile osservare il meccanismo noto come
“plasticita sinaptica dipendente dal tempo” (spike-timing-dependent plasticity —
STDP; Song et al., 2000): come discusso per la corteccia motoria (cfr., par 1.2),
infatti, anche in questo caso la direzione dei cambiamenti nell’efficacia sinaptica ¢

determinata dalla sequenza dell’attivita neuronale pre- e postsinaptica (Dan e Poo;

2004).
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Negli esseri umani la plasticita delle rappresentazioni sensoriali ¢ stata
studiata tramite I’analisi dei potenziali evocati somatosensoriali (SEP) (Elbert ef al.,
1995; Flor et al., 1995, 1997; Knecht et al., 1996; Tinazzi et al., 1997b, 1998, 2004;
Bara-Jimenez et al., 1998; Elbert et al. 1998). Differenti componenti dei SEP
riflettono differenti stadi del processamento dell’informazione somatosensoriale
(Tinazzi et al., 1998). L’analisi dei SEP, quindi, rende possibile la localizzazione del
sito di cambiamento plastico (Tinazzi et al., 1998). I SEP sono stati anche usati per
valutare i cambiamenti nell’eccitabilita corticale indotti sperimentalmente tramite
varie manipolazioni esterne come stimolazione elettrica diretta (Matsunaga et al.,
2004), TMS ripetitiva (Enomoto et al., 2001; Tsuji e Rothwell, 2002; Ragert et al.,
2004) o stimolazione tattile periferica ripetitiva (Pleger et al., 2001). L’uso di tali
protocolli, perd, non permette di testare la presenza del meccanismo STDP nella
corteccia somatosensoriale primaria umana (S1). Per tale motivo, anche per lo studio
della plasticita delle rappresentazioni sensoriali ¢ stato introdotto il protocollo PAS,
il quale permette il controllo della temporizzazione degli eventi neuronali indotti dai
due tipi di stimolazione.

Wolters et al. (2005) hanno usato il PAS con TMS sulla corteccia
somatosensoriale per testare I’ipotesi che una regola temporale governi 1’induzione
di cambiamenti plastici bidirezionali nell’area S1 umana, e per valutare la natura e le
caratteristiche di tali cambiamenti. In tal modo, gli autori hanno dimostrato che la
stimolazione periferica delle vie afferenti somatosensoriali, se accoppiata con TMS a
bassa frequenza ad un appropriato intervallo, pud indurre cambiamenti nei SEP. In
seguito al PAS, I’ampiezza della componente P14 dei SEP, generalmente considerata
di origine subcorticale (Desmedt e Cheron, 1981; Moller et al., 1986; Sonoo et al.,
1997, Lee e Seyal, 1998), rimane invariata. A livello corticale sono stati osservati, in

seguito al PAS, dei cambiamenti nella componente P25, mentre 1’ampiezza della
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N20 rimaneva costante. Sia la N20 che la P25 sembrano essere generate dal limite
posteriore del solco centrale, corrispondente all’area 3b di Brodmann (Allison et al.,
1989, 1991; McLaughlin e Kelly, 1993; Urbano et al., 1997; Lee e Seyal, 1998;
Mauguiere et al., 1999; Legatt e Kader, 2000; Balzamo et al., 2004). I cambiamenti
nella componente P25, quindi, indicano probabilmente dei cambiamenti
nell’eccitabilita in S1, sebbene sia possibile che un minore contributo alla
componente P25 sorga dal limite anteriore del solco centrale nell’area 4 di Brodmann
(Huang et al. 2000; Balzamo et al., 2004). Considerando questi dati alla luce di
precedenti studi animali (Armstrong-Jones et al., 1992; Ahissar et al., 2001) si
potrebbe ipotizzare che i cambiamenti nell’eccitabilita corticale indotti dal PAS siano
dovuti alla modulazione dell’attivitd neuronale eccitatoria degli strati corticali
superiori di S1. Alternativamente, tali cambiamenti potrebbero essere dovuti ad
alterazioni nell’inibizione delle cellule piramidali corticali. Poiché parte di questa
inibizione ¢ sotto il controllo del talamo, ¢ importante considerare la possibilita che i
cambiamenti indotti dal PAS possano essere generati a livello subcorticale. I
cambiamenti indotti nella componente P25 evolvevano rapidamente, persistevano
per un consistente periodo di tempo (almeno 30 minuti) ed erano reversibili. La
specificita topografica di tali cambiamenti era suggerita dal fatto che, mentre i SEP
del nervo mediano erano alterati, non si osservavano modificazioni del SEP tibiali.
La plasticita indotta dal PAS ¢ risultata essere tempo-dipendente: gli effetti della
procedura, infatti, erano osservabili solo per un determinato ISI, mentre, se questo
veniva modificato, si osservava un cambiamento dell’ampiezza della P25 nella
direzione opposta. In seguito ad un singolo impulso magnetico (TMS) su M1, la
corteccia emette un treno di potenziali d’azione discendenti (onde D ed onde I) che
possono durare piu di 10 ms (Di Lazzaro et al., 2004). Mentre le componenti precoci

di questo treno sembrano essere generate negli strati corticali inferiori, le onde I
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tardive probabilmente riflettono Dattivita generata negli strati corticali motori
superiori attraverso una catena di interneuroni (Amassian et al., 1987; Ziemann e
Rothwell, 2000). Wolters et al. (2005) propongono che la TMS possa indurre
un’attivita polisinaptica tardiva negli strati superiori in S1 attraverso un meccanismo
simile a quello appena descritto per M1 e che siano questi eventi tardivi che
interagiscono con i segnali afferenti negli strati corticali superiori in S1.

Murakami et al. (2008) hanno valutato la possibilita che la stimolazione
tramite PAS della corteccia motoria possa provocare delle modificazioni nella
corteccia somatosensoriale. Essi hanno ipotizzato che i fenomeni LTP/LTD-/ike
ottenuti tramite il PAS sulla corteccia motoria si verifichino non solo nella corteccia
motoria ma anche nella corteccia somatosensoriale ipsilaterale, poiché esistono tra
esse dense connessioni cortico-corticali (Enomoto et al., 2001). Gli autori, inoltre,
hanno investigato come oscillazioni ad alta frequenza (HFO)' possano essere
influenzate da fenomeni LTP/LTD-/ike in seguito al PAS, per comprendere le loro
origini anatomiche e fisiologiche. Dai risultati emerge che il PAS sulla corteccia
motoria provoca dei cambiamenti nella corteccia somatosensoriale. Le componenti
corticali dei SEP incrementavano significativamente dopo PAS con ISI=25 ms,
mentre si aveva un effetto opposto con un ISI=10 ms. Non si osservavano effetti sui
SEP in seguito al PAS direttamente sulla corteccia somatosensoriale. Per gli autori
sono due le possibili ragioni per questa discrepanza: la prima riguarderebbe 1’ISI
utilizzato nello studio, mentre la seconda prenderebbe in considerazione la possibile
esistenza di una differenza nella sensibilita alla TMS tra corteccia motoria e corteccia
somatosensoriale. Secondo Ishikawa et al. (2007), infatti, esisterebbe una differenza

nella soglia per I’induzione dei cambiamenti dovuti alla TMS tra corteccia motoria e

'L attivita HFO & caratterizzata da oscillazioni a bassa ampiezza ed alta frequenza (500-800 Hz)
sovrapposte all’inclinazione ascendente della risposta primaria N20 in seguito a stimolazione del
nervo mediano (Curio ef al. 1994; Hashimoto et al., 1996)
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corteccia somatosensoriale. Murakami et al. (2008), quindi, ipotizzano che i
fenomeni LTP/LTD-/ike indotti dal PAS non vengono provocati direttamente nella
corteccia somatosensoriale, ma potrebbero diffondersi in quest’ultima tramite le
dense connessioni cortico-corticali esistenti tra corteccia motoria e corteccia
somatosensoriale. Per quanto riguarda le oscillazioni ad alta frequenza (HFO), queste
venivano significativamente aumentate dopo il PAS con ISI=25 ms, mentre
decrescevano in modo considerevole con un ISI=10 ms. Non si osservavano effetti
sulle HFO in seguito a PAS direttamente sulla corteccia somatosensoriale. Gli autori
propongono che i cambiamenti nelle HFO indotti dal PAS riflettano 1’attivita degli
interneuroni inibitori GABAergici allo scopo di regolare i neuroni piramidali nella
corteccia somatosensoriale. Poiché, invece, non c¢’¢ bisogno di modulare i neuroni
piramidali disattivati dopo il PAS con ISI=10 ms sulla corteccia motoria, 1’attivita
HFO puo essere ridotta.

Pellicciari et al. (2009) hanno cercato di valutare se la plasticita corticale in
S1 fosse influenzata dall’invecchiamento. Per fare cio, gli autori hanno confrontato
le variazioni di tipo LTP-like indotte dal protocollo PAS sull’ampiezza delle
componenti precoci dei SEP in soggetti giovani ed anziani sani. I risultati mostrano
come meccanismi plastici di tipo LTP-/ike in S1 cambino in funzione dell’eta, con un
significativo incremento d’ampiezza del complesso N20-P25 negli anziani (9.4%)
rispetto ai giovani (5.4%). Il protocollo PAS non provocava significative variazioni
delle componenti P14, N30 e P40. In particolare, I’assenza di variazioni della P14,
componente generata a livello subcorticale (Desmedt e Cheron, 1980; Lee e Seyal,
1998), ¢ coerente con I’interpretazione secondo cui il principale sito d’azione della
plasticita sinaptica indotta dal PAS ¢ a livello corticale, mentre sarebbero esclusi
meccanismi di tipo subcorticale (Stefan et al, 2002; Wolters et al, 2003).

L’invecchiamento sembra influenzare in modo differente la plasticita delle aree S1
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ed M1: come abbiamo visto nel precedente paragrafo, diversi studi hanno osservato
una minore capacita di indurre meccanismi LTP-/ike in corteccia motoria tramite il
PAS in soggetti anziani (Fathi ef al., 2010; Muller-Dahlhus ef al., 2008; Tecchio et
al., 2008), mentre lo studio di Pellicciari et al. mostra come 1’invecchiamento sia
connesso con un incremento della plasticita corticale in S1 in soggetti anziani.
Sebbene queste aree corticali abbiano simili tipi di neuroni, sono fondamentalmente
diverse nei loro circuiti corticali e periferici, nei loro input e output e nelle loro
proprieta funzionali e molecolari (Bower e Haberly, 1986; Huntley et al., 1994;
Castro-Alamancos ¢ Connors, 1996; Barth, 2002) e sono caratterizzate da diverse
capacita plastiche (Donoghue et al., 1990; Castro-Alamancos et al., 1995; Barth,
2002). Inoltre, I’'invecchiamento agisce diversamente sulla complessita strutturale e
la suscettibilita alla plasticita in queste aree (Dickstein et al., 2007).

Come abbiamo visto nel precedente paragrafo, ¢ stato dimostrato che nei
pazienti con distonia focale della mano ¢ osservabile un’anormale plasticita
associativa in M1 (Quartarone et al., 2003). Ci si ¢ chiesto se, in questi pazienti,
anche la plasticita associativa in S1 sia anomala. E’ stato infatti proposto che la
distonia possa essere un disturbo sensoriale (Hallett, 1995) e diversi studi mostrano
capacita somatosensoriali danneggiate (Tinazzi et al., 1999; Bara-Jimenez et al,
2000a, b; Fiorio et al., 2003; Molloy et al., 2003) e scarsa integrazione senso-
motoria (Murase et al., 2000; Abruzzese et al., 2001; Tamburin et al., 2002) nei
pazienti con distonia. E’ quindi ipotizzabile che la plasticita corticale in SI sia
disturbata. E’ stato suggerito che [’eccessivo movimento nella distonia sia
attribuibile ad una perdita di inibizione, dato che il sistema nervoso centrale opera
attraverso un bilanciamento tra eccitazione ed inibizione (Hallett, 2004). Alcuni
autori hanno inoltre dimostrato che la funzione inibitoria intracorticale in S1 ¢

danneggiata nei pazienti con distonia focale della mano (Tamura et al, 2008).
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Tamura et al. (2009), quindi, hanno indagato se il PAS su S1 puo indurre plasticita
corticale in questi pazienti tramite la registrazione dei SEP e confrontando i risultati
con soggetti di controllo sani. I risultati di tale studio dimostrano che 1’eccitabilita
corticale indicata dalle variazioni dei SEP ad impulso singolo veniva aumentata dal
PAS nei pazienti distonici piu che nei soggetti di controllo. Inoltre, la funizone
inibitoria intracorticale veniva influenzata dal PAS. I cambiamenti erano osservabili
nella componente P27 ma non nella N20, e tali cambiamenti erano significativi solo
nei pazienti con distonia. Le alterazioni della componente P27 riflettono
probabilmente cambiamenti funzionali nelle strutture intracorticali in S1. Uno studio
su soggetti sani dimostrava che gli effetti del PAS su S1 si presentavano come un
incremento dell’attivita tangenziale mentre la componente radiale rimaneva stabile,
suggerendo che le strutture modificate dal PAS fossero collocate negli strati corticali
superiori dell’area 3b di Brodmann (Litvak ef al., 2007). L’incrementata plasticita in
S1 nei pazienti con distonia focale della mano, percio, dovrebbe essere attribuita ad
una disorganizzazione degli interneuroni negli strati corticali superiori nell’area 3b.
Questi risultati, dunque, portano a concludere che, nei pazienti con distonia focale
della mano, ¢ osservabile, affianco ad un’alterata plasticita in M1, anche
un’anormale plasticita in S1. Cio, chiaramente, supporta 1’ipotesi che la distonia sia

un disturbo del sistema sensoriale, oltre che un disturbo motorio.
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CAPITOLO SECONDO
LA RELAZIONE TRA PLASTICITA’ CORTICALE, SONNO E

PRESSIONE VERSO IL SONNO

2.1 L’ipotesi di “Omeostasi sinaptica”

La caratteristica distintiva del sonno NREM ¢ la presenza di un’attivita
elettroencefalografica ad onde lente, ovvero i1 neuroni della corteccia cerebrale
scaricano ¢ smettono di scaricare insieme in onde caratterizzate da frequenza
inferiore ai 4.5 Hz. L’attivita ad onde lente ¢ un importante predittore dell’intensita
del sonno. E’ stato osservato che tale attivita ad onde lente aumenta in funzione del
periodo di veglia precedente, mentre diminuisce col progredire del periodo di sonno
(e.g., Borbely e Achermann, 2000). Questo induce a ritenere che D’attivita ad onde
lente sia connessa con qualche aspetto ristorativo del sonno. In particolare Tononi e
Cirelli (2003, 2006) hanno ipotizzato I’esistenza di una stretta relazione tra sonno e
omeostasi sinaptica. Tale ipotesi prevede che:

1) la veglia sia associata a potenziamento sinaptico in diversi circuiti

cerebrali;

2) il potenziamento sinaptico sia legato alla regolazione omeostatica

dell’attivita ad onde lente;
3) Dattivita ad onde lente sia associata ad un downscaling sinaptico;

4) 1l downscaling sinaptico sia connesso con gli effetti benefici del sonno sul

funzionamento neurale e, indirettamente, sulla performance.

L’ipotesi di “Omeostasi sinaptica” ¢ strettamente connessa con il modello

della regolazione del sonno a doppio processo (Borbely e Achermann, 1999). Questo
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modello distingue tra due processi di regolazione della propensione al sonno: il
processo C, ovvero la componente circadiana, descrive i cambiamenti della
propensione al sonno durante le 24 ore, mentre il processo S, ovvero la componente
omeostatica, si accumula esponenzialmente durante la veglia e viene scaricata
durante il sonno. Per Tononi e Cirelli (2006), il processo S descrive, dal punto di
vista della fenomenologia quantitativa dell’EEG del sonno, il processo di omeostasi
sinaptica che avrebbe su base cellulare: in condizioni normali, la forza sinaptica
totale incrementa durante la veglia e raggiunge il suo massimo prima di andare a
dormire. Al sopraggiungere del sonno, la forza sinaptica totale inizia a diminuire,
raggiungendo un livello di baseline prima della fine del sonno.

