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Abbreviazioni

2-AG 2-Arachidonoilglicerolo

5-HT 5-ldrossitriptamina/Serotonina
6-OHDA 6-1drossiDA

AMP Adenosina Monofosfato
AMPA a-Amino-3-ldrossi-5-Metil-4-1soxazolone Propionato
COMT Catecol-O-Metiltrasferasi
CRF/CRH Ormone Di Rilascio Della Corticotropina
DA Dopamina

DAT Trasportatore Della Dopamina
FR Food restriction

GABA Acido y-Amminobutirrico
GHB Acido y-ldrossibutirrico

HPA Asse Ipotalamo Ipofisi Surrene
L-DOPA Levodopa

MAO MonoAmminoOssidasi

mPFC Corteccia Prefrontale Mediale
MRNA RNA Messaggero

NA Noradrenalina

NAC Nucleus Accumbens

NET Trasportatore noradrenalina
NMDA N-Metil-D-Aspartato

PFC Corteccia Prefrontale
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SN

SNC

VTA

4-9-THC

Post Natal

Substantia nigra

Sistema Nervoso Centrale
Area Ventro Tegmentale
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Breve Introduzione

Stimoli piacevoli e ricompense rappresentano fattori indispensabili alla condizione generale di
benessere. Per questa ragione, il tema del piacere viene spesso considerato tra i fattori cruciali
per la sopravvivenza e l’evoluzione delle specie. Il panorama della letteratura scientifica offre
vari spunti che permettono di includere tra i bisogni primari, che si confermano tali anche per il
carico emotivo che comportano, il cibo e le sue proprieta sensoriali (Berridge e Kringelbach
2008). La risposta fisiologica che ne consegue, a livello centrale, & di un importante
coinvolgimento delle strutture dopaminergiche corticolimbiche in risposta alla presentazione del
cibo. In accordo, le concentrazioni extracellulari di dopamina (DA) aumentano in risposta alla
presentazione del cibo, sia in corteccia prefrontale mediale (mPFC) sia nel nucleus accumbens
(NAc) (Bassareo e Di Chiara, 1997). Inoltre, il comportamento alimentare e correlato con un
aumento dei livelli di endocannabinoidi in queste aree, che conferma il coinvolgimento del
sistema endocannabinoide sulla stimolazione centrale della fame e la sua modulazione (Kirkham
e Williams, 2001). Risposte fisiologiche ad altri stimoli esterni possono interagire con il sistema
dopaminergico, visto il suo coinvolgimento negli stati emotivi. In accordo, il sistema
dopaminergico mesocorticale e particolarmente sensibile all'esposizione a stimoli stressanti
(Dazzi et al, 1995, 2004; Moghaddam e Jackson, 2004; Czéh et al, 2008).

Lo scopo del mio studio é stato quello di valutare se I'esposizione a uno stress cronico, quale
I'isolamento  sociale, potesse modificare la risposta del sistema dopaminergico
mesocorticolimbico a uno stimolo piacevole quale il cibo e se le eventuali modificazioni
potessero spiegare la maggiore sensibilita all'abuso che si osserva in individui sottoposti a

stimoli stressanti.
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Dopamina

La DA e una catecolamina endogena, caratterizzata dalla presenza nella sua struttura di un anello
benzenico con due sostituenti ossidrilici, il catecolo, al quale poi € legato un gruppo etilaminico.
La DA e il precursore della noradrenalina e dell'adrenalina. La sua sintesi inizia dalla tirosina
grazie all’azione della tirosina idrossilasi, enzima limitante la sintesi, che forma L-DOPA;
successivamente I'enzima DOPA-decarbossilasi converte I’L-DOPA in DA. Per azione del suo
trasportatore, la DA e immagazzinata nelle vescicole in porzione presinaptica, dalla quale €

rilasciata per esocitosi in seguito a depolarizzazione della membrana.

La DA esplica la sua azione grazie alla presenza di recettori dopaminergici legati a proteina G.
Sono conosciuti cinque tipi di recettori, divisi in due gruppi sulla base delle proprieta strutturali e
farmacologiche. | recettori D1 e D5, appartengono alla classe definita farmacologicamente D1-
like, stimolano la formazione di AMP ciclico e I’idrolisi di fosfatidilinositolo; i recettori D2, D3
e D4, classe definita farmacologicamente D2-like, riducono la formazione di AMP ciclico e
modulano correnti di K* e Ca?*. I recettori dopaminergici sono distribuiti in diverse aree del
cervello: i recettori D1 e D2 sono abbondantemente espressi nello striato, i recettori D4 e D5 si
trovano per la maggior parte espressi al di fuori dello striato, mentre 1’espressione del recettore
D3 & maggiore nel NAc e nel tubercolo olfattorio. Per I’esaurimento della sua azione la DA
viene trasportata all’interno della membrana e nelle vescicole da trasportatori specifici. In

alternativa intervengono con processi di degradazione gli enzimi MAO o COMT.

Le vie dopaminergiche principali originano nel mesencefalo, dalla substanzia nigra, e dalla
VTA, e danno origine ai sistemi dopaminergici a fibre lunghe: nigro-striatale, meso-limbico,
meso-corticale. Il sistema nigro-striatale ha origine dalla SN e proietta le terminazioni nervose
nello striato (Fuxe et al, 1985). Questa via ha come ruolo principale quello di regolare il tono
muscolare e partecipa ai meccanismi di coordinazione motoria. Piu recentemente € stato
suggerito possa rivestire un ruolo fondamentale nei comportamenti abitudinari, che
acquisterebbero rilevanza fondamentale nei meccanismi che regolano l'abuso di sostanze
(Tomasi e Volkow, 2013; Wise 2009; Beli ed Everitt 2008). | farmaci antipsicotici che hanno
effetti extrapiramidali agiscono sui recettori dopaminergici localizzati nei neuroni della via

nigro-striatale.



Dalla VTA e dalla substanzia nigra origina il sistema meso-corticale, i neuroni che lo
costituiscono proiettano le loro fibre nervose al setto, soprattutto nel nucleo laterale,
all’amigdala, all’ippocampo, e alla PFC. Questa via dopaminergica riveste un ruolo chiave nella
regolazione dei processi emozionali, € implicata nella regolazione del tono dell’umore e delle
funzioni cognitive (Goldman-Rakic 1987; Sutton e Davidson 1997; Bubser e Schmidt 1990). La
PFC risulta essere fondamentale per 1’elaborazione di informazioni, interne ed esterne, che
modulano i comportamenti complessi. | sintomi negativi della schizofrenia sono spesso

riconducibili a deficit funzionali dei neuroni di questo sistema.

VTA e substantia nigra sono, inoltre, la sede di origine delle proiezioni neuronali che
costituiscono il sistema mesolimbico. Le loro fibre vanno a innervare il NAc, il tubercolo
olfattorio e il nucleo interstiziale della stria terminale (Fuxe et al, 1985). | neuroni
dopaminergici mesolimbici, che giocano un ruolo importante nella genesi dell’eccitazione
emotiva e nel comportamento di attivazione in risposta a stimoli che prevedono una ricompensa
(lkemoto e Panksepp 1999; Spanagel e Weiss 1999), vengono considerati fondamentali nei
processi di incentivazione e di desiderio del cibo (Berridge 2000). La trasmissione
dopaminergica mesolimbica, svolgendo un ruolo importante nella gratificazione, risulta
notevolmente coinvolta negli effetti legati alla somministrazione di farmaci d’abuso.
L’iperattivita di questo sistema ¢ alla base dei sintomi "positivi" della schizofrenia, come manie,
allucinazioni e deliri, e gli antipsicotici svolgono la loro principale azione terapeutica

riducendone l'attivita.

Il ruolo globale della DA é, quindi, quello di modulatore fondamentale sia nelle attivita motorie
sia nei processi cognitivi; inoltre, le molteplici connessioni corticali, le permettono di essere
determinante nella discriminazione tra scelte prioritarie, con annessa una valutazione emotiva
delle preferenze (Le Moal 1995; Kalivas et al, 2003; Salamone et al, 1997).

La corteccia prefrontale

La PFC ¢ un’area esecutiva, situata nella parte anteriore del lobo frontale, gestisce funzioni
cognitive complesse e basa questa sua straordinaria capacita sui numerosi collegamenti
subcorticali. La PFC, infatti, riceve numerose afferenze, tra queste le afferenze del talamo
collaborano per 1’espressione della personalita e dell’'umore. I processi che la PFC regola
costituiscono le funzioni esecutive quali attenzione e pianificazione, guida i pensieri e le azioni
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finalizzate al raggiungimento di un obiettivo, mediando gli impulsi e concedendo flessibilita
mentale. Deficit funzionali e strutturali in quest’area sono caratterizzati da sintomi quali

distrazione, impulsivita, disorganizzazione e mancanza di controllo (Brennan e Arnsten, 2008).

La PFC riceve I’innervazione dopaminergica dalle proiezioni mesocorticali, che originano dai
corpi cellulari dei neuroni dopaminergici della VTA (Seamans ¢ Yang 2004). L’innervazione
dopaminergica alla mPFC mostra una distribuzione laminare, gli strati profondi ricevono la
maggior parte degli input dopaminergici rispetto agli strati superficiali (Van Eden et al, 1987).
Questo e coerente con una maggiore localizzazione di recettori D1 e D2 in questi strati (Dawson
et al, 1985; Dubois et al, 1986; Savasta et al, 1986). L’innervazione dopaminergica della PFC
mostra considerevoli differenze tra diverse specie; in particolare esistono sostanziali differenze
tra i roditori e i primati, sia rispetto alla distribuzione anatomica degli input di DA, sia rispetto
all’espressione di differenti sottotipi di recettori DA (Berger et al, 1991). C’¢ una buona
correlazione tra la complessiva distribuzione dei recettori D1 e D2 e I’espressione dei rispettivi
MRNA per questi recettori (Choi et al, 1995), suggerendo che la grande percentuale dei recettori
siano localizzati sul corpo cellulare e sui dendriti delle cellule nella mPFC e non nelle

terminazioni afferenti presinaptiche.

L attivita della DA a livello della PFC e quindi correlata al controllo delle funzioni cognitive:
tale sistema regola lattivita di aree sottocorticali, influenza I’espressione del movimento ed ¢
importante per focalizzare ’attenzione del soggetto verso stimoli motivazionali con valenza sia
negativa che positiva. Ancora, e coinvolta nella regolazione del comportamento emozionale e
affettivo. Tale sistema ha una notevole influenza sul tono dell’'umore e sull’attenzione, rendendo

I’individuo attivo e reattivo verso 1’ambiente esterno.

Connessioni

Le cellule piramidali corticali sembrano essere il principale target delle afferenze
dopaminergiche alla mPFC (Van Eden et al, 1987; Goldman-Rakic et al, 1989; Verney et al,
1990) sebbene i recettori di tipo D1 e D2 siano localizzati anche su altre cellule e le stesse
terminazioni dopaminergiche entrino in contatto con cellule non piramidali, come le cellule
GABAergiche (Vincent et al, 1993;Verney et al, 1990; Benes et al, 1993; Sesack et al, 1995).
Vincent et al, (1995) hanno suggerito che mentre i recettori D2 sono espressi in entrambi i tipi di



cellule, piramidali e non piramidali, i recettori D1 sono espressi preferibilmente a livello delle

cellule non piramidali.

Le terminazioni dopaminergiche nella mPFC stabiliscono contatti diretti con le cellule piramidali
che proiettano al NAc (Carr et al, 1999). Inoltre, la VTA influisce sulla trasmissione
glutamatergica nel NAc che puo, a sua volta regolare la trasmissione dopaminergica nella mPFC.
Il fatto enfatizzato da Swanson (1982), su cui si & spesso scelto di sorvolare nelle considerazioni
funzionali e anatomiche delle interazioni dei neurotrasmettitori nel circuito mesolimbico, é che la
VTA contiene un numero considerevole di cellule non dopaminergiche che proiettano nella
stessa regione terminale delle cellule dopaminergiche. Per esempio, solo il 30% delle proiezioni
VTA-PFC ¢ dopaminergica, allo stesso modo, 1’85% delle proiezioni VTA-NAC contengono
DA. Perci0, in particolare quando si considera ’influenza della VTA sulla mPFC, si deve
considerare che i neuroni non dopaminergici possono giocare un ruolo importante. C’¢ una
buona evidenza che la parte non dopaminergica delle proiezioni dalla VTA alla mPFC sia
inibitoria e utilizzi GABA come neurotrasmettitore (Thierry et al, 1980; Albanese e Bentivoglio
1982; Ferron et al, 1984, Steffensen et al, 1998). Ci sono evidenze che dimostrano che entrambi i
sottotipi recettoriali dopaminergici siano collocati anche sugli interneuroni GABAergici (Al-
Tikriti et al, 1992; Vincent et al, 1993, 1995; Smiley et al, 1994; Deutch et al, 1996; Grobin e
Deutch 1998).

Le proiezioni mesocorticali dalla VTA alla PFC giocano un ruolo fondamentale in una serie di
processi cognitivi ed emotivi, questi sono spesso stati imputati alla funzionalita dopaminergica,
dati recenti indicano che una parte considerevole di neuroni della VTA possiedono marcatori che
li identificano come glutammatergici (Gorelova 2012). Il glutammato, infatti, ha un ruolo
importante come costituente delle efferenze alla mPFC, ma quest’area riceve anche un numero
considerevole di input eccitatori glutammatergici da aree corticali e subcorticali (Divac et al,
1977; Kim et al, 1977; Carter 1980, 198; Girault et al, 1986). La diretta interazione tra la DA e il
glutammato nella mPFC & supportata dalle osservazioni che le terminazioni dopaminergiche e
glutammatergiche sono localizzate in vicina apposizione alle cellule piramidali nella mPFC
(Goldman-Rakic et al, 1989; Verney et al, 1990; Pickel e Sesack, 1995; Carr e Sesack, 1996). La
PFC e una regione corticale particolarmente ricca di recettori NMDA e AMPA,; gli input
glutammatergici alla mPFC sono, quindi, determinanti per ’attivita delle cellule piramidali
(Monaghan e Cotman, 1985; Petralia et al, 1994).



Come la VTA invia proiezioni dopaminergiche alla VTA e al NAc, la mPFC invia proiezioni
glutammatergiche alla VTA e al NAc (Powell e Leman 1976; Beckstead 1979; Carter 1982,
Phillipson e Griffiths 1985; Girault et al, 1986; Sesack et al, 1989; Carr et al, 1999).

Un altro elemento importante nella micro fisiologia della mPFC sono gli interneuroni
GABAEergici (Esclapez et al, 1987). Gli interneuroni GABAergici sono essenziali per l'attivita
oscillatoria coordinata tra 1 sistemi neurali che partecipano alla performance cognitiva.
Alterazioni dell'attivita del sistema GABAergico contribuiscono alle disfunzioni del sistema
dopaminergico interferendo, per esempio, alla normale trasmissione dell’ippocampo ventrale.
Nuove terapie farmacologiche per la schizofrenia hanno come target il sistema GABAergico,
infatti, ’input inibitorio da piu popolazioni di interneuroni in PFC é probabilmente uno dei
sistemi piu destabilizzati nella schizofrenia e la manipolazione selettiva di specifiche subunita
del recettore GABA potrebbe avere effetti sottili e unici sull’attivita della PFC e dei suoi neuroni
piramidali (Gill e Grace 2014).

Ancora, i recettori serotoninergici 5-HT1A svolgono il ruolo di autorecettori postsinaptici nei
neuroni piramidali e GABAergici del sistema corticale e limbico (Kia et al, 1996). Il rapporto tra
PFC e 5-HT nelle funzioni cognitive & controverso. | recettori serotoninergici si trovano in buona
parte sui neuroni GABAergici della PFC nel cervello di roditori. Questi neuroni formano estese
reti corticali tramite sinapsi elettriche e chimiche (Hestrin e Galarreta 2005). Llado Pelfort
(2012) ha dimostrato che usando un agonista serotinergico ¢ possibile aumentare I’attivita dei
neuroni piramidali nella mPFC grazie all’azione diretta dell’agonista sugli interneuroni
GABAergici. Un aumento dell'attivita del neurone piramidale in mPFC pud bilanciare la
neurotrasmissione monoamminergica in quest’area e facilitare l'attivita della mPFC, nelle
funzioni superiori, come la working memory, che richiedono attivita costante dei neuroni
piramidali (Williams e Goldman-Rakic 1995; Robbins e Arnsten 2009).

La complessita delle connessioni che i neuroni dopaminergici mesocorticali effettuano con altri
neuroni riflette la complessita delle funzioni mediate da questo sistema neuronale ed é alla base

della sua sensibilita unica agli stimoli sia stressanti che piacevoli.