Durante la veglia noi interagiamo con 1’ambiente ed acquisiamo informazioni
su di esso. L’EEG ¢ attivato ed il milieu neuromodulatorio favorisce
I’immagazzinamento di informazioni (soprattutto tramite LTP). In questo modo vi ¢
un notevole incremento della forza sinaptica, evento che comporta dei costi a livello
di energia e spazio richiesti, saturando progressivamente la nostra capacita di
apprendere. Quando andiamo a letto, invece, siamo virtualmente disconnessi
dall’ambiente. I cambiamenti nel milieu neuromodulatorio provocano la comparsa
dell’attivita ad onde lente ed assicurano che I’attivita sinaptica non sia seguita da un
ulteriore potenziamento sinaptico. Dato che, alla fine del periodo di veglia, la forza
sinaptica media ¢ elevata, 1 neuroni, durante il sonno ad onde lente sono altamente
sincronizzati. L’EEG nelle prime fasi del sonno ¢, quindi, caratterizzato da onde
lente ed ampie. Secondo I’ipotesi di “Omeostasi sinaptica”, la ripetuta sequenza di
depolarizzazione-iperpolarizzazione neuronale causa il downscaling sinaptico, che
sarebbe alla base di un progressivo decremento della forza sinaptica. Cid provoca
una riduzione dell’ampiezza e della sincronizzazione delle oscillazioni lente nel

potenziale di membrana, il che si riflette in una ridotta attivita EEG ad onde lente. I1
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downscaling si ridurrebbe progressivamente, rendendo tale processo auto-limitante
quando la forza sinaptica raggiunge un adeguato livello di baseline. In questo modo,
il sonno rinforzerebbe 1’omeostasi sinaptica, con dei benefici in termini di energia,
spazio, apprendimento ¢ memoria. Al risveglio, i circuiti neurali mantengono una
traccia delle esperienze precedenti, ma sono nuovamente efficienti ed il ciclo puo
ricominciare.

Analizziamo ora nel dettaglio 1 punti principali dell’ipotesi di “Omeostasi

sinaptica”.

2.1.1 Veglia e potenziamento sinaptico

La prima parte dell’ipotesi sostiene che la veglia sia generalmente
accompagnata da cambiamenti LTP-/ike nel cervello, sia che gli animali siano
impegnati in paradigmi sperimentali di apprendimento, sia che essi siamo
spontaneamente attivi (Tononi e Cirelli, 2003; 2006). Cio implica che i cambiamenti
plastici a livello sinaptico possono avvenire in assenza di cambiamenti
comportamentali generalmente utilizzati come indice di apprendimento.
L’incremento della forza sinaptica determinerebbe, durante la veglia, uno
sbilanciamento tra potenziamento e depressione sinaptica.

Evidenze dirette a supporto di questa parte dell’ipotesi derivano da studi
anatomici su animali che hanno dimostrato un netto e diffuso incremento della
densita sinaptica in seguito ad esposizione dell’animale ad ambienti arricchiti, tali da
indurre cambiamenti molecolari LTP-/ike (Klintsova e Greenough, 1999). E’ stato
osservato anche un incremento locale della densita sinaptica (Knott et al., 2002).
Diversi studi, inoltre, mostrano come la veglia spontanea sia regolarmente associata
con la diffusa induzione di cambiamenti molecolari usualmente associati con il LTP

(Cirelli e Tononi, 2000a; Cirelli et al., 2004). Questo fenomeno ¢ ancora piu evidente
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se I’animale viene mantenuto sveglio piu a lungo tramite delicata manipolazione,
oppure se ¢ impegnato nell’esplorazione intensiva del suo ambiente. Durante il
sonno, invece, I’espressione dei geni legati al LTP ¢ notevolmente ridotta se non
abolita (Cirelli e Tononi, 2000a; Cirelli et al.; 2004; Cirelli e Tononi, 2000b).

Da un punto di vista evolutivo, ha senso che il potenziamento dei circuiti
neurali avvenga durante la veglia, quando un animale ¢ attivo ed esposto
all’ambiente, piuttosto che durante il sonno, quando 1’attivita neurale ¢ disconnessa
dagli eventi esterni (Tononi e Cirelli, 2001). Vi sarebbero due ragioni per cui
I’induzione di geni connessi con il LTP sarebbe ristretta alla veglia: la prima ragione
¢ che I’attivita sensoriale, motoria e cognitiva che avvengono durante la veglia attiva,
sono spesso associate con cambiamenti LTP-/ike (Sjostrom et al., 2001); la seconda
ragione riguarda la condizione stato-dipendente di alcuni sistemi neuromodulatori
(Tononi et al., 1995). 1l sistema noradrenergico, ad esempio, ¢ molto attivo durante
la veglia, mentre non lo ¢ durante il sonno (Aston-Jones e Bloom, 1981). La
noradrenalina ¢ molto importante per 1I’induzione del LTP (Walling e Harley, 2004) e
lesioni noradrenergiche danneggiano almeno alcune forme di apprendimento

(Robbins e Everitt, 1995).

2.1.2 Potenziamento sinaptico e omeostasi ad onde lente

E’ risaputo che Dattivita ad onde lente nei mammiferi incrementa in
proporzione alla durata della veglia precedente e decresce progressivamente durante
il sonno (Borbely, 2001). L’ipotesi dell’omeostasi sinaptica sostiene che la
regolazione omeostatica dell’attivita ad onde lente ¢ legata all’ammontare del
potenziamento sinaptico avvenuto nella veglia precedente. In particolare, piu alto ¢

I’ammontare del potenziamento sinaptico nei circuiti corticali durate la veglia,



46

maggiore sara I’incremento di attivitd ad onde lente durante il sonno successivo
(Tononi e Cirelli, 2003; 2006).

A supporto di questa ipotesi, ¢ stato dimostrato che 1’aumento del periodo di
veglia produce un incremento nell’espressione di diversi markers specifici del LTP
(Cirelli e Tononi, 2000), seguito da un incremento dell’attivita ad onde lente durante
il sonno successivo. Il livello di induzione dei geni connessi con LTP e
dell’ammontare dell’attivita ad onde lente durante il sonno, dipendevano non solo
dalla durata del periodo di veglia, ma anche dalla sua qualita (Kelly e Deadwyler,
2003; Meerlo et al., 2001).

Una diretta previsione dell’ipotesi ¢ che se la veglia non ¢ accompagnata da
cambiamenti LTP-/ike nella forza sinaptica, I’incremento omeostatico dell’attivita ad
onde lente durante il sonno dovrebbe essere soppresso. Questa previsione ¢ stata
testata esaminando animali con lesioni al sistema noradrenergico, nei quali vi € una
notevole riduzione dell’espressione dei geni legati al LTP nella corteccia cerebrale
dopo periodi di veglia (Cirelli et al., 1996; Cirelli e Tononi, 2000). Sebbene in questi
animali la quantita di sonno rimaneva invariata, si osservava la scomparsa del picco
di attivita ad onde lente osservabile normalmente nelle ore del mattino dopo la fase
di attivitd notturna. Si potrebbe ipotizzare, percio, che non ¢ la veglia in sé, ma
I’induzione dei geni legati al LTP associata alla veglia ad essere responsabile
dell’incremento omeostatico nell’attivita ad onde lente.

Un’altra previsione dell’ipotesi ¢ che, nel momento in cui il potenziamento
sinaptico ¢ particolarmente forte in specifiche aree cerebrali, I’attivita ad onde lente
durante il sonno successivo dovrebbe incrementare maggiormente in quelle aree.
Huber et al. (2004) hanno testato questa ipotesi usando EEG ad alta definizione
durante il sonno dopo I’apprendimento di un compito visuomotorio. In tale compito,

eseguito poco prima di andare a letto, 1 soggetti agganciavano farget visivi usando un
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cursore guidato manualmente, mentre si adattavano inconsapevolmente alla
rotazione sistematica imposta alla traiettoria del cursore percepita. Una settimana
prima o dopo, 1 soggetti eseguivano un compito di controllo soggettivamente
indistinguibile ed identico a livello cinematico, ma nel quale la traiettoria del cursore
non era ruotata. L’unica differenza tra i due compiti era quindi 1’adattamento alla
rotazione che coinvolge I’apprendimento implicito di una rotazione compensatoria,
presumibilmente mediata da potenziamento sinaptico in specifiche aree cerebrali,
elemento assente nel compito di controllo. Precedenti studi che si avvalevano
dell’ausilio della PET, infatti, hanno mostrato che 1’apprendimento della rotazione
coinvolge la corteccia parietale destra. Come previsto dall’ipotesi, in seguito al
compito di rotazione, se confrontato con il compito di controllo, era osservabile un
incremento locale dell’attivita ad onde lente proprio nella corteccia parietale destra.
L’incremento delle onde lente declinava col passare del tempo. L’induzione di
cambiamenti plastici locali in seguito a compiti visuomotori, quindi, sembrerebbe
essere associato all’induzione locale di attivita ad onde lente nel sonno successivo
(Huber et al., 2004). Questi risultati sono in accordo con evidenze precedenti di
omeostasi locale dell’attivita ad onde lente in esseri umani (Kattler et al., 1994) e
ratti (Vyazovskiy et al., 2000).

Ulteriori evidenze per una relazione tra densita o forza sinaptica ed attivita ad
onde lente derivano da studi evolutivi. L’attivita ad onde lente, nel corso della vita,
subisce dei cambiamenti che sembrano seguire la densita sinaptica corticale
(Feinberg, 1989; Feinberg et al, 1990; Huttenlocher e Dabholkar, 1997; Sowell et
al., 2001). Sia la densita sinaptica che I’attivita ad onde lente raggiungono un picco
in adolescenza, dopo la quale declinano rapidamente, ¢ continuano a decrescere

lentamente nella vecchiaia. Un decremento patologico della densita sinaptica, come
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osservato in alcuni disturbi neurodegenerativi e nella schizofrenia, sono associati ad
una riduzione dell’attivita ad onde lente (Petit ef al., 2004; Feinberg, 1982).

Alla base dell’attivita EEG ad onde lente abbiamo oscillazioni nei potenziali
di membrana neuronali, ed in particolare le oscillazioni lente generate da cellule
corticali e sincronizzate dalle connessioni cortico-corticali (Steriade, 2003). Tali
oscillazioni sono composte da una fase di depolarizzazione, durante la quale i
neuroni sono attivi, ed una di iperpolarizzazione durante la quale i neuroni sono
silenti. Quest’ultima fase ¢ probabilmente dovuta ad una corrente di potassio sodio-
dipendente attivata dalla scarica neuronale. Le connessioni cortico-corticali piu forti
provocano una maggiore attivazione della corrente di potassio sodio-dipendente, la
quale porta da una fase di iperpolarizzazione piu lunga; conseguentemente, le
oscillazioni lente hanno una maggiore ampiezza. Inoltre, le connessioni cortico-
corticali piu forti aumentano il grado di sincronizzazione tra le popolazioni di

neuroni (Hill e Tononi, 2005).

2.1.3 Omeostasi ad onde lente e downscaling sinaptico

Secondo I’ipotesi di “Omeostasi sinaptica” 1’attivita ad onde lente avrebbe il
compito di promuovere un generalizzato downscaling della forza sinaptica, ovvero
una riduzione proporzionale della forza di tutte le sinapsi convergenti sullo stesso
neurone (Tononi e Cirelli, 2003; 2006).

Il downscaling (cosi come 'upscaling) delle sinapsi corticali ed ippocampali
¢ stato osservato sia in studi in vitro che in vivo (Turrigiano, 1999; Desai et al.,
2002), nei quali elevando artificialmente I’input sinaptico ad un neurone per alcuni
secondi era possibile ottenere una riduzione proporzionale della forza di tutte le
sinapsi convergenti sul tale neurone, mentre un blocco prolungato dell’attivita

neurale produceva I’effetto opposto.
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Questo downscaling sonno-dipendente coinvolgerebbe molte o tutte le sinapsi
di un neurone (Tononi e Cirelli, 2003; 2006). Tale meccanismo si differenzia in
questo modo dalla LTD, che colpisce gruppi specifici di sinapsi, e dal
depotenziamento, che riguarda solo sinapsi recentemente potenziate (Kemp e Bashir,
2001). Nonostante ci0, ¢ probabile che nel downscaling siano coinvolti molti dei
meccanismi molecolari coinvolti in LTD e depotenziamento, ed in particolare la
defosforilazione e successiva internalizzazione dei recettori AMPA che conduce ad
una riduzione dell’efficacia sinaptica (Malinow e Malenka, 2002; Turrigiano, 2000).

L’esponenziale decremento dell’attivita ad onde lente durante in sonno
(Borbely e Achermann, 1999) rappresenta una forte (indiretta) evidenza
elettrofisiologica del downscaling durante il sonno. Se I’attivita ad onde lente viene
soppressa per mezzo di stimoli acustici durante la prima parte del sonno, essa
incrementa notevolmente nella seconda parte del sonno (Dijk et al., 1987). E’ stato
osservato, inoltre, che quando dei neuroni vengono attivati insieme durante la veglia,
essi mostrano delle scariche correlate durante il sonno, presumibilmente riflettenti
forti connessioni sinaptiche tra loro. La forza di tali correlazioni, e probabilmente la
forza delle sinapsi sottostanti, decade rapidamente (entro 30 minuti) durante
I’episodio di sonno (Kudrimoti et al., 1999), in linea con il downscaling. In accordo
con I'ipotesi del downscaling sinaptico durante il sonno, vi sono anche degli studi di
neuroimaging che mostrano un decremento del livello assoluto del metabolismo
cerebrale dopo il sonno (Braun et al., 1997).

Durante il sonno, mentre 1’espressione delle molecole legate al LTP
raggiunge livelli bassi (Cirelli € Tononi, 2000), vi € una maggiore espressione delle
molecole implicate in depotenziamento/depressione (Cirelli et al., 2004). Inoltre, il
sonno NREM ¢ associato ad alti livelli di insulina (Simon et al, 1994), che

promuove I’internalizzazione dei recettori AMPA e la LTD (Man et al., 2000). A
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livello metabolico, quindi, il sonno non ¢ solo una condizione sfavorevole per il
potenziamento sinaptico, ma ¢ specificamente una condizione favorevole per il
downscaling.

Alcuni studi hanno portato delle evidenze anatomiche per il downscaling
durante il sonno, mostrando che I’incremento della densitd sinaptica in seguito
all’apprendimento ¢ evidente solo per poche ore, dopo le quali la densita sinaptica
ritorna a livelli di baseline (Eyre et al., 2003). Non ¢ chiaro, pero, se il ritorno alla
densita sinaptica di baseline richiede necessariamente I’intervento del sonno o
semplicemente del trascorrere del tempo.

Evidenze funzionali della relazione tra sonno NREM e downscaling sinaptico
derivano da studi di deprivazione visiva monoculare nei gatti. E’ stato osservato che,
durante un periodo critico dello sviluppo cerebrale, I’occlusione di un occhio quando
I’animale ¢ sveglio nelle ore di luce per 6 ore riduce notevolmente la capacita delle
cellule corticali di rispondere all’occhio occluso. Cio € dovuto alla depressione delle
connessioni corticali relative all’occhio deprivato (Heynen et al, 2003). Tale
depressione puo essere incrementata se I’animale rimane sveglio per ulteriori 6 ore in
condizione di luce, ma non al buio. Inoltre, un equivalente incremento della
depressione puo essere ottenuto se all’animale viene consentito di dormire per 6 ore
al buio (Frank et al, 2001). Questo risultato pud essere interpretato o come
consolidamento sonno-mediato, oppure in termini di downscaling sonno-dipendente.

Per spiegare la possibile relazione tra attivita ad onde lente e downscaling
sinaptico € bene ricordare che alla base del sonno NREM vi ¢ I’oscillazione lenta, la
quale ¢ caratterizzata da una frequenza inferiore ad 1 Hz, ovvero la frequenza ideale
per indurre depressione/depotenziamento nei paradigmi di stimolazione (Kemp e
Bashir, 2001). Oscillazioni a bassa frequenza durante il sonno possono promuovere

la depressione attraverso cambiamenti nelle dinamiche del calcio (Kemp e Bashir,
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2001). Inoltre, puo essere importante per favorire il downscaling anche il particolare
milieu neuromodulatorio del sonno NREM (bassi livelli di acetilcolina,
noradrenalina, serotonina ed istamina), cosi come il fatto che il BDNF ¢ basso
durante il sonno (Sheng e Hyoung Lee, 2003). Il fattore piu significativo nella
promozione del downscaling sinaptico, perd, sembrerebbe essere la sequenza di
depolarizzazione e iperpolarizzazione che caratterizza le oscillazioni lente a livello

cellulare (Steriade, 2003).

2.1.4 Downscaling sinaptico e performance

L’ultima parte dell’ipotesi sostiene che il downscaling sinaptico sonno-
dipendete sia benefico per le funzioni cellulari e legato a miglioramenti delle
performance (Tononi e Cirelli, 2003). Molti aspetti delle performance
comportamentali migliorano dopo il sonno, mentre la deprivazione di sonno ha su di
esse un impatto negativo. E’ plausibile che evitare un sovraccarico sinaptico
mantenendo 1’omeostasi sinaptica sia benefico per molte attivita cellulari (Tononi e
Cirelli, 2003).