Gratificazione

Il piacere e quella sensazione che solitamente segue il soddisfacimento di un bisogno. Puo
chiaramente presentare molteplici sfumature che lo rendono necessario nell’intero sistema di
sopravvivenza che uomini e animali sviluppano per relazionarsi tra loro, in nuovi contesti e nella
vita in generale. Il sistema della gratificazione consente agli individui di provare piacere;
I’emotivita affronta trasversalmente sia la sfera fisica che quella cognitiva e tutte queste
componenti possono essere spiegate dalla sensazione di piacere. In questo quadro naturalistico, il
piacere si puo vedere come un dispositivo biologico a disposizione della selezione naturale e,
come tale, volto a favorire la sopravvivenza e 1’adattamento all’ambiente (Di Chiara 2005). Le
finalita biologiche che subiscono questo meccanismo sono prevalentemente gli istinti come la
fame, la sete, il sesso e la cura della prole. Questi sono identificati come stimoli primari e
gratificanti, in virtu della loro tendenza a determinare un rinforzo positivo, inteso come
meccanismo di feedback, che determina una risposta positiva o negativa alla presentazione dello
stimolo stesso. Il comportamento motivato da stimoli gratificanti si distingue principalmente in
due fasi, una preparatoria e una consumatoria (Konorsky, 1967). Nella fase preparatoria il
piacere consiste in uno stato di euforia e di eccitazione che garantisce il comportamento di
ricerca e di approccio all’oggetto che si persegue. Questo ¢ uno stato emotivo nel quale il
comportamento e guidato da stimoli che vengono percepiti attraverso i sensi, che non
comportano necessariamente una diretta interazione con 1’oggetto, ma I’identita pud essere
acquisita attraverso 1’associazione di informazioni. Cosi, odori, suoni € immagini, associati ad un
precedente stimolo piacevole, rappresentano stimoli capaci di attirare I’attenzione. Questi stimoli
producono un piacere di tipo sensoriale (Di Chiara e Bassareo 2007), che non é frutto di
apprendimento, ma ¢ innato, dato che I’organismo ¢ geneticamente predisposto ad interpretare
come piacevoli questi input in quanto utili alla sopravvivenza del singolo e della specie. Cosi, il
piacere fornisce, attraverso le sue proprieta motivazionali, uno strumento flessibile per adattare il
comportamento alle necessita di un ambiente in continuo cambiamento, rappresentando uno
strumento fondamentale di adattamento delle specie all’ambiente e di efficienza degli organismi

biologici (Di Chiara 2005).

I centri cerebrali che controllano i meccanismi della gratificazione furono identificati nel 1954 da

James Olds e Peter Milner. Essi osservarono che [’autostimolazione elettrica, tramite



comportamento volontario e operante, sulle aree cerebrali del sistema limbico, poteva dar luogo

ad un forte stimolo gratificante.

Gratificazione e Dopamina

Il circuito della gratificazione appare molto complesso e integra varie regioni cerebrali,
necessarie per caratterizzare emotivamente le esperienze e per dirigere istintivamente la risposta
dell’individuo verso attivita piacevoli. Numerosi studi dimostrano che nel sistema della
gratificazione giocano un ruolo fondamentale il sistema dopaminergico mesolimbico, che
controlla la spinta motivazionale per la ricerca dello stimolo gratificante; il sistema oppioide, che
media i processi di gratificazione conseguenti al consumo di una sostanza; il sistema
glutammatergico, che modula il rilascio della DA in alcune aree cerebrali e il sistema
GABAEergico, che regola in maniera inibitoria il rilascio di DA a livello del sistema nervoso
centrale. Ancora, I’amigdala aiuta a valutare se un’esperienza ¢ piacevole o sgradevole e a
formare connessioni tra un’esperienza e altri segnali; il talamo, secerne il CRF che regola il
metabolismo; 1’ippocampo, contribuisce alla registrazione del ricordo di un’esperienza e alla
creazione della memoria cosciente. Le regioni frontali della corteccia, coordinano ed elaborano
questo mare d’informazioni concernenti 1’esperienza, determinando il comportamento finale di
ogni individuo (Hikosaka et al, 2008; Kelley e Berridge, 2002; Stefani e Moghaddam, 2006;
Wise, 2002).

La via dopaminergica mesolimbica riveste un ruolo importante nella genesi dell’eccitazione
emotiva e del comportamento di attivazione in risposta a stimoli che prevedono una ricompensa
(Ikemoto e Panksepp, 1999; Spanagel e Weiss 1999). Questo pathway neuronale agisce come
una sorta di “interruttore della gratificazione", segnalando agli altri centri cerebrali quanto é
piacevole un’attivita. La memorizzazione di un’azione, quindi I’apprendimento, & correlata in

maniera positiva dall’entita dell’impatto emotivo raggiunto.

Questo circuito neuronale si attiva anche nelle fasi di apprendimento e di stabilizzazione dei
comportamenti di dipendenza dovuti alle sostanze d’abuso, al gioco d’azzardo patologico, nei
casi di sex addiction ed € coinvolto in alcune patologie psichiatriche come il disturbo ossessivo-
compulsivo, il deficit motivazionale della depressione, il morbo di Alzheimer e le reazioni

comportamentali all’attaccamento. L’incapacita di provare piacere rappresenta un sintomo
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complesso del quadro clinico, proprio sia della depressione maggiore sia delle sindromi
psicopatologiche appartenenti allo spettro schizofrenico (Ettenberg A. 2003).

Roy Wise, alla fine degli anni *70, ipotizzo che la DA avesse il ruolo di substrato neurobiologico
del piacere e chiamo questa conclusione I’ipotesi anedonica, dovuta all’osservazione dell’effetto
degli antipsicotici sulla riduzione della risposta operante finalizzata all’ottenimento di cibo o di
altre ricompense. La teoria di Wise fu rivoluzionaria in quanto attribuiva alla DA un ruolo
diverso da quello extrapiramidale, un ruolo di natura affettiva e non solo motoria. Questa ipotesi
fu perd messa in discussione in studi successivi anche dallo stesso Wise. Nonostante cio, questa

teoria, ha ispirato molti studi volti a provarne o a confutarne 1’assunto.

Nel 1989 Berridge ¢ i suoi collaboratori provarono a confutare la teoria dell’anedonia utilizzando
un protocollo di reattivita al gusto, sfruttando le reazioni comportamentali come indice delle
proprieta gratificanti o avversive di un cibo, e che contemporaneamente prevedeva un’azione
mirata sulle vie dopaminergiche, usando la 6-OHDA e gli antagonisti recettoriali. Non
osservarono modificazioni e assunsero che la DA non medierebbe le proprieta gratificanti del
cibo, il cosiddetto liking, ma piuttosto il suo desiderio, il wanting. Wanting e liking sono due
distinte proprieta del rinforzo, la prima si riferisce alla salienza incentiva dello stimolo, cioé la
forza e la motivazione che inducono a dare risposte di approccio e ricerca di contatto con lo
stimolo o ancora di attuare comportamenti strumentalizzati alla sua presentazione; la seconda e
strettamente legata alla produzione del piacere stesso. Sulla base di queste osservazioni, Berridge
e collaboratori, hanno suggerito che la DA media 1’associazione di un evento con effetto
anticipato, acutizza l'attenzione e attiva il comportamento di ricerca degli stimoli associati alla
ricompensa, e cioe la capacita di uno stimolo di essere rilevante e di indurre un comportamento
di approccio. La salienza incentiva viene definita come la trasformazione di uno stimolo,
percepito o ricordato, associato alla ricompensa in un potente incentivo motivazionale (Berridge
e Robinson 1998; Berridge 2007). Ulteriori studi mostrarono che nei ratti con lesioni dei neuroni
DAergici nel NAc si manteneva inalterata la capacita di scegliere la ricompensa di maggior
valore, a condizione che il suo ottenimento non richiedesse uno sforzo aggiuntivo. Queste
osservazioni portano ad ipotizzare che la DA non abbia un ruolo prioritario nella valutazione
della ricompensa e nel piacere, ma suggeriscono un suo ruolo nella distribuzione dello sforzo alle
risposte finalizzate all'ottenimento di una ricompensa (Salamone et al, 2005). Attualmente si
preferisce parlare di un ruolo incentivo-motivazionale della DA e di una forma di piacere

associata all’aspettativa della gratificazione, all’euforia e all’esaltazione che ad essa si associano,
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piu che alla gratificazione vera e propria legata, quest’ultima, alla fase consumatoria del

comportamento motivato (Di Chiara e Bassareo 2007).

Questo schema é valido per il comportamento motivato da stimoli naturali come il cibo, per i
quali si puo distinguere, secondo Konorsky, una fase preparatoria ed una fase consumatoria,
caratterizzate da specifici stimoli e modalita comportamentali. In questo caso il wanting si
riferirebbe alla fase preparatoria ed il liking alla fase consumatoria. La situazione si complica nel
caso di farmaci e sostanze d’abuso. In questo caso, infatti, gli effetti edonici del farmaco, a

differenza di quelli edonici del cibo, sono dipendenti dalla DA.

Le sostanze d’abuso sono percio in grado di alterare le piu nobili funzioni cerebrali che
controllano appunto il desiderio, 'umore, i processi dell’apprendimento e della memoria, le
capacita di giudizio e la volonta. La DA rilasciata nello shell del NAc in seguito al contatto con
uno stimolo gratificante, in realta, potrebbe svolgere un ruolo di facilitazione durante
I’apprendimento associativo mediante il quale 1’individuo associa una serie di stimoli neutri agli
effetti piacevoli dello stimolo gratificante. In particolare, nel caso del cibo, il soggetto associa al
gusto e agli effetti calorici e metabolici il colore e il profumo della pietanza e il contesto nel
quale ha consumato il pasto. Numerose evidenze hanno permesso di affermare che alla base delle
cause della dipendenza vi sia un’alterazione dei meccanismi cerebrali che controllano il sistema
della gratificazione e degli stati motivazionali, cioé i comportamenti compulsivi associati al
consumo delle sostanze, nonché di numerosi altri sistemi funzionali, come quelli implicati
nell’apprendimento e nella memoria. Lo stato motivazionale si puo definire come quel
comportamento per cui gli organismi focalizzano le proprie azioni verso 1’ambiente in relazione

alle proprie necessita.

Studi sperimentali negli animali e studi di brain imaging nell’'uvomo indicano che il piacere
associato alla liberazione di DA nel NAc corrisponde all’eccitazione motivazionale indotta da
stimoli condizionati predittivi della soddisfazione consumatoria. | farmaci psicostimolanti
producono un comportamento di esplorazione e ricerca che utilizza modalitd comportamentali
specie-specifiche. Stimoli gustativi primari aumentano i livelli di DA nel core del NAc e nella
PFC, indipendentemente dalla valenza positiva o negativa, mentre i livelli di DA nella shell del
NAc aumentano solo in risposta a stimoli primari appetitivi, ad esempio un cibo gradevole,
purche sia inatteso (Di Chiara, 1988). Questi risultati sono del tutto coerenti con la nozione che i
deficit nel sistema di ricompensa, possono influire sui comportamenti compensativi di ricerca di

gratificazione e coinvolgono totalmente il sistema dopaminergico.
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Il sistema DAergico mesocorticale gioca un importante ruolo nei processi di ricompensa. Ratti
con accesso intermittente allo zucchero o a cibi grassi per poche ore, ogni giorno, per diverse
settimane, mostrano comportamenti caratteristici della dipendenza. Questi comportamenti
includono il binging, il craving, e ’iperattivita simile a quella prodotta da farmaci stimolanti
(Avena et al, 2006). Coerentemente con il suggerimento che tali alimenti abbiano caratteristiche
simili alla dipendenza, i ratti nutriti con diete appetibili ad alto contenuto calorico mostrano
ridotta sensibilita alle ricompense psicostimolanti, per esempio, questi ratti mostrano alterate
risposte nelle fasi di acquisizione durante 1’esposizione a cocaina (Carroll et al, 1986; Wellmanet
al, 2007). Inoltre, I'esposizione cronica a tali alimenti e associata ad alterazioni a lungo termine
nelle regioni di ricompensa del cervello, incluso lo striato (Furlong et al, 2014), anche questo
riscontrabile nei cambiamenti prodotti dall’esposizione cronica a sostanze stimolanti, come la

cocaina e le anfetamine (LeBlanc et al, 2013).

La VTA gioca un ruolo fondamentale nel segnale che induce la ricerca di cibo e la produzione di
diversi neuromodulatori, compresi i neuropeptidi e gli ormoni coinvolti nel controllo
omeostatico edonistico e del comportamento alimentare (Meye e Adan, 2014). Il sistema
endocannabinoide, partecipando alla modulazione dei circuiti del piacere, & in grado di
influenzare i comportamenti legati alla gratificazione. 1l sistema dei cannabinoidi endogeni e
coinvolto nel processo di gratificazione che media la motivazione e la valutazione edonica del
cibo (Williamns e Kirkham, 1999; Kirkham, 2003). L’clevata espressione di CBI1 in aree
coinvolte nel piacere, costituisce una forte indicazione del diretto coinvolgimento del sistema
nelle diverse funzioni psicologiche regolate da queste regioni del cervello, incluso I’appetito. La
neurotrasmissione dopaminergica cerebrale & saldamente associata alla gratificazione naturale e
delle droghe (Schultz 2002; Di Chiara et al, 2004; Wise, 2008).

In pratica, un evento eccezionale e carico di possibili conseguenze per la sopravvivenza viene
marcato con una scarica di DA, che non solo produce eccitazione motivazionale, ma fissa nella
memoria alcune caratteristiche salienti del contesto e le associa a quelle del piacere associato
all’evento stesso. In questo modo, il cervello collega lo stato emotivo con I’oggetto gratificante e
fa si che quel contesto diventi predittivo di situazioni utili per la sopravvivenza. La DA consolida
la memoria di queste associazioni, facendo in modo che 1’onda di nuove esperienze non le

cancelli.
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Gratificazione e cibo

La regolazione della fame ¢ un fenomeno molto complesso, 1’organismo utilizza precisi
meccanismi di coordinazione in grado di confrontare la necessita di ingerire nuovi nutrienti e
I’effettivo fabbisogno energetico. Tale sistema, descritto nel modello di Teitelbaum e Stellar,
individua nell’ipotalamo e nei centri connessi, il nucleo centrale di questa fine regolazione; il
modello proposto ¢ tuttora ritenuto valido (Teitelbaum e Stellar, 1954) e non ¢ 'unico sistema
all’interno della nostra macchina fisiologica a sfruttare meccanismi di feedback per regolare
I’omeostasi. Il cervello ha un ruolo determinante nel processo decisionale che porta all’atto
nutritivo, € responsabile dell'integrazione dei segnali ormonali e neurotrasmettitoriali che
trasmettono informazioni sullo stato metabolico dell'organismo (Schwartz et al, 2000). Tra i
molti fattori che influenzano la decisione di iniziare o smettere di mangiare, hanno ruolo
rilevante il contesto sociale, la quantita di cibo disponibile, la dieta ritenuta adeguata, il volume e
il contenuto energetico degli alimenti consumati. Piu cibo viene ingerito, piu la sensazione di
pienezza diventa forte e la motivazione a mangiare diminuisce (Rolls, 2000,2002). Seguendo le
definizioni di Blundell (1991), usiamo il termine sazieta quando si parla della terminazione del

pasto, ci si riferisce allo stato successivo dell’essere sazi (Smeets et al, 2006).

La fame e la sazieta sono quindi il risultato di processi fisiologici complessi. Quanto un cibo sia
in grado di stimolare il nostro appetito € proporzionale al piacere che si prova quando si mangia
quel determinato alimento, ed ¢ strettamente legato alle proprieta sensoriali del cibo stesso
(Berthoud, 2006). Gli alimenti dolci e ricchi di grassi richiamano fortemente 1’attivita sensoriale
e suscitano effetti gratificanti dopo 1’ingestione. Il cibo, infatti, non ¢ solo nutrimento, ma ¢
spesso consumato per il piacere che arreca. La regolazione dell’appetito ¢ il bilancio attivo di
diversi neurotrasmettitori, che agiscono senza la necessita di un impegno cosciente da parte
dell’individuo. L’appetito esprime il desiderio di ricercare alimenti specifici, spesso questa
ricerca é stimolata dal contesto o da input sensoriali associati, che permettono di far collimare

I’idea del cibo con la sensazione emotiva del piacere (Berridge e Robbinson, 1998).

Il cibo, come tutti gli stimoli gratificanti naturali necessari per la salvaguardia della specie e per
la vita del singolo individuo, e dotato di proprieta di rinforzo, cioé di quelle caratteristiche
positive che permettono al soggetto di avvicinarsi ad esso e di consumarlo, traendone beneficio
(Bassareo e Di Chiara 1997, 1999; Wise, 2006; Aragona et al, 2008). In particolare il consumo di
un cibo dal gusto particolarmente gradevole in ratti alimentati ad libitum con cibo standard,

induce un aumento immediato della concentrazione extracellulare di DA nello shell e nel core
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del NAc e nella PFC, mentre una precedente esposizione a quello stesso cibo determina
I’inibizione selettiva dell’incremento della DA nello shell, ma continua a stimolare la
trasmissione dopaminergica nel core del NAc e nella PFC (Bassareo e Di Chiara, 1997;
Gambarana et al, 2003; Rada et al, 2005; Danielli et al, 2010).