Alcuni studi hanno dimostrato che il sonno successivo all’apprendimento di
una sequenza di colpi delle dita provoca un sostanziale miglioramento della
performance, e che tale miglioramento sia strettamente legato al sonno e non al ritmo
circadiano o al semplice passare del tempo (Walker et al., 2002). Secondo I’ipotesi
del’omeostasi sinaptica, per spiegare questi risultati bisogna considerare che,
durante un qualsiasi compito visuomotorio, mentre le sinapsi che contribuiscono ai
movimenti corretti diventano progressivamente piu efficaci (segnale), altre sinapsi,
che contribuiscono ai movimenti erronei o imperfetti, possono essere potenziate
(rumore). E’ qui che entrerebbe in gioco il downscaling sinaptico, incrementando il

rapporto segnale/rumore (Tononi e Cirelli, 2003). Secondo I’ipotesi, infatti, durante
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il sonno la forza di ogni sinapsi decresce proporzionalmente, mentre il peso totale
delle sinapsi convergenti su un singolo neurone ritorna ad un livello di baseline.
Poiché vi ¢ una soglia sotto la quale le sinapsi diventano inefficaci o silenti, le
sinapsi che contribuiscono al rumore, essendo mediamente piu deboli di quelle che
contribuiscono al segnale, cesserebbero di interferire con la performance (Tononi e
Cirelli, 2003). Il downscaling sinaptico, quindi, neutralizzerebbe il potenziamento
sinaptico incontrollato, e promuoverebbe la competizione, particolarmente
importante durante lo sviluppo.

Secondo I’ipotesi di “Omeostasi sinaptica”, infine, il downscaling sinaptico
durante il sonno sarebbe essenziale anche per un sostanziale recupero di energia. Il
downscaling, infatti, sarebbe necessario per interrompere la crescita della forza
sinaptica associata alla veglia (che ha un notevole costo in termini di energia) e per
prevenire un sovraccarico delle sinapsi (Tononi e Cirelli, 2006). Inoltre, si pensa che
il potenziamento sinaptico sia accompagnato da cambiamenti morfologici, come
I’aumento delle dimensioni di bottoni e spine e I’incremento del numero delle sinapsi
(Klintsova, 1999; Knott et al., 2002; Eyre et al., 2003). Poiché minuscoli incrementi
nel volume cerebrale potrebbero essere estremamente pericolosi (Chklovskii, 2002),
il downscaling sonno-dipendente sarebbe fondamentale, quindi, per tenere sotto

controllo la crescita del volume cerebrale (Tononi e Cirelli, 2006).

2.2 Conferme dai modelli animali

Molti studi hanno cercato di dare conferma all’ipotesi di Omeostasi Sinaptica
per mezzo di modelli animali. In particolare, il gruppo di Vyazovskiy che lavora nel
laboratorio di Chiara Cirelli a Madison, in una serie di esperimenti, ha cercato di
indagare le diverse predizioni di tale ipotesi. Innanzitutto, basandosi

sull’osservazione che la veglia prolungata porta a differenze regionali
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nell’incremento della slow wave activity (SWA) durante il sonno successivo
nell’'umano (Achermann et al., 2001; Finelli et al., 2001), nel ratto (Schwierin et al.,
1999; Vyazovskiy et al, 2002), nel topo (Huber et al, 2000) e nel criceto
(Palchykova et al., 2002), gli autori hanno cercato di valutare se tali differenze
regionali nella SWA in seguito a deprivazione di sonno fossero la conseguenza di
differenze nel metabolismo cerebrale e se il sonno contribuisse al recupero dei
cambiamenti metabolici avvenuti nel corso della veglia precedente (Vyazovskiy et
al., 2004). I risultati mostravano come 6 ore di deprivazione di sonno combinate con
stimolazione unilaterale delle vibrisse in un ambiente arricchito provocavano
un’asimmetria interemisferica nel recupero di 2-deossiglucosio (2-DG) nella
corteccia primaria somatosensoriale, con valori maggiori nell’emisfero controlaterale
alla stimolazione. Tale differenza sembrava essere una diretta conseguenza della
stimolazione, dato che non ¢ stata osservata n¢ dopo due ore ulteriori di veglia
prolungata senza stimolazione, n¢ dopo circa due ore di sonno di recupero. Oltre alla
corteccia somatosensoriale, altre regioni che andavano incontro ad un marcato
aumento della risposta metabolica erano le aree frontali (corteccia motoria primaria)
e la corteccia retrospleniale. Inoltre, nel periodo di sonno successivo alla
deprivazione, era possibile osservare un generale incremento della SWA nel sonno
NREM, con delle differenze sia a livello interemisferico (asimmetria interemisferica
in corrispondenza della corteccia parietale nel corso delle prime 10 ore di sonno) sia
sull’asse antero-posteriore (iniziale predominanza frontale della SWA, seguita da una
predominanza parietale nella parte finale del periodo di sonno). In sintesi, le regioni
che mostravano un incremento stimolazione-dipendente della captazione di 2-DG
dopo deprivazione di sonno corrispondevano funzionalmente alle regioni che
mostravano, durante il sonno successivo, un maggior incremento della SWA. Gli

autori concludono che tale risultato supporta 1’ipotesi secondo cui la regolazione del
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sonno ha una componente locale ed uso-dipendente. Le differenze EEG osservate
durante il sonno di recupero potrebbero essere una conseguenza dell’incremento
selettivo dell’attivazione metabolica durante la veglia precedente. Nonostante cio, il
recupero dallo squilibrio nel metabolismo cerebrale era osservabile anche in assenza
di sonno e non rifletteva direttamente cambiamenti nella SWA durante il sonno.
Successivamente gli autori hanno utilizzato 1 dati raccolti in questo studio per
valutare se il tasso metabolico cerebrale, quantificato in termini di valore assoluto di
captazione di 2-DG, sia piu alto dopo un periodo di veglia e piu basso dopo un
periodo di sonno. Tale quesito nasce dall’ipotesi secondo cui la veglia sarebbe
associata ad un netto incremento del peso sinaptico, mentre il sonno sarebbe
associato al downscaling sinaptico (Tononi e Cirelli, 2003; 2006). I risultati
(Vyazovskiy et al., 2008) dimostrano come, effettivamente, il valore assoluto di
captazione di 2-DG fosse maggiore in topi che avevano trascorso un lungo periodo di
veglia prima del sacrificio, rispetto a topi a cui era concesso di dormire ad libitum.
Tale risultato indica come la precedente storia di sonno-veglia sia un fattore
determinante per il tasso metabolico cerebrale. L’effetto della precedente storia di
sonno-veglia sulla captazione del 2-DG era osservabile non solo a livello corticale
ma anche nella sostanza bianca (corpo calloso), coerentemente con i dati di un
precedente studio che mostrava come, nelle scimmie, 1’assorbimento del 2-DG
durante il sonno diminuiva rispetto alla veglia del 16-46% in diverse aree corticali e
del 20% nel corpo calloso (Kennedy ef al., 1982). Questo dato suggerisce che il
bisogno di energia dopo il sonno ¢ ridotto sia in regioni ricche di connessioni
sinaptiche come la corteccia cerebrale, sia in regioni, come il corpo calloso, cruciali
per il “dialogo” neuronale e costituite prevalentemente da assoni. Gli autori, infine
hanno osservato che le aree cerebrali dove I’assorbimento del 2-DG incrementava

maggiormente all’aumentare del periodo di veglia mostravano un minor decremento
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dopo il sonno. Al contrario, quelle aree in cui i valori del 2-DG aumentavano di poco
mostravano, dopo il sonno, un decremento piu pronunciato. Tale risultato ¢
apparentemente sorprendente, dato che gli autori si aspettavano un maggior
incremento del bisogno di sonno (e quindi un maggiore declino nel metabolismo del
glucosio durante il sonno) in quelle aree che durante la veglia mostravano un
maggior incremento di utilizzo del glucosio. Una possibile spiegazione per questo
fenomeno ¢ che le regioni che mostravano solo un piccolo incremento nella
captazione del 2-DG avessero un tasso metabolico vicino alla saturazione, € che
necessitava, quindi, di un maggior decremento durante il sonno. Questa
interpretazione ¢ in accordo con I’ipotesi di omeostasi sinaptica, poiché se alti tassi
metabolici sono il risultato di un alto peso sinaptico, il downscaling durante il sonno
dovrebbe essere piu efficiente: Inoltre, questi dati sono coerenti con 1’aumento
esponenziale del processo omeostatico S, un marker della pressione del sonno
(Borbely, 1982), e con le differenze regionali nell’intensita del sonno (Vyazovskiy et
al., 2004).

In uno altro studio, Vyazovskiy et al. (2006) hanno osservato che, se a topi
abituati a correre su una ruota per roditori veniva bloccata la ruota impedendo loro di
correre, durate il sonno successivo si osservava una significativa modificazione delle
frequenze EEG rispetto al giorno precedente, in termini di incremento dell’attivita
lenta delta e theta nelle derivazioni frontali, mentre nelle derivazioni parietali era
osservabile un decremento di tali frequenze. Quando ai topi era permesso di correre
sulla ruota, invece, si osservava, durante il sonno successivo, un marcato incremento
dell’attivita theta, mentre 1’attivita delta (sia a livello frontale che parietale) era
soppressa. Tale risultato supporta 1’ipotesi che meccanismi locali e attivita-
dipendenti contribuiscano a generare le differenze regionali dell’incremento

omeostatico dell’intensita del sonno successivo ad un periodo di veglia. In accordo
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con tale ipotesi, Hanlon et al. (2009) hanno dimostrato che, in ratti sottoposti
all’apprendimento di un compito motorio era possibile osservare, durante il sonno
successivo all’addestramento, un incremento della SWA nella corteccia motoria
controlaterale all’arto usato per apprendere il compito, mentre in altre aree corticali
non si osservava nessun incremento (0 un incremento minimo) della SWA.
L’incremento osservato era reversibile entro un’ora, specifico per il sonno NREM e
positivamente correlato con cambiamenti nella prestazione durante la precedente
sessione di apprendimento, suggerendo che tale incremento dell’attivita ad onde
lente rifletta meccanismi plastici € non la mera attivita motoria. Inoltre, i livelli di
Fos e Arc (due geni attivita-dipendenti coinvolti nell’apprendimento motorio) erano
piu alti nella corteccia motoria controlaterale all’arto usato per 1’apprendimento
piuttosto che in quella ipsilaterale, anche se tale asimmetria non era piu osservabile
dopo un’ora di sonno.

Vyazovskiy et al. (2008) hanno dimostrato, inoltre, come tipici correlati
molecolari (maggiore attivita post-sinaptica dei recettori glutammatergici AMPAR)
ed elettrofisiologici (aumento dell’inclinazione delle risposte local field power
mediate da stimolazioni elettriche) del LTP sono maggiori durante la veglia piuttosto
che nel sonno, e dipendono dalla storia di sonno-veglia dell’animale, piuttosto che da
fattori circadiani o dalle condizioni di luce-buio.

In un recentissimo lavoro, infine, in gruppo di Vyazovskiy (2012) ha
dimostrato come in seguito a deprivazione di sonno, nei ratti, molti neuroni corticali
rispondano ad una microstimolazione elettrica locale in modo piu rapido, forte e
sincronizzato rispetto ad una condizione di controllo, supportando I’ipotesi che
I’eccitabilita corticale incrementi in seguito a perdita di sonno e/o la connettivita
intracorticale sia maggiore (Huber et al., 2012; Vyazovskiy et al., 2008). Tali

neuroni, inoltre, sarebbero anche maggiormente bistabili e questo, per gli autori,
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sarebbe una delle principali cause dei deficit cognitivi € comportamentali osservabili
in seguito a deprivazione di sonno.

Evidenze a favore di una relazione tra sonno e plasticita corticale
deriverebbero anche da una serie di recenti studi sulla Drosophila melanogaster.
Gilestro et al. (2009) hanno osservato che la deprivazione di sonno (ma non il
semplice trascorrere del tempo) induceva in tali mosche un incremento dei livelli di
diversi tipi di proteine pre- e post-sinaptiche, mentre durante il sonno il livello di tali
proteine si riduceva. Nello stesso periodo, Donlea ef al. (2009) hanno osservato che
mosche mutanti, nelle quali erano assenti dei geni necessari per la regolazione
dell’orologio circadiano, non erano in grado di dormire a lungo dopo essere state
stimolate socialmente durante il giorno (cosa che accade, invece, nelle mosche
normali). Se il funzionamento di tali geni veniva ripristinato, era possibile osservare
I’incremento della quantita di sonno in seguito all’arricchimento sociale. Gli autori
hanno osservato, inoltre, che le stesse esperienze sociali che incrementavano il
bisogno di sonno, incrementavano, allo stesso tempo, il numero di sinapsi tra i
neuroni ventrali laterali e i loro partner nel tronco encefalico. In uno studio
successivo € stato dimostrato che 1’induzione sperimentale di uno stadio di
quiescenza che raggiunge 1 criteri per I’identificazione del sonno nella Drosophila ¢
in grado di facilitare la formazione di memoria a lungo termine in un protocollo di
training che, di per se, ¢ in grado di indurre solo processi di memoria a breve termine
(Donlea et al., 2011). Infine, Bushey et al. (2011) hanno osservato come in diversi
circuiti neurali della Drosophila 11 numero e la dimensione delle sinapsi aumenta
dopo poche ore di veglia e si riduce solo se agli animali ¢ permesso dormire. Piu le
esperienze di veglia erano ricche, maggiore era la crescita sinaptica, ed il bisogno di
sonno incrementava ulteriormente. Inoltre, gli autori hanno dimostrato come il gene

Fmr 1 (Fragile X mental retardation [I) gioca un ruolo importante nella
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rinormalizzazione sinaptica sonno-dipendente. Tali risultati supportano I’ipotesi che
processi plastici durante la veglia siano connessi ad un netto incremento della forza
sinaptica in molti circuiti cerebrali e che il sonno sia connesso ad un processo di
rinormalizzazione sinaptica.

In linea con gli studi sulla Drosophila, ¢ stato recentemente dimostrato che
I’efficacia sinaptica corticale, valutata in termini di ampiezza e frequenza dei mEPSC
(miniature excitatory postsynaptic currents) nel cervello di topi e ratti, incrementava

dopo periodi di veglia e tornava a bassi livelli dopo un periodo di sonno (Liu ef al.,

2010).

2.3 L’induzione di effetti di plasticita LTP-/ike nell’uomo

Alcuni studi hanno cercato di indagare in modo specifico la relazione tra il
sonno ¢ 1’induzione di fenomeni di plasticita sinaptica nella corteccia cerebrale
umana. Come abbiamo visto nel precedente paragrafo, 1’ipotesi di “Omeostasi
sinaptica” prevede che [D’attivita ad onde lente corticale rifletta I’entita del
potenziamento sinaptico innescata dalla plasticita esperienza-dipendente durante la
veglia (Tononi e Cirelli, 2003; 2006). Per testare questa ipotesi, Huber et al. (2007)
hanno valutato gli effetti della rTMS a 5 Hz (protocollo di potenziamento) e di una
sessione sham  (stimolazione simulata) sull’attivita ad onde lente nel sonno
successivo, monitorata con EEG ad alta densita. I risultati mostrano come la rTMS
ad alta frequenza sulla corteccia motoria (ma non la stimolazione sham) provoca un
incremento locale nell’ampiezza delle risposte EEG all’impulso della TMS, seguito,
durante il sonno successivo, da un incremento locale dell’attivitd ad onde lente.
L’incremento della risposta elettroencefalografica alla TMS e I’aumento dell’attivita
ad onde lente erano localizzati entrambi nella stessa regione corticale premotoria ed

erano positivamente correlati; i due effetti, quindi, erano specifici a livello spaziale e
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topograficamente congruenti. Inoltre, I’incremento dei potenziali evocati dalla TMS
durante la veglia prevedeva 1’ampiezza dell’incremento dell’attivita ad onde lente
durante il sonno, in modo consistente con la possibilita che i due effetti siano legati
causalmente. Questi risultati, quindi, sembrano supportare 1’ipotesi che collega la
forza sinaptica con I’attivita ad onde lente durante il sonno (Tononi e Cirelli, 2003;
2006). Se tale ipotesi ¢ corretta, ¢ possibile prevedere che la manipolazione connessa
con la depressione della forza sinaptica sia associata ad un decremento locale
dell’attivita ad onde lente. Huber et al. (2006) hanno testato questa ipotesi usando un
paradigma di immobilizzazione a breve termine di un arto, procedura che nei modelli
animali ¢ risultata essere connessa con una depressione sinaptica locale nell’area
sensomotoria (Allen et al., 2003; Heynen, 2003). Gli autori hanno indagato I’ipotesi
che 12 ore di immobilizzazione di un arto provocassero: un deterioramento della
performance motoria; una riduzione dei MEP indotti tramite TMS; una depressione
dei SEP sulla corteccia sensomotoria, misurati tramite stimolazione elettrica del
nervo mediano ed EEG ad alta densita; una riduzione locale dell’attivita ad onde
lente sull’area sensomotoria stessa durante il sonno successivo. Dai risultati ¢ emerso
che, effettivamente, 12 ore di immobilizzazione di un arto sono sufficienti per
indurre un marcato e persistente deterioramento nella performance motoria,
affiancato da una depressione dei MEP e dei SEP. In particolare, era osservabile un
decremento nell’ampiezza ed un aumento della latenza della componente P45 dei
SEP del nervo mediano. La depressione di tale componente, in assenza di
modificazioni delle componenti precoci, indica un locus corticale per gli effetti di
plasticitd. La natura dei cambiamenti riscontrati nei SEP (ridotta ampiezza ed
aumentata  latenza) suggerisce che 1 cambiamenti plastici  indotti
dall’immobilizzazione dell’arto siano probabilmente dovuti a depressione sinaptica.