Il coinvolgimento accertato dei sistemi dopaminergici nel meccanismo di rinforzo, fa supporre
che le alterazioni al sistema dopaminergico siano la base dei disturbi alimentari come la fame
compulsiva e la bulimia nervosa (Avenae Bocarsly, 2012). Il cibo non e classificato come
sostanza d’abuso, ma in alcune condizioni patologiche pud avere caratteristiche molto simili,
spingendo 1’individuo ad assumerlo in maniera compulsiva, e a diventare dipendente dal suo
consumo. Il desiderio di mangiare e la sensazione di sazieta che deriva dall’avere consumato un
pasto abbondante sono aspetti del comportamento semplici e naturali, ma che possono
degenerare in malattie gravi. Il disturbo del comportamento alimentare, come ogni disturbo del
comportamento, ha un aspetto difensivo e adattativo che inizialmente sembra gratificante perché
I’angoscia scompare e, contemporaneamente, attiva emotivamente la persona. Si sta sviluppando
una sempre maggiore dipendenza nei confronti di questo comportamento, dipendenza in cui si

associano fattori psicologici e biologici.

Nello studio di Von Frijtag et al, (2000) le risposte correlate alla ricompensa sono state suddivise
in risposte consumatorie e risposte del comportamento appetitivo (Berridge e Robinson, 1998;
Ikemoto e Panksepp, 1999). | termini consumatorio e appetitivo si riferiscono a fasi temporali
del comportamento motivato, consumatorio non si riferisce obbligatoriamente al consumo, ma al
concetto di consumazione, che significa completato o finito (Craig, 1918). Per quanto riguarda il
mangiare o il bere, il comportamento consumatorio € composto da comportamenti ingestivi,
leccate e morsi, modelli edonistici di gusto-reattivita e I'atto di inghiottire la sostanza gratificante
o la soluzione (Berridge e Robinson, 1998), e puo essere valutato con la quantita e 1’assunzione
stessa. Il comportamento appetitivo, invece, si riferisce a comportamenti che si osservano
guando lo stimolo gratificante viene anticipato con comportamenti che precedono il
comportamento consumatorio. | segnali evocati dai comportamenti che riguardano la ricerca del
cibo sono coerenti con la proposta che il consumo di alimenti appetibili aumenta la reattivita dei
circuiti di ricompensa per il consumo alimentare, potenziando i comportamenti di alimentazione

e inducendo un consumo maggiore (Volkow et al, 2012).

I comportamenti che riguardano la ricerca del cibo sono diretti a consentire I'acquisizione di tali

risultati intrinsecamente gratificanti. Questo puo portare a modifiche dei processi neurali che
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sono alla base dei processi di apprendimento, attribuendo rilevanza alle indicazioni e le risposte
che prevedono un risultato significativo. Disfunzione dei sistemi di ricompensa del cervello
possono portare a risposte anormali nei confronti del cibo appetibile. Stimoli ambientali possono
aumentale il valore della motivazione alla ricerca del cibo. Il wanting, come gia descritto, si
identifica con l'attribuzione di rilevanza agli stimoli associati e il liking ¢ I’effetto piacevole alla
fine della consumazione. In termini di cambiamenti comportamentali, nei roditori, a seguito di
esposizione a cibi appetibili, le differenze sono state osservate nella produzione delle risposte
date nei confronti di cibi gratificanti, e si osservano comportamenti simili al craving, come
I’incremento di attivita indotta dallo zucchero dopo il termine di una dieta (Avena et al, 2005).
Inoltre, gli studi che prevedono una riduzione dell’accesso al cibo appetibile (Martire et al, 2014)
indicano che i ratti limitano 1’assunzione di cibo standard di laboratorio dopo I'esposizione a cibo
appetibile ad alto contenuto di grassi e di zucchero, suggerendo una possibile reazione al piacere.
Questo suggerimento € supportato dalla riduzione dell’espressione degli mRNA dei recettori
CB1 per i cannabinoidi e i recettori i per gli oppiodi, indicando cambiamenti nelle reazioni

edonistiche in seguito ad un interruzione di stimoli piacevoli (Martire et al, 2014).

Nei ratti, il cannabinoide naturale THC aumenta il food intake (Williams et al, 1998) e il
consumo di soluzioni dolci. L’uso dell’antagonista per i recettori CB1, SR141617, riduce il food
intake (Arnone et al, 1997; Colombo et al, 1998; Freedland et al, 2000; Mclaughlin et al, 2003).
E stato a lungo dimostrato che negli uomini la cannabis aumenta ’appetito e la consumazione di
cibo, soprattutto di cibi dolci (Foltin et al, 1988; Yeomans e Gray, 2002). Quindi, i cannabinoidi
sembrano in parte influenzare il food intake tramite una modificazione della risposta edonica al
cibo. E da notare, inoltre, che la shell del NAc é un sito altamente sensibile all’azione dei
cannabinoidi sull’assunzione di cibo: il 2-AG somministrato in questo sito produce una
importante risposta iperfagica (Kirkham et al, 2002). La shell & coinvolta nella genesi
dell’eccitazione emozionale e nell’attivazione comportamentale in risposta a stimoli

potenzialmente gratificanti, inclusa la stimolazione a mangiare. Inoltre, il digiuno aumenta i

livelli di anandamide e 2-AG nel sistema limbico (Fride et al, 2005).

Alcuni studi suggeriscono che differenti nutrienti influenzino I'attivita del SNC dei mammiferi,
per esempio la caffeina (Tang et al, 1989), I'acido succinico (Chen et al, 2003), i fitoestrogeni
della soia (Lund et al, 2001), per citarne alcuni. Diversi principi attivi negli alimenti e nelle
bevande sono stati identificati come componenti efficaci per migliorare I'umore (Ottley et al,
2000). Per esempio, & stato osservato che l'assunzione di cioccolato é in grado di migliorarne il

tono. 1l consumo di cioccolato e stato a lungo associato con il divertimento e il piacere.
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Affermazioni popolari attribuiscono al cioccolato proprieta stimolanti, rilassanti, euforizzanti,

afrodisiache, toniche e antidepressive (Parker et al, 2006).

Il consumo sfrenato di cibo appetibile ha dimostrato di aumentare il valore di rinforzo e
gratificante di alimenti, innescando associazioni apprese tra spunti che prevedono la disponibilita
di ricompense alimentari. Questi stimoli ambientali esterni, come la vista e I'odore di particolari
alimenti, evocano aspettative positive. Queste reazioni sono coinvolte nei meccanismi che
portano all'uso cronico di droghe (Jastreboff et al, 2013; Meule et al, 2012, 2014). Fattori sociali
e culturali contribuiscono senza dubbio alla diffusione di dipendenze, all’inibizione del controllo,
sia legate alle sostanze d’abuso che ai cibi. Nello specifico, ambienti che promuovono le cattive
abitudini alimentari e I’inattivita fisica sono ritenuti fondamentali nella diffusione del problema

dei disordini alimentari (Volkow et al, 2011).