Per quanto riguarda la relazione tra plasticita e sonno, i risultati di questo studio
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hanno dimostrato che, in seguito ad immobilizzazione per 12 ore di un arto, era
osservabile, durante il sonno successivo, un decremento locale di attivita ad onde
lente. Tale decremento, inoltre, era correlato con il deterioramento della performance
motoria. Questi dati, chiaramente, supportano 1’ipotesi che la quantita di attivita ad
onde lente rifletta il livello di forza sinaptica (Tononi e Cirelli, 2003; 2006). Inoltre,
la specifica osservazione che una procedura sperimentale connessa con la
depressione sinaptica provochi una riduzione dell’attivita ad onde lente durante il
sonno suggerisce che la diminuzione di tale attivita osservata in alcuni disturbi
neuropsichiatrici come depressione maggiore, schizofrenia, disturbo di Parkinson,
disturbo di Alzheimer (Kryger et al., 2000), cosi come nel normale invecchiamento
(Kryger et al., 2000) pud rappresentare un marker di una sottostante riduzione
dell’efficacia sinaptica (Tononi e Cirelli, 2006).

Anche il paradigma PAS ¢ stato utilizzato per comprendere meglio la
relazione tra sonno e plasticita sinaptica. De Gennaro et al. (2008) hanno confrontato
gli effetti sul tracciato EEG durante il sonno di due tipi di PAS (entrambi con TMS
sulla corteccia motoria e stimolazione elettrica del nervo mediano) in soggetti sani:
un paradigma LTP-/ike (PAS a 25 ms) che induce potenziamento sinaptico, ed una
condizione di controllo (PAS a 50 ms) non connesso con alcun tipo di modificazione
plastica. Gli autori ipotizzavano che solo la stimolazione a 25 ms avrebbe indotto un
aumento localizzato dell’attivita ad onde lente. A questo scopo, le registrazioni EEG
sullo scalpo vennero studiate in 4 notti di sonno consecutive: 1 soggetti si
sottoponevano ai due diversi protocolli PAS prima di andare a dormire la terza e la
quarta notte, mentre la prima notte era considerata di adattamento e la seconda di
baseline. 1 risultati dimostrano che la manipolazione sperimentale dell’eccitabilita
della corteccia motoria ottenuta con il PAS a 25 ms era in grado di indurre un

aumento dei MEP del 48%. Il PAS a 50 ms, invece, non induceva cambiamenti
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significativi. La macrostruttura del sonno non era stata influenzata dalla
manipolazione sperimentale, mentre era possibile osservare delle modificazioni
all’interno del tracciato EEG sia del sonno NREM che del sonno REM.

Gli autori hanno distinto tra effetti non-specifici e specifici. Per effetti non-
specifici si intendono cambiamenti EEG osservati comparando il sonno post-
stimolazione con il sonno di baseline, senza possibilita di districare gli effetti dovuti
al PAS per sé da specifici meccanismi LTP-/ike. Diversi aspetti della procedura PAS
inducevano cambiamenti nel tracciato EEG sia del sonno NREM che del sonno
REM, e questi cambiamenti erano massimi per 1’attivita ad onde lente dei siti fronto-
centrali della linea mediana. E’ necessario, quindi, tenere in considerazione 1’effetto
che questi aspetti procedurali (valutazione della soglia motoria individuale,
misurazione dei MEP in risposta all’impulso magnetico al 130% della soglia motoria
individuale, stimolazione elettrica del nervo mediano destro, rivalutazione di soglia
motoria ¢ MEP) possono avere sulla successiva notte di sonno. Vennero considerati
effetti specifici, invece, quelli direttamente correlati con meccanismi LTP-/ike indotti
dalla procedura PAS a 25 ms.

Questo ¢ il primo studio che esamina gli effetti dei cambiamenti sinaptici
locali durante la veglia sulla successiva intera notte di sonno. Studi precedenti,
infatti, investigavano tali effetti solo durante il primo episodio NREM (Huber ef al.,
2004; 2006; 2007). Come emerge dai risultati, la notte di sonno post-potenziamento
era caratterizzata da due cambiamenti principali, prevalentemente condivisi dagli
stadi NREM e REM: le aree frontali e prefrontali mostravano un incremento
dell’attivita ad onde lente, mentre le aree ipsilaterali e controlaterali alla corteccia
motoria stimolata mostravano un decremento di tale attivita ad onde lente. Lo stesso
pattern di cambiamento venne confermato anche per la frequenza theta. Gli effetti

sul sonno REM sembrano abbastanza inaspettati: 1’ipotesi di “Omeostasi sinaptica”,
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infatti, associa implicitamente i cambiamenti plastici nei circuiti corticali locali
durante la veglia ai cambiamenti omeostatici dell’attivita ad onde lente durante il
sonno NREM (Tononi e Cirelli, 2003). In realta esistono alcune osservazioni che
possono spiegare questi risultati. Innanzitutto, un recente studio ha dimostrato che
indicatori elettrofisiologici della forza sinaptica, associati con alta e bassa pressione
verso il sonno, cambiano in modo simile in veglia attiva, sonno NREM e sonno REM
(Vyazovskiy et al., 2008). Inoltre, sonno REM e NREM condividono alcune regole
omeostatiche, come I’incremento nell’attivita delle onde lente nella notte di recupero
dopo selettiva e parziale deprivazione di sonno (Ferrara et al., 2002; Brunner et al.,
1993). La relazione tra i cambiamenti plastici in specifici circuiti corticali durante la
veglia e 1 successivi cambiamenti nel sonno, quindi, potrebbero essere indipendenti
dalle differenze neurofisiologiche e neuromodulatorie tra sonno NREM e REM.

In questo studio, I’incremento dell’attivita ad onde lente era massimo in
regioni diverse da quella stimolata (M1). In particolare, gli effetti maggiori si
osservavano sui siti Fp2 ed F8 durante il sonno NREM, e si estendevano ai siti
premotori di sinistra. Gli effetti LTP-/ike, quindi, sembrerebbero connessi con siti
diversi da quello stimolato, ma altamente connessi con esso. L’incremento
dell’attivita ad onde lente nelle regioni frontali e prefrontali coesisteva con uno
specifico pattern di decremento dell’attivita ad onde lente nelle aree ipsilaterali e
controlaterali alla corteccia motoria stimolata. Probabilmente, la selettiva
stabilizzazione delle connessioni neuronali legate all’apprendimento necessita un
incremento focale dell’eccitabilita di alcune reti neurali, rinforzando I’eccitabilita e
la forza sinaptica delle connessioni neuronali correlate con I’apprendimento, ma
inibendo 1’eccitabilita di altre. Questi risultati, quindi, sembrano essere in accordo
con la nozione che cambiamenti nella forza sinaptica provocano cambiamenti nella

regolazione locale del sonno.
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Con un protocollo sperimentale assai simile, Bergmann et al. (2008) hanno
confrontato gli effetti sul sonno successivo di un protocollo PAS (TMS su M1
sinistra e stimolazione elettrica del nervo mediano destro) inducente fenomeni LTP-
like, uno inducente fenomeni LTD-/ike ed uno non connesso con alcun tipo di effetto
tempo-dipendente (controllo), tutti somministrati prima di andare a dormire. Gli
effetti del PAS venivano valutati tramite la registrazione dei MEP 10 minuti prima e
dopo la procedura PAS. Inoltre, vennero registrati 1 MEP anche il mattino
successivo, circa 20 minuti dopo il risveglio del soggetto. Dai risultati emerge che
I’induzione di meccanismi LTP/LTD-like durante la veglia era seguita da
cambiamenti nell’espressione regionale dell’attivita ad onde lente e dei fusi lenti
entro la prima ora di sonno NREM. L’espressione locale dei fusi lenti, inoltre, era
significativamente correlata con differenze interindividuali nell’efficacia della
procedura inducente LTP e la procedura inducente LTD nel potenziare o sopprimere
I’eccitabilita corticale. Va pero rilevato che, nonostante 1’elevata variabilita
interindividuale nell’efficacia del PAS, gli effetti medi sui MEP sia della procedura
inducente LTP che della procedura inducente LTD persistevano dopo la notte di
sonno. Tale risultato ¢ consistente con I’ipotesi che il sonno supporti il
consolidamento di nuove informazioni (Stickgold, 2005; Born et al., 2006).

Infine, per testare direttamente I’ipotesi che 1’attivita ad onde lente aumenti in
seguito a manipolazioni che favoriscono il potenziamento sinaptico € diminuisca,
invece, in seguito a condizioni che portano alla depressione sinaptica, ¢ importante
confrontare gli effetti sull’attivita ad onde lente di paradigmi sperimentali inducenti
potenziamento e depressione sinaptica quanto piu simili possibile. Huber et al.
(2008), a questo scopo, hanno confrontato gli effetti sul sonno successivo della
procedura PAS (TMS sull’area motoria sinistra e stimolazione elettrica sul nervo

mediano controlaterale) con ISI=25 ms, inducente fenomeni LTP-/ike, e della stessa
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procedura ma applicata con un ISI=10 ms, connesso con fenomeni LTD-/ike, con una
stimolazione sham. Entrambe le procedure venivano applicate sugli stessi soggetti. |
risultati mostrano che, quando il PAS induceva un aumento nell’ampiezza dei MEP,
esso era seguito da un incremento locale dell’attivita ad onde lente durante il sonno.
Al contrario, quando il PAS produceva una diminuzione dell’ampiezza dei MEP,
essa era seguita da un decremento locale dell’attivita ad onde lente durante il sonno.
Anche in questo studio, inoltre, la locazione spaziale dei cambiamenti
nell’eccitabilita corticale corrisponde con quella dei cambiamenti nell’attivita ad
onde lente. Sembra, quindi, che i cambiamenti plastici provocati dal protocollo PAS
e 1 cambiamenti nell’attivita ad onde lente durante il sonno successivo vadano nella
stessa direzione. E’ necessario notare che in questo studio, come in altri precedenti
(Fratello ef al., 2006), ¢ stata osservata una grande variabilita interindividuale negli
effetti del PAS sui MEP: in alcuni soggetti, la procedura con ISI=25 ms provocava
una depressione dei MEP, mentre la procedura con ISI=10 ms induceva un
potenziamento. I soggetti, percio, venivano raggruppati sulla base dei cambiamenti
osservati nelle risposte elettroencefalografiche evocate dalla TMS (potenziamento o
depressione) piuttosto che sulla base dell’ISI utilizzato.

Anche se sono indubbiamente necessari ulteriori studi per elucidare i1
meccanismi neuronali che controllano gli effetti della plasticita corticale sul sonno
successivo, 1 risultati qui analizzati sembrano supportare 1’ipotesi di “Omeostasi
sinaptica”, dimostrando non solo che cambiamenti nell’eccitabilita corticale
provocano modificazioni nella successiva attivita ad onde lente durante il sonno, ma
anche che la direzione dei cambiamenti plastici (potenziamento o depressione) risulta
essere coerente con quella dei successivi cambiamenti nel sonno successivo

(aumento o diminuzione dell’attivita ad onde lente).
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2.4 Plasticita, eccitabilita cerebrale e pressione verso il sonno. Una

possibile relazione?

La deprivazione di sonno provoca gravi alterazioni nei livelli di vigilanza e
nelle performance degli individui. Le conoscenze relative a tali deterioramenti
neurocomportamentali sono ben consolidate; il primo contributo in proposito, infatti,
risale alla fine dell’Ottocento (De Manaceine, 1894). Piu recentemente, la ridotta
vigilanza in seguito a deprivazione di sonno ¢ stata dimostrata tramite misure
oggettive e soggettive della sonnolenza (Curcio et al., 2001; Cluydts ef al., 2002). La
performance in semplici compiti di vigilanza, attenzione e tempi di reazione ¢
negativamente influenzata dalla deprivazione di sonno (Dinges e Cribbs, 1991), cosi
come la performance in compiti complessi che coinvolgono il lobo frontale o le
funzioni esecutive (Jones e Harrison, 2001).

Gli effetti degradanti della deprivazione di sonno su vigilanza e performance
cognitive suggeriscono la presenza di sottostanti cambiamenti fisiologici e nelle
funzioni cerebrali. Una notte di deprivazione di sonno ¢ risultata essere associata: ad
un decremento significativo nel metabolismo del flusso globale cerebrale del
glucosio (Thomas et al, 2000; 2003), a nessun decremento del metabolismo
cerebrale complessivo rilevato attraverso F-18 deossiglucosio (Wu et al., 1991) e ad
un aumento dell’attivazione in varie regioni corticali (Drummond et al., 2000; 2005;
Mu et al., 2005 ) e talamiche (Ayalon et al., 2006; Portas et al., 1998), rilevato
mediante [’utilizzo della fMRI. Tali risultati contrastanti sono stati attribuiti a
variazioni compito-specifiche dell’attivita cerebrale, dato che gli studi sopra citati
hanno valutato i cambiamenti metabolici cerebrali durante 1’esecuzione di compiti
diversi tra loro, ma sono necessari ulteriori studi. Le modificazioni rilevate nelle
risposte cerebrali, inoltre, potrebbero essere influenzate dalla presenza di un

reclutamento compensatorio di risorse, allo scopo di contrastare gli effetti della
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deprivazione di sonno sulla performance cognitiva; tale fenomeno provocherebbe
un’interazione tra gli sforzi prodotti per mantenere lo stato di veglia ed i processi che
tendono ad innescare involontariamente il sonno nei soggetti sottoposti a
deprivazione. E’ stato effettivamente dimostrato che i lapse attentivi (p.e., I’assenza
di risposte comportamentali a stimoli visivi salienti) successivi alla deprivazione di
sonno sono associati ad una minore attivazione, rilevata da fMRI, nelle regioni
fronto-parietali, nella corteccia sensoriale e nel talamo rispetto a periodi nonlapse. Al
contrario, durante periodi nonlapse ¢ stata riscontrata un’attivazione neurale normale
(Chee et al., 2008). Lo svolgimento di un compito in condizioni di deprivazione di
sonno, dunque, prevederebbe dei periodi caratterizzati da un funzionamento neurale
apparentemente normale alternati a dei periodi di diminuito funzionamento corticale.

Dr’altro canto, 1 pochi studi di brain imaging in condizioni di resting presenti
in letteratura suggeriscono la presenza di una correlazione positiva tra CBF regionale
ed ore trascorse in veglia (Braun et al., 1997; Christina et al., 2006).

Un altro approccio per la valutazione oggettiva delle conseguenze
neurofisiologiche della deprivazione di sonno ¢ [I’analisi quantitativa delle
componenti di frequenza dell’EEG. E’ stato rilevato che le frequenze EEG superiori
a 8 Hz aumentano progressivamente durante 40 ore di vegli sostenuta (Aeschbach et
al., 1997; Cajochen et al., 1995). L’analisi topografica dell’andamento della densita
di potenza nella banda del theta durante veglia prolungata indica che i maggiori
incrementi sono localizzati in corrispondenza delle derivazioni corticali centro-
frontali (Tinguely et al., 2006; Finelli et al., 2000).