Cibo e Dopamina

I meccanismi neurobiologici della dipendenza possono aiutarci a capire i processi che sfociano
nei disordini alimentari. Sia, per quanto riguarda gli esseri umani, per i possibili parallelismi tra
contesti culturali affini sia, nei modelli animali, per le analogie fisiologiche che possono
associare i meccanismi che si innescano nelle patologie d’abuso e nei disturbi mentali. La DA €
implicata in alcune patologie alimentari, come il binge eating disorder (Bello e Hajnal 2010),
I’obesita (Cota 2006) e la bulimia nervosa (Uher et al, 2004). Queste sono patologie di difficile
comprensione, in quanto i sistemi implicati sono numerosi, ma sicuramente un ruolo importante
e svolto dal circuito dopaminergico mesocorticale. | neuroni dopaminergici del mesencefalo,
infatti, proiettano in differenti regioni, inclusa la PFC, dove il segnale dopaminergico é associato
all’apprendimento e alla memoria legata al reward (Phillips et al, 2008), compreso il food
reward (Volkow et al, 2011). Inoltre, I’attivita della PFC risulta alterata, in maniera opposta, in
risposta al cibo nei soggetti affetti da bulimia e anoressia nervosa (Uher et al, 2004). Anche
I’ipotalamo gioca un ruolo chiave nell’integrazione dei segnali che riceve, sia dal punto di vista
chimico che come risultante nelle componenti comportamentali dell’alimentazione e della
regolazione del peso. Ancora il NAc e un componente funzionalmente legato nelle vie che
regolano 1’alimentazione (Stratford e Kelley 1999). L’aumento di attivita delle vie
dopaminergiche nelle strutture corticolimbiche, come la mPFC e il NAc, e stato correlato con gli
effetti associati alla presentazione e alla sazieta dopo un cibo palatabile.
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I recettori CB1 sono localizzati in diverse regioni cerebrali: nel sistema mesolimbico, dove
influiscono nella risposta a stimoli piacevoli derivati non solo dall’assunzione di cibo appetitoso
ma anche di sostanze d’abuso, ¢ nell’ipotalamo, nei cui nuclei sono localizzati i neuroni che
producono neuropeptidi anoressizzanti in grado quindi di controllare e modulare 1’apporto
alimentare. Tuttavia, & probabile che queste interazioni possano comportare il coordinamento
delle attivita dei neuroni dopaminergici della VTA. Evidenze sperimentali suggeriscono che gli
endocannabinoidi  eserciterebbero un’influenza importante sull’attivita ~dopaminergica
mesolimbica (Hermann et al, 2002; Van der Stelt e Di Marzo, 2003; Lupica et al, 2004). E cosi
facendo, possono essere essenziali per l'orientamento verso stimoli motivazionali significativi e
appropriate risposte comportamentali, come la ricerca del cibo (Melis et al, 2004; Lupica e
Riegel, 2005). In accordo, dosi di A9-THC con effetto iperfagico stimolano il rilascio di DA nel
NAc (Gardner, 2005; Gardner e Vorel, 1998; Malone e Taylor, 1999). Verty et al, (2004b) hanno
riportato che D’iperfagia indotta dal A9-THC & attenuata da una dose inattiva a livello
comportamentale dell’antagonista dei recettori D1, SCH23390, suggerendo che il segnale
dopaminergico mesolimbico potrebbe essere cruciale per I’azione appetitiva dei cannabinoidi. 11
ruolo degli endocannabinoidi nel controllo dell’appetito ¢ ben documentato da numerosi studi
che hanno dimostrato come 1’anandamide ¢ in grado di stimolare il food intake sia tramite una
somministrazione sistemica (Williams e Kirkham, 1999; Hao et al, 2000) che direttamente
nell’ipotalamo ventromediale (Jamshidi e Taylor, 2001). In effetti, i cambiamenti sull’assunzione
di cibo associati al consumo di cannabis potrebbero riflettere un ruolo importante del sistema
endocannabinoide sul controllo dell'appetito, sul comportamento alimentare, sul metabolismo
energetico e il bilanciamento del peso corporeo (Williams CM, Kirkham et al, 2002). Regioni
cerebrali con elevata densita di recettori CB1 sono coinvolte nel controllo dell'alimentazione e
del peso corporeo (McLaughlin et al, 2003; Abood, 2005; DiPatrizio e Simansky, 2008). Inoltre,
i cambiamenti nell'espressione dei recettori CB1 sono associati a una compromissione

metabolica o a stati di obesita (Timofeeva, et al, 2009; Bermudez-Silva FJ, et al, 2010).

Numerosi studi confermano uno stretto rapporto tra il sistema endocannabinoide e il
comportamento alimentare. Tra questi sono rilevanti quelli di Di Marzo relativi ai topi knockout
per i recettori CB1, che hanno mostrato come questi animali, sottoposti a deprivazione di cibo,
mangiassero meno rispetto ai controlli e il loro food intake non venisse influenzato dal
trattamento con SR141716; quest’ultimo, al contrario, riduceva il food intake sui topi di controllo
agli stessi livelli osservati nei topi knockout (Di Marzo et al, 2001). Si presume quindi che vi sia

una forte correlazione tra i livelli limbici di endocannabinoidi e di DA e ’aumentato desiderio
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verso il cibo gustoso. Numerose evidenze supportano il coinvolgimento degli endocannabinoidi
nei processi che regolano 1’appetito e la consumazione di cibo. La stimolazione dei recettori CB1
migliora I’apprezzamento del cibo, quindi aumenta la motivazione ad avvicinarsi al cibo e ad
iniziare a mangiare. Gli endocannabinoidi appaiono legati alla stimolazione della ricerca di cibo
e all’induzione dell’assunzione di cibo, ed anche alla valutazione sensoriale ed edonica del cibo

durante I’ingestione (Berridge, 2000; Kirkham e Williams, 2001).

La DA svolgerebbe quindi un ruolo importante nel controllo del food intake. Studi su animali
indicano che la frequenza dei pasti e la quantita degli stessi sono sotto il controllo dopaminergico
e la DA é ritenuta essere la base del meccanismo che permette cambiamenti dell’alimentazione

anche in altre sfere comportamentali (Clifton, 2000).
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Impulsivita

L’impulsivita ¢ generalmente considerata una conseguenza del ridotto funzionamento esecutivo.
In particolare, I'azione impulsiva é determinata dalla co-presenza di deficit dei processi inibitori e
forti impulsi (Hofmann et al, 2009). La mancanza di autocontrollo € generalmente associata a
psicopatologie, quali schizofrenia o disturbo ossessivo-compulsivo, nonché a problemi di
controllo del comportamento aggressivo. Non riuscire a controllare o dirigere le proprie azioni
impedisce all’individuo di avere totale padronanza delle sue azioni e delle sue scelte, rendendolo
quindi potenzialmente sensibile al condizionamento da parte di un elemento o uno stimolo

presente nell’ambiente.

Avanzi e collaboratori (2006) hanno dimostrato che tra i malati di Parkinson il 6% inizia a
giocare d'azzardo in modo patologico, contro lo 0.25% della popolazione sana. Dagher e
Robbins (2009) suggeriscono che l'alterazione dell'attivitd dopaminergica indotta dalla terapia
farmacologica per la patologia del Parkinson possa spiegare questa aumentata percentuale.
L’impulsivita ¢ uno dei principali sintomi associati a disturbi del controllo comportamentale,
come l'abuso di sostanze e il gioco d'azzardo patologico; e inoltre ben nota la correlazione con
alcuni disturbi neuropsichiatrici, come il disturbo bipolare e disturbo di personalita borderline
(Dick et al, 2010; Michalczuk et al, 2011; Zucker et al, 2011). Lo scarso controllo, posto in
relazione a stimoli di ricompensa e a forti stimoli emotivi, porta all’incremento della
motivazione per il conseguimento dell’obiettivo, che tendenzialmente viene associato ad una
ricompensa immediata o0 anche a stimoli negativi (Robinson e Berridge, 2003; Crews e Boettiger
2009).

Visto il coinvolgimento del sistema dopaminergico mesolimbico nella risposta al piacere, studi
recenti hanno evidenziato la complessita della risposta impulsiva (Cyders e Smith, 2008; Zucker
et al, 2011) che sfocia in fenomeni altrettanto complessi come la dipendenza da sostanze
stupefacenti, la compulsivita del gioco d’azzardo e altre patologie psichiche, dove la mancanza
di controllo gioca un ruolo fondamentale (Castellani e Rugle 1995, Verdejo-Garcia et al, 2008).
La DA non é solo la molecola del piacere, il suo ruolo & molto complesso. Interviene, come gia
detto, nella regolazione delle funzioni cognitive (apprendimento, presa di decisione ponderata,
working memory), nella regolazione dei comportamenti motivati, nella regolazione del controllo
motorio, nelle regolazioni neuro-ormonali, come la risposta allo stress, e in quella del tono

dell'umore. La sovra stimolazione delle aree limbiche dopaminergiche potrebbe portare
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I'individuo a ricercare maggiormente la novita e la gratificazione e a ridurre la tendenza ad
evitare i pericoli e ad avere paura delle punizioni (Bodi et al, 2009). Questo, accompagnato ad
una riduzione nell'attivita del sistema dopaminergico mesocorticale, porterebbe l'individuo a
ricercare il piacere senza curarsi delle conseguenze negative, in maniera compulsiva. E stato
recentemente suggerito che queste modificazioni nell'attivita del sistema dopaminergico
mesocorticolimbico possano essere alla base dello sviluppo di dipendenza (Volkov et al, 2009).