Solo pochi studi hanno valutato gli effetti della deprivazione di sonno sulla
corteccia motoria umana e sull’eccitabilita corticospinale tramite la TMS. Secondo
I’ipotesi di “Omeostasi sinaptica”, dei periodi prolungati di veglia indotti da

deprivazione di sonno, dovrebbero essere associati ad incrementi aggiuntivi della
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forza sinaptica. D’altro canto, dovrebbe risultare piu difficile produrre variazioni di
plasticita cerebrale basate su LTP, oltre uno specifico livello. I meccanismi di
induzione di LTP in specifici circuiti neurali, infatti, potrebbero venire “saturati”
qualora I’aumento della forza sinaptica raggiunga una soglia limite (Tononi e Cirelli,
2003). Usando la tecnica della TMS ad impulsi appaiati (Kuijrai et al., 1993), alcuni
lavori che comparavano i valori di baseline valutati al mattino con registrazioni
eseguite alla stessa ora dopo 24 ore di deprivazione di sonno non hanno osservato
differenze in SICI e SICF (Manganotti et al., 2001; 2006). D’altra parte, Civardi et
al. (2001) mostrano una riduzione sia della SICI che della SICF dopo deprivazione di
sonno. La piccola dimensione dei campioni e la possibile influenza di fattori
circadiani possono rendere conto di questi risultati contrastanti. Altri studi, infatti,
sembrano andare nella direzione di un incremento dell’eccitabilita corticale durante
periodi di veglia prolungata: Badawy et al. (2006) hanno osservato una riduzione
della SICI ed un incremento dell’ICF in pazienti epilettici, e recentemente un
decremento della SICI ¢ stato confermato in soggetti normali (Kreuzer et al., 2011).
De Gennaro et al. (2007) hanno valutato i cambiamenti nell’eccitabilita
corticale e corticospinale in funzione della deprivazione di sonno mediante 1’utilizzo
dell’EEG e della TMS ad impulsi appaiati con differenti ISI, in 33 soggetti normali
prima e dopo 40 ore di deprivazione. I risultati mostrano che, in seguito a
deprivazione di sonno, la potenza EEG nel range delle basse frequenze esibisce
sempre il suo massimo nelle regioni fronto-centrali, indicando che tali aree sono
particolarmente vulnerabili agli effetti negativi della deprivazione di sonno. Per
quanto riguarda 1’eccitabilita corticale e corticospinale, gli autori hanno osservato
che I’assenza di sonno influenzava gli effetti della TMS in diversi modi, con un
decremento dell’eccitabilita corticospinale ed un incremento della facilitazione

intracorticale (sebbene limitato ai soggetti di sesso femminile). Inoltre, la soglia
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motoria standardizzata, la soglia inferiore e la soglia superiore mostravano un
significativo incremento in seguito alla deprivazione di sonno.

Sebbene le soglie motorie riflettano I’eccitabilita del sistema corticospinale, e
I’esatto /ocus di cambiamento nell’eccitabilita lungo la via corticospinale non possa
essere determinato, parte dell’incremento osservabile dopo deprivazione di sonno
dovrebbe essere spiegato grazie al contributo di fattori periferici. Un dato cruciale a
favore di questa interpretazione ¢ che la topografia EEG corticale della sonnolenza,
indicata dall’incremento dell’attivitda theta, ¢ negativamente correlata con 1
cambiamenti nella soglia motoria: cio significa che una maggiore propensione al
sonno associata all’incremento fronto-centrale della potenza della banda theta viene
predetta da minori differenze nelle soglie motorie registrate prima e dopo la
deprivazione di sonno. Quindi, un relativo incremento dell’eccitabilita corticospinale
espressa dal parallelo incremento delle tre differenti misure delle soglie motorie ¢
correlata ad un’accresciuta attivita EEG a bassa frequenza, caratteristica di stati di
profonda sonnolenza, e questa “doppia faccia” dell’eccitabilita corticospinale sembra
compatibile con I’interpretazione di un generale effetto della sonnolenza sulle
risposte motorie periferiche, mentre le componenti corticali del sistema motorio
coinvolte nelle misure della soglia motoria sembrano mostrare quantomeno
un’attivazione inalterata. Tale dissociazione tra componenti centrali e periferiche del
sistema motorio ¢ stata riscontrata al risveglio dal sonno REM, con incremento
dell’eccitabilita corticale parallelo all’inibizione spinale di questo stadio (De
Gennaro et al., 2004a,b).

E’ interessante il risultato relativo all’incremento della facilitazione corticale
nei soggetti di sesso femminile (con ISI tra 1 7 ed 1 15 ms). Si pensa che la SICF
rifletta D’attivazione degli interneuroni eccitatori mediata dai recettori

glutammaterigci NMDA (Liepert et al, 1997; Ziemann et al, 1996; 1998;
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Schwenkreis ef al., 2000). I livelli di glutammato aumentano nel cervello del topo e
dell’uomo dopo deprivazione di sonno (Bettendorft et al., 1996; Murck et al., 2002;
Sallanon-Moulin et al., 1994). Un’aumentata trasmissione glutammatergica potrebbe
essere responsabile sia per I’elevata facilitazione corticale durante la veglia
prolungata che per il potenziamento della forza sinaptica dovuto ad LTP, associato a
cambiamenti plastici avvenuti durante la veglia (Klintsova e Greenough, 1999; Knott
et al., 2002; Cirelli e Tononi, 2000; Cirelli et al., 1996). L’incrementata facilitazione
corticale in soggetti deprivati di sonno, quindi, supporterebbe I’ipotesi di “Omeostasi
sinaptica”, la quale prevede che 1 processi di apprendimento e plasticita durante la
veglia siano connessi ad un netto incremento della forza sinaptica in diversi circuiti
corticali (Tononi e Cirelli, 2003; 2006). Complessivamente, la forza delle
connessioni intracorticali raggiunge il massimo verso la fine del giorno. L’ipotesi
prevede che I’ampiezza dei potenziali evocati dalla TMS sia minore dopo una notte
di sonno, maggiore alla fine di un giorno di veglia e dovrebbe aumentare
ulteriormente dopo una deprivazione prolungata di sonno. In questo studio, tale
previsione ¢ stata confermata quantomeno per le donne.

La coesistenza di una maggiore sincronizzazione del’EEG e di una maggiore
eccitabilita corticale € coerente con un fenomeno ben conosciuto, ovvero 1’aumento
della propensione a crisi epilettiche durante deprivazione di sonno (Malow, 2004).
Per questa ragione, in elettroencefalografia clinica, la deprivazione di sonno viene
solitamente utilizzata come un test di induzione e viene, inoltre, considerata un
fattore di rischio/precipitante delle crisi anche nei pazienti epilettici sottoposti ad
efficaci trattamenti farmacologici (Dinner, 2002). L’aumento dell’eccitabilita
corticale a seguito di deprivazione di sonno nei pazienti epilettici ¢ stato rilevato

recentemente attraverso 1’utilizzo della TMS (Badawy et al., 2006).
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La maggior parte degli studi che hanno esaminato gli effetti della
deprivazione di sonno sulle variazioni di eccitabilita corticale, ha utilizzato in modo
combinato TMS ed EMG al fine di registrare le variazioni d’ampiezza dei MEP
(Badawy et al., 2006; Civardi ef al., 2001; De Gennaro ef al., 2007; Manganotti et
al., 2001; 2006) Recentemente, Huber et al. (2012) hanno cercato di valutare come la
deprivazione di sonno influenzi la responsivita corticale per mezzo dell’uso
combinato di TMS ed EEG, registrando i potenziali evocati dalla TMS (TMS evoked
potentials — TEP) in corteccia frontale. Secondi gli autori, tale approccio sarebbe da
considerare come complementare all’utilizzo dei MEP, permettendo di catturare
differenti aspetti dell’eccitabilita corticale. Nel caso specifico, gli autori ipotizzano
che la registrazione dei TEP sarebbe in grado di valutare la responsivita dei neuroni
corticali in un modo molto simile a quello classicamente utilizzato negli studi
animali (stimolazione elettrica combinata con la registrazione dei potenziali di
campo), misurando I’immediata risposta elettrica corticale ad una stimolazione trans-
sinaptica. I risultati mostrano come 1’ampiezza e 1’inclinazione dei TEP precoci (10-
20 ms) incrementavano significativamente in seguito ad una notte di deprivazione di
sonno, e ritornavano a dei livelli di baseline dopo una notte di sonno di recupero.
Tale dato indicherebbe che la veglia ¢ associata con un progressivo incremento
dell’eccitabilita corticale nell’'uomo, che viene riequilibrato durante il sonno. Gli
autori ipotizzano che alla base di tali modificazioni nell’eccitabilita corticale vi siano
delle modulazioni plastiche in termini di LTP ed LTD.

Infine, Del Felice ef al. (2011) hanno osservato, in seguito a deprivazione di
sonno, un incremento di componenti piu tardive (P100 e N190) dei TEP in soggetti
sani ed in misura maggiore in pazienti con epilessia mioclonica giovanile,
particolarmente evidente sulle aree corticali anteriori. Inoltre, tale incremento

dell’eccitabilita corticale nei pazienti epilettici era osservabile anche durante il sonno
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di recupero. Tale fenomeno potrebbe essere connesso con la disfunzione del circuito
cortico-talamico che si pensa sia alla base dell’epilessia mioclonica.

Questi dati, complessivamente, sono coerenti con I’ipotesi di “Omeostasi
sinaptica” (Tononi e Cirelli, 2003; 2006): I’aumento della propensione al sonno che
fa seguito a periodi prolungati di veglia sarebbe accompagnato da un aumento
dell’eccitabilita corticale, espresso, nei paradigmi sperimentali, in termini di
incremento dell’ampiezza dei MEP (De Gennaro et al., 2007) e dei TEP (Del Felice
et al., 2011; Huber et al., 2012), mentre il sonno sarebbe associato ad un ritorno

dell’eccitabilita corticale a valori di baseline (Huber et al., 2012).
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CAPITOLO 3
LA RICERCA

3.1 Introduzione

Come discusso nel precedente capitolo, numerose evidenze suffragano I’ipotesi
secondo cui le modificazioni plastiche che si verificano durante la veglia nel cervello
umano siano direttamente legate all’entita del potenziamento sinaptico mediato da
meccanismi di LTP all’interno di specifici circuiti neurali. Questa riorganizzazione
sinaptica dovrebbe verificarsi durante il sonno, principalmente durante il sonno ad
onde lente, permettendo un attivo downscaling sinaptico, che risulta essenziale per
I’ottimale funzionamento cellulare ed associato ai guadagni nella performance dopo
una notte di sonno (Tononi e Cirelli, 2006). Cio ¢ stato recentemente dimostrato
nell’uvomo attraverso un protocollo LTP-/ike. 1l potenziamento sinaptico nella
corteccia motoria durante la veglia indica cambiamenti nella regolazione regionale
del sonno, espressa dall’attivita EEG sincronizzata (De Gennaro et al., 2008;
Bergmann et al., 2008).

Quello che ancora manca ¢ una dimostrazione diretta che anche la dinamica dei
cambiamenti diurni del LTP confermi I’Ipotesi dell’Omeostasi Sinaptica (Tononi e
Cirelli, 2006). Infatti, seppur 1’attivita EEG sincronizzata durante il sonno non-REM
sembri effettivamente rappresentare il milieu neurofisiologico (e neurochimico) che
permette la downregulation dei pesi sinaptici potenziati durante i periodi di veglia,
non risulta ancora chiaro in che modo la durata della veglia regoli i cambiamenti
dell’eccitabilita corticale. Molti studi sembrano effettivamente andare nella direzione
di un incremento dell’eccitabilita corticale in seguito a deprivazione di sonno sia in
soggetti sani (De Gennaro et al., 2007; Huber et al., 2012; Kreuzer et al., 2011) che

in pazienti epilettici (Badawy et al., 2006), mentre altri non trovano alcuna
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significativa modulazione dell’eccitabilita corticale in funzione del tempo trascorso
in veglia (Manganotti et al., 2001; Doeltgen e Ridding, 2010) o mostrano risultati
contrastanti (Civardi et al, 2001). E’ importante osservare come nessuno di questi
studi abbia cercato di esaminare gli effetti della deprivazione di sonno sulla
responsivita corticale in aree diverse dalle cortecce motorie primaria e associativa.
L’unico lavoro che ha wvalutato le modificazioni di eccitabilita in corteccia
somatosensoriale in seguito a veglia prolungata mostrava un incremento
dell’ampiezza delle componenti precoci dei SEP in funzione delle ore trascorse in
veglia, ma non teneva conto della possibile influenza di fattori circadiani (Terney et
al., 2005). I risultati di un recentissimo studio sui ratti (Vyazovskiy et al., 2012),
inoltre, sembrano indicare un maggior incremento dell’eccitabilita corticale nell’area
parietale piuttosto che in quella frontale in seguito a perdita di sonno.

L’eventuale progressivo incremento dell’eccitabilita corticale dovrebbe risultare
associato a cambiamenti di efficacia sinaptica, principalmente indotti da meccanismi
di LTP in specifici circuiti neurali, che dovrebbero perd raggiungere una
‘saturazione’ qualora 1’aumento della forza sinaptica raggiunga un certo limite.
Questa previsione rappresenta, dunque, una diretta conseguenza dell’assunzione che
la funzione del sonno sia quella di produrre un downscaling della forza sinaptica
verso un livello di base, che risulti sostenibile dal punto di vista energetico e
benefico per I’apprendimento e la memoria delle attivita diurne, permettendo anche
di apprendere nuovamente il giorno successivo (Tononi e Cirelli, 2006). Un
temporaneo arresto della plasticita corticale, basata sul LTP, ¢ stato riscontrato negli
esseri umani (Stefan et al., 2006) e nei ratti (Rioult-Pedotti et al., 2000; Monfils et
al., 2004; Hodgson et al., 2005). Nei ratti, un blocco del LTP ¢ stato anche rilevato

dopo periodi di veglia prolungata (Vyazovskiy et al., 2008).
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L’aumento progressivo del tempo trascorso in veglia durante un protocollo di
deprivazione di sonno dovrebbe essere associato, dunque, a differenti dinamiche
dell’eccitabilita corticale, delle oscillazioni cerebrali EEG e di cambiamenti LTP.

L’ipotesi prevede:

1. Un progressivo incremento di eccitabilita corticale, in termini di ampiezza
delle risposte corticali a seguito di stimolazione sensoriale; verosimilmente,
questo incremento dovrebbe essere lineare.

2. Un progressivo incremento della densita di potenza EEG nel range delle
frequenze lente.

3. Variazioni plastiche indotte da meccanismi LTP dovrebbero essere al
massimo livello al mattino dopo il risveglio e al minimo (o annulate) verso la
fase finale della deprivazione di sonno.

Il presente esperimento ¢ finalizzato a valutare direttamente queste ipotesi
mediante un protocollo di deprivazione di sonno che utilizzi congiuntamente
registrazioni delle topografia EEG ed il protocollo PAS, in grado di produrre
cambiamenti LTP-like nell’'uomo (Walters et al., 2005). Il paradigma PAS
somatosensoriale risulta utile per valutare sia i cambiamenti nell’eccitabilita corticale
che il potenziamento LTP-like. 1 potenziali evocati somatosensoriali pre-PAS
permettono di quantificare i livelli di eccitabilita corticale, mentre le differenze pre-
vs. post-PAS forniscono una misura del potenziamento corticale provocato da
meccanismi LTP-like.

L’obiettivo principale del presente studio ¢ valutare, in soggetti normali, gli
effetti di una notte di deprivazione di sonno su:

1. una misura elettrofisiologica di sonnolenza, fornita dalla topografia EEG di

veglia ad occhi chiusi e ad occhi aperti;
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2. una misura di eccitabilita corticale, fornita da componenti precoci dei SEP
in corteccia somatosensoriale e dalle variazioni nella topografia corticale
dei voltaggi EEG associati ai SEP;

3. una misura del potenziamento corticale, fornita dalla differenza pre- vs.
post-PAS, cio¢ dai cambiamenti dell’ampiezza della componente N20-P25
dei SEP, misurata dopo un protocollo che combina stimolazione ripetitiva

del nervo mediano con la TMS sulla regione post-centrale controlaterale.

3.2 Materiali e metodi

3.2.1 Soggetti

Sedici soggetti sani, di sesso maschile e destrimani hanno partecipato
all’esperimento (eta media 23.3 £2.5 anni). Nessuno dei soggetti riportava danni
periferici o neurologici. In particolare, i criteri di esclusione erano: lesione cerebrale,
abuso di alcool o droghe e controindicazioni alla TMS (Wassermann, 1998). Inoltre,
sono stati richiesti come criteri di inclusione: abitudini e durata di sonno normale
(24.00-8.00 £1 h), assenza di abitudine a sonnellini diurni, assenza di eccessiva
sonnolenza diurna, assenza di altri disturbi del sonno, medici o psichiatrici, valutati
tramite diario del sonno settimanale, somministrazione del Pittsburg Sleep Quality
Index (PSQI - Buysse et al., 1989) e un’intervista clinica. Ai partecipanti ¢ stato
richiesto di evitare sonnellini diurni. La compliance alle istruzioni sperimentali ¢
stata controllata attraverso registrazioni attigrafiche (AMI Mini motion logger).
Poiché 1’obiettivo principale era quello di valutare i cambiamenti LTP-/ike per
mezzo del protocollo PAS nel corso di una notte di deprivazione di sonno (DS), e
dato che tale protocollo € caratterizzato da una notevole variabilita interindividuale
(Pellicciari et al., 2009; Huber et al., 2008), 1’ultimo criterio di inclusione era

rappresentato dalla presenza di un chiaro incremento d’ampiezza del complesso N20-
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P25 dei SEP come conseguenza del protocollo PAS, valutato nel corso di una
sessione preliminare precedente all’esperimento vero e proprio. Pellicciari et al,
(2009), in seguito al protocollo PAS, hanno osservato in soggetti giovani un
incremento dell’ampiezza del complesso N20-P25 di circa il 5.4%. In accordo con
questo risultato, nel presente studio la presenza di un incremento post-PAS del
complesso N20-P25 del 5.4% ¢ stata richiesta come criterio di inclusione. Nella
sessione di reclutamento, i 16 soggetti hanno mostrato un incremento medio del
complesso N20-P25 del 27.4 %.

A tutti 1 soggetti ¢ stato fornito un consenso informato scritto e lo studio ¢ stato
effettuato in accordo con la Dichiarazione di Helsinki ed approvato dal Comitato

Etico del Dipartimento di Psicologia.

3.2.2 Procedura
Disegno sperimentale
I partecipanti allo studio sono stati continuamente monitorati durante circa 40 ore di
veglia prolungata, durante le quali sono stati sottoposti a 4 sessioni sperimentali alla
stessa ora (11.00 e 23.00) del primo e del secondo giorno, allo scopo di valutare
I’eventuale influenza di fattori circadiani. Ogni sessione durava circa 40 minuti ed
era caratterizzata da:

1 - valutazione della sonnolenza soggettiva;

2 - registrazione dell’EEG di veglia: 5 minuti ad occhi chiusi (OC) e 5 minuti

ad occhi aperti (OA);

3 —registrazione dei SEP pre-PAS;

4 - protocollo PAS;

5 —registrazione dei SEP post-PAS;

6 - valutazione della sonnolenza comportamentale.
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Durante le sessioni sperimentali, i partecipanti erano seduti su una sedia
confortevole, all’interno di una cabina insonorizzata, a temperatura controllata ed
elettricamente isolata tramite una gabbia di Faraday. Ai soggetti ¢ stato richiesto di
mantenere il loro braccio destro completamente rilassato e di prestare attenzione alla
mano stimolata durante il protocollo PAS (Stefan et al., 2004).
Nel corso dell’interno esperimento, ogni due ore a partire dalle 11.00 del primo
giorno ¢ stata rilevata la temperatura timpanica ed ¢ stato valutato il livello di
sonnolenza soggettiva.
Quando non impegnati nelle sessioni di test, ai soggetti era permesso svolgere le
attivita che preferivano, quali leggere, scrivere, ascoltare musica, guardare la TV o
giocare, sempre sotto la diretta supervisione di almeno uno sperimentatore; non era
permesso loro di stare sdraiati, dormire o svolgere attivita fisiche intense. I pasti
erano previsti alle ore 08:30, 14:30 e 19:30. Erano permessi spuntini non
programmati, ma non era consentito assumere bevande caffeinate, cioccolata, alcool
e medicinali che potevano in qualche modo influenzare la sonnolenza durante il
protocollo di DS. L’informazione relativa all’ora del giorno era disponibile per i
soggetti, e l’esposizione alla luce non era strettamente controllata (sebbene il
laboratorio fosse costantemente illuminato da 4 lampade al neon, le tapparelle
attenuavano solo in parte la luce proveniente dall’esterno). Le 40 ore di veglia
prolungata terminavano alle 24:00 del secondo giorno.
Sonnolenza soggettiva

La sonnolenza soggettiva ¢ stata misurata attraverso la Karolinska
Sleepiness Scale (KSS; Akerstedt e Gillberg, 1990) e la Scala Visuo Analogica
per il Vigore Globale (VAS; Monk, 1987), nella fase precedente 1’inizio di ogni
sessione di registrazione EEG (vedi di seguito) ed ogni due ore nel corso

dell’intero esperimento. La Karolinska Sleepiness Scale (KSS) ¢ una scala a 9
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livelli, che va da “molto vigile” a “molto sonnolento”; mentre la Scala Visuo
Analogica per il Vigore Globale ¢ una misura carta-e-matita per valutare la
vigilanza soggettiva che somma 1 punteggi ottenuti da quattro sottoscale
(stanchezza, sonnolenza, energia e concentrazione), ciascuna di 10 cm, allo scopo
di ottenere un punteggio di Vigore Globale compreso tra 0 e 40 cm.
Stimolazione elettrica somatosensoriale

La stimolazione elettrica del nervo usata per indurre i SEP ¢ stata effettuata
per mezzo di un elettrodo bipolare (catodo prossimale) connesso ad un
elettromiografo (MYto, EBNeuro, Italy). L’elettrodo di stimolazione veniva
posizionato sul nervo mediano destro all’altezza del polso. La stimolazione del nervo
mediano avveniva tramite uno stimolo elettrico della durata di 200 ps, con una
frequenza di 3 Hz e con un’intensita di stimolazione del 300% rispetto alla soglia
sensoriale individuale (Wolters et al., 2005). L’area di rappresentazione della mano
stimolata nella corteccia somatosensoriale primaria (hot-spot somatosensoriale)
veniva marcata 2 cm posteriormente a C3, corrispondente alla derivazione Cp3
(Nuwer et al., 1994; Wolters et al., 2005; Litvak et al., 2007). Prima e dopo la
procedura PAS venivano registrate le risposte corticali a 500 stimoli elettrici (500
pre-PAS + 500 post-PAS). Durante il PAS venivano utilizzati gli stessi parametri di
stimolazione del nervo mediano.
Stimolazione magnetica transcranica

La TMS ¢ stata applicata utilizzando uno stimolatore magnetico Magstim 200
Monopulse connesso ad un modulo Bistim ed un coil a forma di otto con un diametro
esterno di 9 cm (Magstim Company Limited, UK). Il campo magnetico erogabile da
questo tipo di coil ¢ pari a 2.0 T. Il coil veniva posizionato in direzione tangenziale
allo scalpo con il manico rivolto posteriormente e lateralmente, a formare un angolo

di 45° con I’asse medio-sagittale della testa del soggetto. Il sito ottimale di
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stimolazione per elicitare i potenziali evocati motori (MEP) nel muscolo adduttore
pollicis brevis (APB) destro, denominato ‘hot-spot motorio’, veniva scelto
posizionando approssimativamente il coil sul solco centrale ¢ muovendolo sullo
scalpo di circa 0.5 cm per volta sull’area M1 della corteccia sinistra, stimolando ad
un’intensitd moderatamente sopra-soglia, e marcato per mezzo di un pennarello. In
corrispondenza di tale hot-spot motorio veniva determinata la soglia motoria a riposo
(resting motor threshold, RMT), ovvero la minima intensitd di stimolazione
necessaria per produrre una risposta di almeno 50 uwV di ampiezza in APB in almeno
5 di 10 stimolazioni consecutive ad una risoluzione pari al 1% del massimo output
dello stimolatore (Rossini ef al., 1994). 1l completo rilassamento muscolare veniva
monitorato per tutta la durata della sessione sperimentale e regolato tramite feedback
audiovisivo.

Stimolazione associativa appaiata

Il protocollo PAS riproduce la procedura sperimentale di Wolters et al.
(2005), esemplificata nella Fig. 1, che rappresenta una modifica del protocollo PAS
utilizzato per la corteccia motoria (Stefan et al., 2000).

Il protocollo consiste in una singola stimolazione elettrica erogata sul nervo
mediano destro a livello del polso al 300% della soglia sensoriale, seguita da TMS
erogata su Sl, in corrispondenza della derivazione CP3. Gli stimoli magnetici
venivano erogati ad un’intensita del 130% della soglia motoria a riposo. L’intervallo
tra la stimolazione del mediano ed il successivo stimolo magnetico era definito sulla
base della latenza della N20 (Wolters et al., 2005). Venivano erogate 140 coppie di
stimoli a 0.1 Hz per una durata complessiva di 25 min. Durante il PAS si richiedeva
ai soggetti di guardare la loro mano destra, poiché ¢ stato dimostrato che tale
condizione consente la massima plasticita cerebrale indotta dal PAS (Stefan et al.,

2004).
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Figura 1: [llustrazione del protocollo PAS.

Registrazioni poligrafiche
1) EEG di veglia

Per le registrazioni poligrafiche ¢ stato utilizzato un poligrafo Esaote
Biomedica VEGA 24. 1 segnali elettroencefalografici sono stati registrati tramite 20
elettrodi ad anello sinterizzati Ag/AgCl montati su una cuffia elastica (EasyCap
GmbH, Herrsching, Germany) in corrispondenza delle 19 derivazioni unipolari del
sistema internazionale 10-20 (Fpl, Fp2, F3, F4, F7, F8, Fz, C3, C4, Cz, P3, P4, Pz,
T3, T4, T5, T6, O1, O2) con I’aggiunta di un elettrodo in corrispondenza del hot-spot
somatosensoriale (Cp3). Tutti gli elettrodi posizionati sullo scalpo erano riferiti ai
mastoidi giuntati (A1-A2). I segnali EEG venivano filtrati con una costante di tempo
di 0.3 sec per il passa-alto e a 30 Hz per il passa-basso. L’EOG orizzontale bipolare
veniva registrato con una costante di tempo di 1 sec. attraverso elettrodi posizionati a
circa 1 cm dal canto mediale e laterale dell’occhio dominante. Tutti i segnali EEG,
EOG ed EMG sono stati acquisiti con una frequenza di campionamento di 128 Hz.
Le impedenze di tutti gli elettrodi erano inferiori a 5 KQ.

2) Registrazione dei SEP
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Lo stesso montaggio utilizzato per le registrazioni EEG ¢ stato utilizzato
anche per rilevare i SEPs. I segnali cerebrali sono stati acquisiti ad una frequenza di
campionamento di 5 kHz e filtrati a 0.03-1500 Hz. Per il controllo e la rimozione di
artefatti oculari dall’attivita EEG sono stati rilevati, attraverso la registrazione
dell’elettrooculogramma (EOG), i movimenti oculari orizzontali. L’attivita EMG
superficiale veniva registrata dal muscolo APB destro con 1’elettrodo attivo
posizionato sul muscolo e [’elettrodo di referenza sulla giunzione metacarpo-

falangea del pollice.

Valutazione della sonnolenza a livello comportamentale

Alla fine di ogni sessione sperimentale SEP-PAS veniva somministrata una
versione di 5 minuti dello Psychomotor Vigilance Task (PVT, Dinges e Powell,
1985) come misura comportamentale della sonnolenza. In questo compito al soggetto
appare sullo schermo del PC un contatore fermo sullo 0. Il contatore si attiva
automaticamente a intervalli irregolari di tempo, ed ogni volta il soggetto deve
arrestarlo quanto piu rapidamente tramite un click del mouse. 11 PVT ¢ un noto ed
attendibile compito computerizzato per la valutazione dell’attenzione sostenuta
(Dinges e Powell, 1985; Jewett et al, 1999), non ¢ influenzato da effetti di
apprendimento ed ¢ sensibile alle variazioni della performance in seguito a DS di
sonno (Dinges et al., 1997; Doran et al., 2001; Van Dongen et al., 2003). La misura

fondamentale presa in considerazione era la mediana dei tempi di reazione (TR).

3.2.3 Analisi dei dati

Sonnolenza soggettiva
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Ciascuna delle misure auto-riferite di sonnolenza (KSS e VAS) ¢ stata
sottoposta ad un’ANOVA a due vie per misure ripetute, Giorno (pre-DS vs. post-DS)
X Ora del Giorno (11.00 vs. 23.00).

Sonnolenza comportamentale

I cambiamenti nella prestazione al PVT come conseguenza della DS sono
stati valutati per mezzo di un’ANOVA a due vie per misure ripetute, Giorno (pre-DS
vs. post-DS) X Ora del Giorno (11.00 vs. 23.00), effettuata sulle mediane dei TR.
Variazioni topografiche dell’ EEG di veglia in seguito a deprivazione di sonno

L’analisi delle variazioni della topografia EEG corticale ¢ stata effettuata con
lo scopo di controllare che, a livello elettroencefalografico, la DS provocasse gli
ormai classici effetti descritti in letteratura, ovvero un generalizzato incremento delle
frequenze lente, prevalentemente nelle aree fronto-centrali all’altezza della linea
mediana (Cajochen et al., 2002; De Gennaro et al, 2007; Finelli et al., 2000;
Tinguely et al, 2006). Gli artefatti sono stati eliminati off-line attraverso
un’ispezione visiva effettuata a 2-sec. L’analisi spettrale delle 20 derivazioni
corticali ¢ stata effettuata tramite la Fast Fourier Transform su epoche consecutive di
2 sec, con una risoluzione di frequenza di 1 Hz, separatamente per la condizione ad
OC e ad OA, per le seguenti bande: delta (1-4 Hz) e theta (5-7 Hz). Gli effetti della
DS su ciascuna banda di frequenza in ogni derivazione corticale sono stati valutati
per mezzo di t di Student a due code per campioni appaiati, relativamente e sessioni
equivalenti a livello circadiano (11.00 pre-DS vs. 11.00 post-DS; 23.00 pre-DS vs.
23.00 post-DS). A causa dell’elevato numero di confronti ¢ stato applicato il False
Discovery Rate come correzione per comparazioni multiple (Storey et al., 2004).
Analisi delle componenti precoci dei SEP

Il sito ottimale per 1’analisi delle componenti precoci dei SEP pre-PAS, allo

scopo di valutare le variazioni di eccitabilita corticale, era 1’elettrodo Cp3, ma
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abbiamo considerato anche le derivazioni adiacenti C3 e P3. Tutti i dati raccolti sono
stati divisi in epoche che andavano da -32 a +88 ms rispetto alla stimolazione del
nervo mediano. Le epoche contenenti artefatti sono state reiettate dopo un’analisi
visiva off-line. Per ogni registrazione, la baseline ¢ stata calcolata mediando tutti i
campioni compresi tra -50 e -4 ms. La finestra temporale per la detezione delle
singole componenti ¢ stata decisa in seguito ad un’ispezione visiva delle singole
registrazioni. L’ampiezza della P14 ¢ stata calcolata come la differenza tra la
baseline ed il primo picco positivo con latenza 14-20 ms per Cp3, 14-18 ms per C3 ¢
12-20 ms per P3. L’ampiezza della N20 ¢ stata calcolata come la differenza tra la
baseline ed il primo picco negativo con latenza 18-26 ms per Cp3, 18-24 ms per C3 ¢
P3. L’ampiezza della P25 ¢ stata calcolata come la differenza tra la baseline ed il
primo picco positivo con latenza 22-30 ms per Cp3, 20-30 ms per C3 e P3.
L’ampiezza della N30 ¢ stata calcolata come la differenza tra la baseline ed il primo
picco negativo con latenza 28-34 ms per Cp3, 28-36 ms per C3 e P3. L’ampiezza
della P40 ¢ stata calcolata come la differenza tra la baseline ed il primo picco
negativo con latenza 32-62 ms per Cp3, 32-68 ms per C3 e 32-56 ms per P3. Per
ogni componente dei SEP pre-PAS in ciascuna delle derivazioni considerate ¢ stata
eseguita un’ANOVA a due vie per misure ripetute, Giorno (pre-DS vs. post-DS) X
Ora del Giorno (11.00 vs. 23.00).
Topografia dei SEP

La detezione delle componenti precoci dei SEP puo essere molto difficile in
derivazioni corticali lontane dall’area S1: non tutte le componenti possono essere
identificate in modo attendibile in tutte le derivazioni corticali. Per questa ragione,
I’analisi relativa alle variazioni topografiche di eccitabilita corticale ¢ stata eseguita
sui voltaggi EEG associati ai SEP piuttosto che sulle singole componenti. Tutte le

registrazioni dei SEP pre-PAS sono state trasformate in punteggi z e divise in bin
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temporali da 1 ms ciascuno, da 10 a 69 ms (la finestra temporale all’interno della
quale sono state osservate tutte le componenti descritte nella sezione ‘analisi delle
componenti precoci dei SEP”). La comparazione statistica tra SEP pre- e post-DS in
tutti 1 bin temporali per ogni derivazione corticale ¢ stata effettuata tramite t di
Student per campioni appaiati a due code. A causa dell’elevato numero di confronti &
stato applicato il False Discovery Rate come correzione per comparazioni multiple
(Storey et al., 2004).
Effetti del PAS sulle componenti precoci dei SEP dopo deprivazione di sonno

La principale variabile dipendente per la valutazione dell’influenza del PAS
sui SEP in seguito a DS era rappresentata dall’ampiezza del complesso N20-P25 in
Cp3, calcolato come la differenza tra il primo picco negativo tra 18 e 24 ms (N20) ed
il primo picco positivo tra 22 ¢ 30 ms (P25). Sono state considerate anche le
derivazioni adiacenti C3 e P3. Per ogni sessione sperimentale, i cambiamenti
nell’ampiezza dei SEP in seguito al protocollo PAS erano espressi in termini di ratio
tra ampiezza del complesso N20-P25 pre- e post-PAS. Tali cambiamenti sono stati
comparati tramite un’analisi della varianza (ANOVA) a due vie per misure ripetute,
Giorno (pre-DS vs. post-DS) X Ora del Giorno (11.00 vs. 23.00) per ciascuna delle
tre derivazioni prese in considerazione. La stessa ANOVA ¢ stata eseguita per le

singole componenti N20 e P25.