La modulazione dopaminergica della motivazione funziona facilitando il consolidamento di
ricordi associati a ricompense o alla possibile previsione di queste (Schultz, 1998); questo appare
rilevante per scatenare I’incentivo verso tutti i comportamenti correlati (Volkow et al, 2009).
Differenze individuali di base nella funzionalita dopaminergica prefrontale rappresentano il
fulcro della variabilita comportamentale impulsiva e del rischio per lo sviluppo di disturbi del
controllo degli impulsi, tra cui I'abuso di sostanze (Congdon e Canli 2005; Urcelay e Dalley
2012). Nel lavoro di Barbara J. Weiland del 2014 si vuole dimostrare la relazione tra PFC e NAc
durante la fase di elaborazione centrale di anticipazione della ricompensa, associando il
meccanismo a variazioni di impulsivita. La mPFC e coinvolta nel mediare il rapporto tra
esperienza emotiva personale e il contesto ambientale (Phan et al, 2004). Esperimenti con
modelli animali supportano questo ruolo della mPFC nell'influenzare il processo decisionale
basato sulla ricompensa. Il metabolismo della DA aumenta sia nel NAc che nella mPFC in
risposta a stimoli positivi (Herman et al, 1982), tuttavia, il metabolismo della DA risulta
aumentato solo quando lo stimolo viene ripresentato nell'ambiente in cui lo stimolo era avvenuto,
suggerendo un effetto di condizionamento che permette alla mPFC una funzione di controllo
all'interno del sistema centrale DA (Herman et al, 1982 ). Un recente studio ha dimostrato una
relazione tra l'attivazione corticale prefrontale durante un processo decisionale e la disponibilita
dei recettori D2-D3 in NAc, che supporta un collegamento interattivo tra I’attivita mesolimbico e
frontale (Kohno et al, 2013). Gli individui piu impulsivi tendono quindi ad essere piu inclini ad
avere meno controllo frontale in momenti decisionali, soprattutto quando si tratta di stimoli
altamente emotivi, e contemporaneamente mostrano una riduzione del rilascio di DA
subcorticale. La mPFC & una regione regolatoria associata con I'apprendimento e la valutazione
della ricompensa, che media la risposta impulsiva anche attraverso la modulazione del sistema
dopaminergico che afferisce al NAc (Weiland et al, 2014). Ratti altamente impulsivi, che hanno
quindi difficolta ad inibire la loro risposta in attesa della comparsa di uno stimolo, mostrano
livelli pit bassi dei recettori D2 per la DA nello striato e risultano piu sensibili all’auto-

somministrazione di cocaina, rispetto a soggetti meno impulsivi (Dalley et al, 2008). E quindi
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confermato un ruolo importante della PFC nell’inibizione del comportamento e il ruolo della DA
che modula la prontezza sia all'inibizione che all'attivazione, monitorando la possibilita di errore
e la qualita della risposta (Brown e Robbins 1991; Ghahremani et al, 2012; Bari e Robbins,
2013; Chevrier e Schachar 2010; Nandam et al, 2013 ).

In particolare, per quanto riguarda il controllo del comportamento alimentare, la capacita di
resistere alla tentazione di mangiare richiederebbe il corretto funzionamento dei circuiti
neuronali coinvolti nel controllo per opporsi alle risposte condizionate che predicono il desiderio
e la ricompensa dall'ingestione di cibo. Studi di imaging mostrano che i soggetti obesi
potrebbero avere disfunzioni nei pathways dopaminergici che regolano sistemi neuronali
associati a sensibilitd della ricompensa, condizionata e controllo (Volkow et al, 2011). In
letteratura esistono numerose evidenze che provano che molti altri circuiti, e non solo quelli che
regolano fame e sazieta, incidono sull’assunzione di cibo, e in particolar modo possono giocare
un ruolo determinante in quei casi in cui siano presenti a livello centrale deficit che portano ad un
consumo eccessivo 0 estremamente ridotto di cibo, come obesita e anoressia (Rolls, 2008). In
particolare, il sistema limbico, con il NAc, I’amigdala e I’ippocampo, alcune regioni corticali,
come la PFC e i sistemi neurotrasmettitoriali, quali DA, serotonina, oppioidi e cannabinoidi,
hanno un ruolo fondamentale nella regolazione degli effetti gratificanti del cibo, agiscono sul
sistema della ricompensa e quindi fanno leva sulla motivazione, modificando cosi i
comportamenti alimentari (Passamonti L. et al, 2009). Tuttavia, il coinvolgimento della DA nelle

risposte a ricompensa non puo essere limitata al solo valore edonistico.

Segnali condizionanti possono scatenare I'atto di assunzione di cibo anche in ratti sazi (Epsteinet
al, 2009) e, nell'uomo, studi di imaging hanno dimostrato che I'esposizione a stimoli alimentari
provoca aumenti DA nello striato che sono associati con il desiderio di mangiare il cibo (Volkow
et al, 2002). Inoltre la DA é anche coinvolta con la motivazione per eseguire i comportamenti
necessari per procurarsi e consumare il cibo. Infatti, il coinvolgimento della DA nella
ricompensa alimentare & stato associato a una rilevanza motivazionale (Berridge, 2009), un
effetto che é probabile che coinvolga lo striato dorsale e forse anche il NAc (Szczypka et al,
2001). Lo studio di Szczypka et al, del 2001 ha evidenziato il ruolo cruciale della DA nella
ricerca del cibo e nella motivazione, infatti in topi deficitari nella produzione di DA a causa
dell’inattivazione del gene della tirosina idrossilasi, topi DD, hanno osservato una tendenza alla
non nutrizione legata alla mancanza della motivazione a mangiare che poteva essere ridotta

ripristinando la trasmissione dopaminergica nello striato dorsale ma non nel NAc.
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Numerosi studi associano i disturbi alimentari con deficit delle funzioni esecutive cognitive,
dell’attenzione ¢ della memoria. Per esempio, la capacita di inibire gli impulsi verso il cibo che
diventa oggetto di desiderio varia da individuo a individuo e potrebbe essere uno dei fattori che
contribuisce alla vulnerabilita individuale al cibo (Wang et al, 2009). Indipendentemente dal
fatto che gli squilibri siano causa o effetto, i disturbi alimentari sembrano essere un fenomeno
che ricorda il conflitto tra la ricompensa condizionata, i circuiti motivazionali e il controllo
inibitorio, che é tipico dei soggetti che sviluppano una dipendenza da sostanze d’abuso (Volkow
et al, 2009). Impulsivita, o I'incapacita di inibire le risposte, nonostante le conseguenze negative,
potrebbe in parte spiegare perché alcuni individui sono piu inclini a sviluppare la dipendenza
quando esposti a sostanze d'abuso. La motivazione alla pianificazione e il controllo potrebbero
essere pensati come 1'opposto dell’impulsivita; I’aumento dell’impulsivita e la diminuzione della
motivazione puo rendere gli individui piu inclini a sviluppare dipendenza. Questo vede la
contrapposizione di due sistemi dopaminergici, quello mesolimbico e quello mesocorticale.
Inoltre ¢ importantissimo il bilanciamento dell'attivazione dopaminergica sui recettori D1, che
mediano 1’azione e promuovono la via comportamentale, rispetto ai D2, che tendono invece ad

inibire il comportamento.

| deficit inibitori possono influenzare negativamente gli obiettivi di carriera e le relazioni sociali
durante I'eta adulta. Tuttavia, non tutti i comportamenti impulsivi sono svantaggiosi e un certo
grado di perdita di controllo puo avere scopo adattativo (Block 2002). Nei mammiferi superiori,
la possibilita di esercitare un controllo inibitorio su riflessi automatici e risposte condizionate &
probabilmente frutto di un percorso evolutivo per consentire ai processi cognitivi piu lentezza
per guidare il comportamento in determinate circostanze (Jentsch e Taylor, 1999; Robbins,
1996).
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Stress

Lo stress ¢ una risposta psicofisica ad uno o piu stimoli che vengono percepiti dall’individuo
come eccessivi. Hans Selye fu tra i primi probabilmente a parlare di stress in termini fisiologici,
egli lo defini come “una risposta aspecifica dell’organismo ad ogni richiesta effettuata su di esso’
(Seyle 1936). Il termine Stress fu introdotto in associazione all’omeostasi da Cannon, sempre
nello stesso periodo, in relazione al concetto di omeostasi ed in particolare come turbamento
dell’omeostasi stessa. Nel linguaggio comune, il termine stress viene utilizzato per indicare una
situazione negativa o dalle conseguenze negative, uno stato di ansia 0 comunque
preoccupazione. Oggi sappiamo che per parlare di stress dal punto di vista fisiologico e
indispensabile un rapporto tra il soggetto e I’ambiente nel senso piu generale del termine, tanto
da poter comprendere singoli oggetti, relazioni ed eventi. Lo stress & una risposta biologica del
corpo. La durata dell’evento stressante porta a distinguere lo stress in acuto, che si verifica una
sola volta e in breve tempo, e in stress cronico, quando lo stimolo & duraturo e ripetitivo nel
tempo (Seyle 1976).