3.3 Risultati

3.3.1 Andamento delle variazioni soggettive di sonnolenza lungo le 40 ore

Nella Fig. 2 sono riportate sinteticamente le variazioni delle misure
soggettive di sonnolenza rilevate a intervalli regolari di 2 ore nel corso dell’intero
esperimento, raffrontate con le oscillazioni della temperatura timpanica. L’obiettivo

principale della rilevazione della temperatura timpanica era quello di fornire un
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ancoraggio ad una variabile notoriamente soggetta a variazioni di tipo circadiano.
Effettivamente, dal grafico si evince una chiara fluttuazione circadiana della
temperatura timpanica, con picchi massimi nel tardo pomeriggio e minimi nelle
prime ore del mattino. Per quanto riguarda la sonnolenza soggettiva, si osserva come
le due misure (KSS e VAS) risultino sostanzialmente sovrapponibili ed indichino un
progressivo aumento della sonnolenza autopercepita, sebbene influenzato da fattori
di tipo circadiano, mostrando un andamento in opposizione di fase con quello della
temperatura timpanica: entrambe le scale, infatti, raggiungono lo zenit in prossimita
dei picchi minimi di temperatura ed il nadir in prossimita dei picchi massimi di

temperatura.

Temperature
KSS
VAS

Standard Scores

Figura 2. Andamento delle variazioni di sonnolenza soggettiva, valutato tramite Karolinska
Sleepiness Scale (KSS) e Scala Visuo-Analogica per il Vigore Globale (VAS) confrontato con le
variazioni di temperatura timpanica nel corso dell intero esperimento.
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3.3.2 Analisi delle variazioni soggettive di sonnolenza in corrispondenza delle 4
sessioni sperimentali

I soggetti sperimentali erano significativamente piu sonnolenti in seguito a
DS (Fig. 3A), come indicato dalla presenza di un significativo effetto principale del
Giorno sui punteggi della KSS (Pre-SD=4.37 SE=+0.46; Post-SD=7.12 SE=+0.40;
F1.15=26.69; p=0.0001). Era presente anche un effetto significativo dell’Ora del
Giorno (Fy,15=6.75; p=0.02), con punteggi KSS piu elevati al mattino (11.00 a.m.=
6.12 SE=+0.39; 11.00 p.m.=5.37 SE=+0.35), ma era caratterizzato da un basso effect
size (N*=0.04). L’interazione non era significativa.

Un significativo effetto principale del Giorno ¢ stato osservato anche per la
VAS (F,,15=48.59; p=0.000005), con punteggi VAS piu elevati in seguito a DS (Pre-
SD=14.18 SE=*1.44; Post-SD=27.38 SE=*1.58), risultato che indica come i soggetti
fossero anche meno vigili dopo DS (Fig. 3B). Sono stati osservati anche I’effetto
principale dell’Ora del Giorno (11.00 a.m.=19.96 SE=+1.30; 11.00 p.m.=21.59
SE=£1.17; F;15=4.38; p=0.054) e l’interazione (F;;5=4.71; p=0.05), ma P’entita di

questi effetti era molto marginale, al limite della significativita.

3.3.3 Analisi delle variazioni comportamentali di sonnolenza in corrispondenza
delle 4 sessioni sperimentali

Come illustrato in Figura 3C la prestazione al PVT era significativamente
peggiore (TR piu alti) dopo DS (Pre-SD=132.83 SE=+2.12 ms; Post-SD=142.52
SE=£2.78 ms; F;;5=12.16; p=0.003), mentre non sono stai osservati effetti

significativi dell’Ora del Giorno o dell’interazione (F<2).
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Figura 3: Effetto della deprivazione di sonno sulle misure di sonnolenza soggettiva e
comportamentale (*p<0.005, **p<0.0005, ***p<0.00001). A. Punteggi medi alla Karolinska
Sleepiness Scale (KSS) durante il giorno prima (barra grigia) e dopo (barra nera) DS. B. Punteggi
medi alla Scala Visuo-Analogica per il Vigore Globale (VAS) durante il giorno prima (barra grigia) e
dopo (barra nera) DS. C. Tempi di reazione medi (espresso in ms) al Psychomotor Vigilance Task
(PVT) durante il giorno prima (barra grigia) e dopo (barra nera) DS.

3.3.4 EEG di veglia

Per quanto riguarda ’andamento delle bande di frequenza EEG delta e theta
in seguito a DS di sonno, la Fig. 4 illustra le distribuzioni topografiche dei confronti
statistici (t di Student) eseguiti per ciascuna derivazione corticale tra sessioni
equivalenti a livello circadiano (3 vs. 1 € 4 vs. 2) nelle condizioni ad occhi chiusi
(OC) e ad occhi aperti (OA). Nella condizione ad OC si osserva un significativo
incremento del delta e del theta in seguito a DS di sonno su tutta la topografia
corticale (q=<0.0003; p=<0.03 corrispondente a t=2.38), ad eccezione della derivazione
T3 dove non si osservano variazioni significative del theta nel confronto tra le due
sessioni serali (4 vs. 2). Mentre I’incremento del theta prevale in aree fronto-centrali,
il delta mostra un incremento pit omogeneo al mattino ed una prevalenza in aree
centro-posteriori nella sessione serale. Nella condizione ad OA il delta ed il theta
incrementano significativamente in tutte le derivazioni corticali (q=0.0003; p=<0.03
corrispondente a t=2.35). Anche in questo caso, il theta incrementa maggiormente in
aree centro-frontali, mentre I’incremento del delta, quantomeno nella sessione serale,

sembra interessare prevalentemente regioni centro-posteriori.
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Figura 4. Distribuzioni topografiche dei confronti statistici (t di Student per campioni appaiati) che
hanno confrontato le prove del mattino (3 vs. 1) e le prove serali (4 vs. 2) in relazione a ciascuna
derivazione corticale nella condizione ad occhi chiusi (OC) e ad occhi aperti (OA) nelle bande di
frequenza EEG delta e theta. I valori sono espressi in termini di t-values (n=16): t-values positivi
indicano una prevalenza del delta o del theta post-DS sul pre-DS e viceversa. Il livello di
significativita a due code dopo correzione tramite False Discovery Rate per la condizione OC
corrisponde a t=2.38 (q<0.0003; p<0.03), mentre per la condizione OA equivale a t=2.35 (q=<0.0003;
p=0.03). Le mappe si basano su 20 derivazioni corticali (la posizione degli elettrodi é indicata dai

punti).

3.3.5 Componenti precoci dei SEP

Cp3 : } ‘I“"'S —11.00 a.m. Day1
—11.00 p.m. Day1

—11.00 a.m. Day2

11.00 p.m. Day2

Figura 5. Grand average dei SEP pre-PAS in seguito a stimolazione del nervo mediano destro
durante le 4 sessioni sperimentali in corrispondenza della derivazione Cp3.
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La Figura 5 mostra il grand average dei SEP pre-PAS registrati in
corrispondenza di Cp3 nel corso delle 4 sessioni sperimentali. Le ANOVA Giorno X
Ora del Giorno effettuate su Cp3 indicano un significativo effetto del Giorno per le
componenti P14 (Pre-SD=0.45 SE=+0.24 uV; Post-SD=0.77 SE=+0.17 uV;
F1.15=4.94; p=0.04), P25 (Pre-SD=1.39 SE=+0.44 uV; Post-SD=1.98 SE=+0.46 uV,
F1,15=6.97; p=0.02) e P40 (Pre-SD=3.24 SE=+0.54 uwV; Post-SD=4.26 SE=+0.56 uV;,
Fi15=6.14; p=0.03), nella direzione di un incremento dell’ampiezza di queste
componenti in seguito a DS (Figura 6A). Lo stesso effetto ¢ stato osservato in C3
(Fig. 6B) per le componenti P14 (Pre-SD=0.66 SE=+0.24 uV; Post-SD=1.12
SE=+0.21 uV; F;15=6.88; p=0.02), P25 (Pre-SD=1.72 SE=%0.43 uV; Post-SD=2.32
SE=+0.53 uV; F; 15=6.62; p=0.02) e P40 (Pre-SD=2.57 SE=%+0.55 uV; Post-SD=4.10
SE=+0.70 wV F, ;5=13.48; p=0.002), ed in P3 (Fig 6C) per le derivazioni P25 (Pre-
SD=0.73 SE=£0.43 wV; Post-SD=1.23 SE=£0.40 wV F,5=4.41; p=0.05) N30 (Pre-
SD=0.25 SE=+0.48 uV; Post-SD=0.65 SE=+0.36 uV F,;5s=5.43; p=0.03). Per
nessuna di queste derivazioni corticali sono stati osservati effetti significativi

dell’Ora del Giorno, né effetti di interazione.
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Figura 6. Ampiezza media (espressa in uV) delle componenti P14, N20, P25, N30, P40 dei SEP pre-
PAS durante il giorno precedente (barra bianca) e quello successivo (barra nera) alla DS (*p<0.05,
**n<0.005), nelle derivazioni corticali Cp3 (A), C3 (B) e P3 (C). Le barre di errore rappresentano
gli errori standard.
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3.3.6 Cambiamenti nella distribuzione dei voltaggi sullo scalpo in seguito a

deprivazione di sonno
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Figura 7. Mappe statistiche dei confronti tra voltaggi associati ai SEP pre- e post-DS nella finestra
temporale 10-69 ms, divisi in bin temporali da 1 ms. I valori sono espressi in termini di t-values
(n=16): t-values positivi indicano una prevalenza del voltaggio post-DS su quello pre-DS e viceversa.
1l livello di significativita a due code dopo correzione tramite False Discovery Rate (q<0.05;
p=0.003) corrisponde a t=3.58. Le mappe si basano su 20 derivazioni corticali (la posizione degli
elettrodi é indicata dai punti).

Data l’assenza di effetti significativi dell’Ora del Giorno o di interazioni
Giorno X Ora del Giorno, per ciascun giorno abbiamo collassato i1 valori dei voltaggi
associati ai SEP pre-PAS raccolti in differenti orari (11.00 e 23.00). Le successive
analisi relative alla distribuzione dei voltaggi dei SEP sullo scalpo comparavano la
media dei SEP pre-PAS registrati durante il primo giorno (pre-DS) con la media dei
SEP pre-PAS registrati durante il secondo giorno (post-DS). La Fig. 7 illustra le
mappe statistiche (t di Student) dei confronti tra voltaggi dei SEP pre- vs. post-DS
nella finestra temporale 10-69 ms. Cambiamenti significativi (q<0.05; p=<0.003
corrispondente a t=3.58), in termini di incremento del voltaggio in seguito a DS,

sono stati osservati in corrispondenza dell’area occipitale sinistra (O1 tra 35 e 43 ms)

ed in aree fronto-centrali (C3 a 56-60 ms, Cz a 47-62 ms, F3 a 51-62 ms, F4 a 49 ms
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e Fz a 47-62 ms). Il massimo incremento di voltaggio ¢ stato osservato in

corrispondenza della derivazione Fz a 54 ms.

3.3.7 Correlazione tra modificazioni dell’eccitabilita corticale e sonnolenza
soggettiva e comportamentale

Dal momento che sia i risultati delle misure soggettive e comportamentali di
sonnolenza che la topografia dei voltaggi associati ai SEP erano influenzati dalla DS,
e mostravano solo effetti marginali dell’Ora del Giorno e di interazione sulla VAS ed
un effetto principale dell’Ora del Giorno sulla KSS ma con un basso effect size,
abbiamo cercato di esaminare I’esistenza di una possibile relazione tra i cambiamenti
post-DS nella topografia corticale dei SEP e quelli nelle misure comportamentali
(PVT) e auto-riferite (KSS e VAS) di sonnolenza in seguito a DS. Per quanto
riguarda la topografia dei SEP, abbiamo preso in considerazione il bin temporale che
esibiva il maggior incremento del voltaggio in seguito a DS. Pertanto, abbiamo
considerato la distribuzione corticale dei voltaggi a 54 ms come misura
dell’influenza della DS sulla topografia dei SEP pre-PAS e sia per i voltaggi del
Giorno 1 che per quelli del Giorno 2 veniva calcolata la media tra le registrazioni del
mattino e quelle serali. Allo stesso modo, le misure medie per il Giorno 1 e per il
Giorno 2 venivano calcolate per KSS, VAS e PVT. Per ogni derivazione corticale,
venivano calcolati i coefficienti di correlazione per ranghi di Spearman tra le
modificazioni post-DS nel voltaggio dei SEP a 54 ms (ASEPs 54 ms) e,
rispettivamente, i cambiamenti provocati dalla veglia prolungata nei punteggi alla
KSS (AKSS), alla VAS (AVAS) e nella prestazione al PVT (APVT). 11 FDR ¢ stato
applicato come correzione per comparazioni multiple. La distribuzione topografica
dei coefficienti di correlazione ¢ illustrata in Fig. 8. Significative correlazioni

positive (q=<0.03; p<0.05 corrispondente a p=0.51) sono state osservate tra ASEP a 54
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ms e AKSS (Cp3, F3, P3, Pz), AVAS (C3, C4, Cp3, Cz, P3, P4, Pz, T3, T5) e APVT
(P3, T5). Le correlazioni piu elevate sono state osservate in corrispondenza (ed in

prossimita) dell’area S1.

A SEP 54 ms A SEP 54 ms A SEP 54 ms
Vs Vs Vs
A KSS A VAS APVT

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

-0.1
-0.2
-0.3

Figura 8. Distribuzione topografica dei coefficienti di correlazione per ranghi di Spearman (n=16)
tra modificazioni in seguito a DS nei voltaggi associati ai SEP a 54 ms (ASEPs 54 ms) comparate
rispettivamente con i cambiamenti post-DS a KSS (AKSS), VAS (AVAS) e PVT (APVT). I valori sono
espressi in termini di rho. valori di rho positivi indicano la presenza di una correlazione positiva e
viceversa. Le mappe sono basate su 20 derivazioni corticali (la posizione degli elettrodi ¢ indicata dai
punti). 1l livello di significativita in seguito a correzione tramite False Discovery Rate (q<0.03;
p=0.05) corrisponde a p=0.51.

3.3.8 Effetti del protocollo PAS
Efficacia del protocollo LTP-like

Tutti 1 partecipanti allo studio erano stati reclutati perché mostravano, durante
la sessione di reclutamento, un incremento dell’ampiezza del complesso N20-P25
maggiore del 5.4% in seguito al protocollo PAS. Nonostante ci0, durante la prima
sessione sperimentale, alle 11.00 del primo giorno (pre-DS) il PAS non ¢ stato in

grado di indurre alcuna modificazione significativa nell’ampiezza del complesso
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N20-P25 in Cp3, producendo solo un lieve incremento medio di circa il 2.1% (Fig.

9).

Cp3 1 l' e

10
— Pre-PAS
—— Post-PAS

Figura 9. Grand average dei SEP pre- e post-PAS registrati in corrispondenza della derivazione Cp3
durante la prima sessione sperimentale. Il protocollo PAS ha prodotto sul un piccolo incremento del
complesso N20-P25.

L’ampiezza del complesso N20-P25 non era significativamente influenzata
dalla stimolazione associativa (Pre-PAS=2.86 SE=+0.36 uV; Post-PAS=3.00
SE=+0.43 uV; F;5=0.78; p=0.39). Tale assenza di cambiamenti significativi era
osservabile anche nelle derivazioni adiacenti C3 (Pre-PAS=2.36 SE=+0.37 uV; Post-
PAS=2.44 SE=+0.38 uV; F5=0.62; p=0.44) ¢ P3 (Pre-PAS=2.69 SE=+0.37 uV;
Post-PAS=2.75 SE=%0.44 uV; F, ;5=0.18; p=0.68). Dai risultati emerge una notevole
variabilita interindividuale, dato che solo 9 dei 16 soggetti mostrano I atteso

incremento del complesso N20-P25 durante la prima sessione sperimentale (Fig. 10).
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Figura 10. Effetti indotti dal PAS sul complesso N20-P25 dei SEP dei singoli soggetti, espressi in
termini di ratio tra SEP pre- e post-PAS registrati durante la prima sessione sperimentale sulla
derivazione Cp3. Il 100% corrisponde all’ampiezza del complesso N20-P25 pre-PAS. Solo 9 dei 16
soggetti mostrano un incremento dell’ampiezza del complesso N20-P25.

Cambiamenti pre- vs. post-PAS in funzione della deprivazione di sonno

Tabella 1. Effetti principali ed interazioni delle ANOVA Giorno (G) X Ora dei Giorno (O) sulle

variazioni d ampiezza (ratio) pre- vs post-PAS del complesso N20-P25 e delle singole componenti
N20 e P25 nelle derivazioni corticali Cp3, C3 e P3.

Fa,s) P
Cp3  C3 P3 Cp3 c3 P3
N20-P25 G 0.02 0.0001 0.26 0.88 0.99 0.62
N20-P25 O 0.50 1.12 0.10 0.49 0.31 0.76
N20-P25 GxO 0.02 0.36 0.42 0.89 0.56 0.53
N20 G 1.38 0.11 0.82 0.26 0.75 0.38
N20 O 1.38 2.76 1.21 0.26 0.12 0.29
N20 GxO 0.56 0.01 1.28 0.46 0.91 0.28
P25 G 2.04 2.42 0.04 0.17 0.14 0.85
P25 0 1.18 0.41 0.06 0.30 0.53 0.81
P25 GxO 1.89 0.11 0.02 0.19 0.74 0.88

Indipendentemente dall’assenza di effetti significativi del PAS nel corso della

prima sessione sperimentale, abbiamo cercato di verificare se tale misura fosse in

qualche modo influenzata dalla DS. La Tabella 1 riporta gli effetti principali e le

interazioni dell’ANOVA effettuata con lo scopo di valutare gli effetti del PAS nel

corso della DS. L’ampiezza del complesso N20-P25 registrato in corrispondenza di

Cp3 non mostrava alcun effetto significativo o interazione. Nessun effetto
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significativo, inoltre, ¢ stato osservato per le singole componenti N20 e P25. La
stessa assenza di effetti significativi € stata confermata anche per le derivazioni C3 e

P3.

3.4 Discussione

3.4.1 Modificazioni dell’EEG di veglia

Come atteso, la DS di sonno ha provocato un generalizzato incremento delle
bande di frequenza EEG delta e theta sia nella condizione ad OC che ad OA. 1l theta
incrementava maggiormente in corrispondenza delle aree centro-frontali, a conferma
di quanto rilevato nei precedenti studi relativi alla topografia EEG corticale in
seguito a perdita di sonno (Finelli et al., 2000; Tinguely ef al., 2006, De Gennaro et
al., 2007). Al contrario, il delta mostra un incremento pit omogeneo al mattino ed
una prevalenza in regioni posteriori la sera. Seppur con diversa topografia,
comunque, le bande delta e theta si confermano 1 principali marker

elettroencefalografici dell’accumulo di sonnolenza in veglia.

3.4.2 Variazioni d’ampiezza delle componenti precoci dei SEP

L’ampiezza di differenti componenti dei SEP incrementava in seguito a DS,
indicando un aumento dell’eccitabilita corticale, come previsto dall’ipotesi. Un
incremento d’ampiezza post-DS della P14 ¢ stato osservato in corrispondenza delle
derivazioni Cp3 e C3. Studi precedenti indicano che la P14 ha origine sotto-corticale,
probabilmente nel tratto troncoencefalico del sistema lemniscale (Desmedt e Cheron,
1980; 1981; Yamada et al., 1986; Rossini et al., 1987; Sonoo et al., 1997; Lee ¢
Seyal, 1998) che proietta al talamo. L’ampiezza della P25 incrementava in tutte le
derivazioni prese in considerazione (Cp3, C3 e P3); cido potrebbe riflettere uno

specifico effetto della DS sull’area S1, dato che questa componente viene generata
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nel banco posteriore del solco centrale (Allison et al. 1989, 1991; Rossini et al.,
1987; Urbano et al. 1997; Lee e Seyal, 1998; Mauguiere et al. 1999; Balzamo et al.
2004). La componente N30 mostra un incremento d’ampiezza solo nella derivazione
P3. Tale componente parietale negativa intorno a 30 ms sembra coinvolgere
generatori nell’area 1 superficiale (Jones ef al, 1978). Un aumento dell’ampiezza
della componente P40 dopo DS ¢ stata osservata in Cp3 e C3. In particolare, in
corrispondenza della derivazione C3 questa componente raggiunge il massimo
incremento d’ampiezza osservato nel presente studio. Il principale generatore della
P40 si troverebbe nel giro postcentrale, in corrispondenza dell’area 1 di Brodmann
(Allison et al, 1991). La DS, quindi, sembra influenzare il processamento
dell’informazione somatosensoriale a differenti livelli: a) un livello sottocorticale,
quando I’informazione sensoriale viaggia dal tronco encefalico al talamo; b) un
livello corticale, quando I’informazione sensoriale viene processata in S1. Questi
risultati sono parzialmente coerenti con quelli dell’unico studio precedente ad aver
valutato gli effetti della perdita di sonno sulle componenti precoci dei SEP (Terney et
al., 2005) che mostrava, dopo 24 ore di veglia prolungata, un incremento
dell’ampiezza del complesso N20-P24 parietale, probabilmente dovuto al
potenziamento della componente P24, e del complesso P45-N60. Inoltre, in diversi
studi ¢ stato osservato un decremento dell’ampiezza delle componenti dei SEP
registrate in corrispondenza dell’area parietale durante il sonno, mentre le
componenti frontali mostravano un incremento dell’ampiezza (Noguchi et al., 1995)
o nessun cambiamento significativo (Nakano ef al., 1995), suggerendo che durante il
sonno siano attivi sia processi eccitatori che inibitori. E’ possibile che il sonno sia
necessario per riequilibrare i cambiamenti nella responsivita corticale indotti durante
la veglia, mentre la perdita di sonno potrebbe provocare un incremento

dell’eccitabilita corticale in quelle aree che necessitano di un processo inibitorio
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sonno-dipendente. Studi precedenti mostravano un’elevata responsivita in molte
regioni corticali dopo veglia prolungata, valutata tramite differenti metodi quali MEP
(Badawy et al., 2006; Kreuzer et al., 2011; Scalise et al., 2006), TEP (Del Felice et
al., 2011; Huber et al., 2012) e potenziali evento-correlati durante un compito uditivo
(Bortoletto et al., 2011). I nostri risultati, in accordo con quanto previsto dall’Ipotesi
di Omeostasi Sinaptica, confermano I’esistenza di un fenomeno di incremento della
responsivita corticale dopo DS ed estendono tale osservazione alla corteccia
somatosensoriale.

L’ora del giorno in cui i SEP venivano registrati (11:00 o 23:00) non
sembrava avere un’influenza sull’ampiezza delle componenti dei SEP, suggerendo
che I’eccitabilita della corteccia somatosensoriale non sia condizionata da fattori
circadiani. Registrare i SEP, quindi, pud essere considerato un buon metodo per
valutare longitudinalmente ’eccitabilita corticale in S1. Una simile assenza di effetti
dell’ora del giorno sulla responsivita corticale ¢ stata osservata anche in corteccia
motoria primaria umana (Doeltgen e Ridding, 2010) e nella corteccia frontale e

parietale nei ratti (Vyazovskiy et al., 2012).

3.4.3 Cambiamenti nella distribuzione topografica dei voltaggi associati ai SEP

La DS induceva cambiamenti significativi nella distribuzione dei voltaggi
associati ai SEP in seguito a stimolazione del nervo mediano. In particolare, un
significativo incremento del voltaggio ¢ stato osservato nell’area occipitale sinistra a
35-43 ms e nelle aree fronto-centrali a 47-62 ms, indicando un aumento della
responsivita corticale in queste regioni corticali. Il massimo incremento del voltaggio
¢ stato osservato in corrispondenza della derivazione Fz a 54 ms. E’ interessante
notare che sia I’incremento occipitale che quello fronto-centrale del voltaggio sono

stati osservati nella finestra temporale usata per la detezione della componente P40.
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Ci0 ¢ coerente con il massimo incremento d’ampiezza delle componenti dei SEP,
osservato per la P40 in corrispondenza della derivazione C3. L’elevata responsivita
corticale in aree anteriori non ¢ sorprendente, dato che queste regioni corticali sono
le piu vulnerabili agli effetti negativi della perdita di sonno (Horne et al, 1993;
Drummond et al., 2000). L’incremento delle bande di frequenza EEG lente dopo DS
in aree fronto-centrali ¢ ormai un’evidenza ben consolidata (Cajochen et al., 2002;
De Gennaro et al., 2007; Finelli et al., 2000; Tinguely et al., 2006) ed ha trovato
conferma anche nei risultati EEG del presente lavoro. L’incremento della
responsivita corticale potrebbe rappresentare un ulteriore correlato neuropsicologico
della vulnerabilita delle aree fronto-centrali alla perdita di sonno. L’elevato voltaggio
a livello occipitale dopo DS ¢, invece, un dato inatteso, piu difficile da spiegare. Un
significativo incremento dell’attivita theta occipitale (sebbene secondario alla
predominanza frontale) ¢ stato osservato nell’EEG di veglia dopo 40 ore di DS (De
Gennaro et al., 2007) e nel corso della notte di sonno di recupero in seguito a 36 ore
di veglia prolungata (Finelli ef al., 2001), indicando che questa regione corticale
(secondariamente alle aree anteriori) puod essere suscettibile di effetti riconducibili
alla perdita di sonno. Saranno necessari ulteriori studi per chiarire la possibile
relazione tra questi fenomeni.

Un dato interessante, sebbene al di 1a degli obiettivi del presente studio, ¢
rappresentato dalla correlazione positiva osservata tra i cambiamenti di eccitabilita
corticale e I’atteso incremento della sonnolenza con 1’aumentare delle ore si veglia,
valutato tramite misure soggettive (KSS e VAS) e comportamentali (PVT). Gli
elettrodi posizionati in corrispondenza (ed in prossimita) dell’area S1 mostravano le
correlazioni positive piu elevate. Tale risultato fornisce ulteriore supporto ai nostri
risultati, mostrando un collegamento sito-specifico tra eccitabilita corticale e

classiche misure di sonnolenza. Inoltre, il presente dato apre nuove prospettive per
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I’interpretazione del substrato neurofisiologico della sonnolenza, suggerendo che
I’incremento dell’eccitabilita corticale potrebbe essere uno dei meccanismi
sottostanti il peggioramento delle prestazioni cognitive e la riduzione della vigilanza

osservate in seguito a veglia prolungata.

3.4.4 Plasticita corticale dopo deprivazione di sonno

Nel presente lavoro, il protocollo PAS ¢ stato utilizzato con I’intento di
indurre modificazioni di tipo LTP-/ike in corteccia somatosensoriale, per valutare se
la DS fosse in grado di influenzare tali effetti plastici. Dai risultati, pero, emerge che
gia in corrispondenza della prima sessione sperimentale (quindi in assenza di DS)
non erano osservabili modificazioni significative dell’ampiezza dei SEP in seguito
all’utilizzo del protocollo PAS. Tale assenza di variazioni significative pud essere
spiegata in termini di grande variabilita interindividuale, un problema gia osservato
in altri esperimenti che utilizzavano il PAS per la valutazione di variazioni plastiche
(Pellicciari et al., 2009; Huber et al., 2008). Inoltre, nel presente lavoro ¢ stata
osservata anche una notevole variabilita intraindividuale, dato che soggetti che
durante la sessione di pre-selezione mostravano un incremento post-PAS medio
dell’ampiezza del complesso N20-P25 di circa il 27.4%, durante la prima sessione
sperimentale mostravano un incremento medio di solo il 2.1%. L’assenza di
attendibilita intraindividuale del protocollo PAS ¢ stata precedentemente osservata
da Fratello et al. (2006). Tutti gli studi che hanno riportato una elevata variabilita
intra- ed interindividuale degli effetti provocati dal PAS avevano come obiettivo
quello di caratterizzare cambiamenti plastici in corteccia motoria. I presenti risultati
estendono tale osservazione alla corteccia somatosensoriale.

Il protocollo PAS non ha indotto alcuna modificazione significativa nelle

componenti precoci dei SEP neanche nelle successive sessioni sperimentali (23:00
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pre-DS; 11:00 post-DS; 23:00 post-DS). Tale assenza di risultati significativi ¢
imputabile all’elevata variabilita intra- ed interindividuale mostrata dal protocollo
PAS. Questi risultati suggeriscono di essere cauti, in futuro, nella valutazione
longitudinale degli effetti del protocollo PAS sulla plasticita corticale
somatosensoriale.

Stante 1’assenza dell’atteso effetto LTP-/ike PAS-dipendente durante la prima
sessione sperimentale, risulta difficile interpretare i1 dati relativi alle sessioni
successive. L’influenza della DS sui meccanismi di plasticita corticale e la possibile
relazione tra tali meccanismi e 1’osservato incremento dell’eccitabilita corticale,
pertanto, rimangono una questione aperta. Altri meccanismi neuropsicologici,
comunque, potrebbero essere alla base dell’aumentata responsivita corticale. Il
decremento della SICI dei MEP in seguito a DS di sonno osservato in diversi studi
(Civardi et al, 2001; Scalise et al, 2006; Kreuzer et al, 2011) potrebbe
rappresentare ’effetto della DS sul sistema neurotrasmettitoriale che controlla il
corticale potrebbe aumentare in funzione dell’elevata iperpolarizzazione dei neuroni

corticali (Hill e Tononi, 2005).

CONCLUSIONI

Il presente studio aveva come obiettivo quello di valutare gli effetti di una
notte di DS su una misura di sonnolenza espressa a livello elettroencefalografico e su
misure di eccitabilita corticale e plasticita LTP-like. I risultati mostrano come a
livello elettroenecefalografico la sonnolenza si esprima in termini di generalizzato
incremento delle bande di frequenza lente, prevalentemente nelle aree fronto-centrali
per quanto riguarda la banda theta e in aree centro-posteriori relativamente alla

banda delta. L’eccitabilita corticale in corteccia somatosensoriale sembra aumentare
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in seguito a DS, senza alcuna influenza di variazioni di tipo circadiano. Inoltre, la
veglia prolungata sembra provocare delle modificazioni nella topografia corticale dei
voltaggi associati ai SEP, in termini di incremento del voltaggio in aree fronto-
centrali e nell’area occipitale sinistra. Insieme, questi dati sembrano essere in
accordo con gli assunti dell’Ipotesi di Omeostasi Sinaptica, suggerendo che il sonno
abbia un ruolo centrale nel mantenere I’eccitabilita corticale al di sotto di un livello
potenzialmente pericoloso per il cervello umano, riequilibrando i cambiamenti di
responsivita corticale avvenuti durante la veglia. Ulteriore supporto a questa ipotesi
deriva dalla correlazione positiva osservata tra variazioni di eccitabilita corticale e
variazioni di sonnolenza espressa a livello soggettivo e comportamentale. Tale dato
suggerisce che un alto livello di eccitabilita corticale potrebbe essere uno dei
meccanismi alla base delle alterazioni della vigilanza e del comportamento umano in
seguito a DS. Infine, il protocollo PAS, usato per valutare le variazioni di plasticita
corticale nel corso della DS, si € dimostrato fortemente influenzato da un’elevata
variabilita intra- ed interindividuale, dato che raccomanda cautela nei futuri utilizzi
di questo strumento, quantomeno in corteccia somatosensoriale. Ulteriori studi
saranno quindi necessari per comprendere in che modo, nell’'umano, variano i
meccanismi di plasticita corticale in condizione di veglia prolungata ed in che
relazione siano con i cambiamenti osservati nelle misure di eccitabilita corticale e di

sonnolenza.
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