E tendenzialmente I'aspetto emotivo, il principale fattore incidente sul tipo di reazione da stress
che si verifica. La risposta allo stress coinvolge I’intero organismo, ¢ quindi una reazione
sistemica, che partendo dalla periferia arriva al sistema nervoso centrale, il quale, grazie alle sue
strutture, ¢ in grado di rielaborare 1’insieme di informazioni sensoriali ricevute e di proporre per
il fisico dell’individuo una soluzione adattativa che sia al meglio delle proprie risorse. | circuiti
neurali che regolano il bisogno di energia convergono sul nucleo paraventricolare, che contiene i
corpi cellulari dei neuroni che rilasciano il CRH. Il nucleo paraventriculare regola I'attivita
dell'asse ipotalamo-ipofisi-surrene e risponde ai livelli di glucocorticoidi e insulina in circolo
(Dallman et al, 1995; Nieuwenhuizen e Ritters 2008), questo indica una sovrapposizione tra i
sistemi di stress e alimentazione. I glucocorticoidi, secreti dalla ghiandola surrenale, ¢ 1’insulina
dal pancreas, hanno effetti opposti sulle risposte alimentari, infatti 1 primi favoriscono 1’apporto
di cibo, mentre la seconda riduce l'assunzione (Stracket al, 1995). Lo stress pud aumentare o
diminuire I'assunzione di cibo, sia nei roditori che nell'uomo (Foster et al, 2006; Groesz et al,
2012; Harris et al, 1998; Marti et al, 1994; Mcintosh et al, 1999; Pecoraro et al, 2004; Ryuet al,
2008; Schulz e Laessle, 2012). Nei ratti, la maggior parte degli studi dimostrano che lo stress
riduce I'assunzione di cibo, a meno che il cibo appetibile sia presente durante il periodo di stress

(Adam e Epel, 2007; Dallman et al, 2006; Pecoraro et al, 2004). Tale consumo coinvolge le aree
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sottocorticali che controllano I'eccitazione, lo stress e lo stoccaggio di energia, quindi assistiamo
ad un lavoro sinergico tra asse HPA e SNC (Adam e Epel, 2007). Il sistema dopaminergico puo
avere un'influenza diretta sull'asse HPA attraverso il rilascio di CRH dovuto allo stimolo
stressante che aumenta lattivita della DA nella VTA. Questo effetto del CRH sulla DA
suggerisce che lo stress evoca una risposta per evitare il fattore potenzialmente nocivo (Bello and
Hajnal, 2010). L'assunzione di cibo appetibile € aumentata durante I'esposizione a stimoli
stressanti, in questo modo la risposta allo stress viene tamponata, si riscontrano infatti ridotti
livelli di corticosterone plasmatico, nei ratti che possono consumare cibo appetibile rispetto a
quelli che possono consumano solo cibo standard (Bell et al, 2002; La Fleur et al, 2005). Il
rilascio di DA agisce da feedback negativo verso l'ipotalamo che inibisce ulteriormente il rilascio
di CRH, che si traduce in una riduzione dei livelli di corticosterone e cortisolo. Diversi studi
hanno anche dimostrato che I'aumento dei livelli di glucocorticoidi promuove l'assunzione di

alimenti appetibili (Bhatnagar et al, 2000).

Numerosi studi sperimentali hanno dimostrato che stimoli stressanti, anche di debole intensita,
sono in grado di attivare selettivamente i neuroni mesocorticali (Thierry et al, 1976; Dazzi et al,
1995). Le proiezioni dopaminergiche mesocorticali sono particolarmente sensibili allo stress a
basse intensita che non sono sufficienti ad attivare le vie limbiche che proiettano al NAc e allo
striato (Fadda et al, 1978; Imperato et al, 1990, 1991, 1992; Nakahara e Nakamura, 1999),
inoltre, il rilascio di noradrenalina nella mPFC e ugualmente molto sensibile alla risposta allo
stress (Hata et al, 1990; Rossetti et al, 1990; Taber e Fibiger, 1997). E stato dimostrato che uno
stress di bassa intensita ¢ in grado di indurre un aumento selettivo dell’output della DA nella
PFC (Thierry et al, 1976; Dazzi et al, 1995, 2001). L’aumento ¢ associato ad una
compromissione delle performance sia nei ratti che nelle scimmie, testati sulla funzionalita della
working memory (Murphy et al, 1996). In aggiunta allo stress, la DA nella mPFC aumenta in
risposta ad altri stimoli ambientali. Per esempio, I’alimentazione pud aumentare il rilascio di DA
(Hernandez e Hoebel, 1990; Feenstra e Botterblom, 1996), e come per lo stress, questo effetto
appare molto piu pronunciato nella mPFC che nelle aree subcorticali (Hernandez e Hoebel,
1988; Bassareo e Di Chiara, 1997). Il rilascio di DA in PFC mediale € inoltre particolarmente
sensibile alle novita (Feenstra et al, 1995; Feenstra e Botterblom, 1996; Rebec et al, 1997).
Alterazioni nei comportamenti di ricompensa suggeriscono che la regolazione dei circuiti
cerebrali della ricompensa e del rinforzo possono essere il fulcro fondamentale per gli effetti
dello stress sul comportamento. La VTA é un attore chiave nel sistema di ricompensa del

cervello, e la disregolazione di questa regione del cervello é coinvolta sia nella depressione che
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nella tossicodipendenza (Nestler e Carlezon, 2006; Kauer e Malenka, 2007; Koob e Volkow,
2010; Luscher e Malenka, 2011).

Il modello di stress sociale negli animali ha validita predittiva della depressione nell’umano,
questa evidenza e suggerita dall'azione simile dell'imipramina sul comportamento e sui sintomi
di pazienti umani depressi in cui e stata osservata la ridotta motivazione per gli eventi gratificanti
(Auriacombe et al, 1997; Hughes et al, 1985). La desensibilizzazione del sistema mesolimbico
dopaminergico é stata osservata anche in altri modelli di anedonia (Di Chiara et al, 1999.;
Zacharko e Anisman 1991) e in diversi studi si ipotizza che I’imipramina provveda, attraverso le
sue azioni, all’inversione dell’alterazione del sistema dopaminergico mesolimbico (Dziedzicka-
Wasylewska e Papp 1996; Papp et al, 1994). Diversi trattamenti con antidepressivi si sono
rivelati funzionali nel contrastare le modificazioni comportamentali indotte dallo stress sociale
(Koolhaas et al, 1990; Kramer et al, 1999; Meerlo et al, 1997; Willner et al, 1995). Sono
disponibili diversi trattamenti efficaci per la depressione e per i disturbi d'ansia, tra cui diverse
forme di psicoterapia e farmaci antidepressivi (Bandelow et al, 2012). In letteratura alcune
evidenze dimostrano che la somministrazione d’imipramina in cronico possa ripristinare 1’edonia

in ratti socialmente isolati.

La natura e la direzione di questi effetti sono determinati dalla qualita e dalla durata del fattore di
stress applicato e dalla predisposizione genetica dell’organismo stressato. Alti livelli di anedonia
sociale possono predisporre 1’individuo alla depressione, diminuendo la possibilita di beneficiare
dell’impatto psicologico che deriva da attivita sociali. Il termine anedonia viene utilizzato per
riferirsi alla condizione psicopatologica caratterizzata da un deficit nella capacita di provare
piacere in attivita e situazioni considerate, di norma, gratificanti (Pelizza, 2009). La mPFC non é
solo sensibile allo stress acuto, ma anche a quello cronico, percio, comparati con i controlli, ratti
pre-esposti a isolamento sociale o stress imprevedibili mostrano un elevato aumento nei livelli
extracellulari sia di DA che di NA e il metabolismo della DA nella mPFC, ma non nel NAc e

nello striato in risposta a stress acuto (Gresch et al, 1994).

Modelli animali hanno a lungo suggerito un'interazione tra lo stress e il comportamento della
ricerca di droghe. Lo stress altera in modo significativo il comportamento di un animale verso
sostanze stupefacenti, aumentando I'assunzione iniziale di droga. Protocolli di stress, sia acuto
che cronico, aumentano la auto-somministrazione di psicostimolanti, oppiacei e, in alcuni studi,
I'alcol (Piazza et al, 1990; Ramsey e Van Ree, 1993; Goeders e Guerin, 1994; Haney et al, 1995;

Miczek e Mutschler, 1996; Kosten et al, 2000). Inoltre, lo stress ripristina la ricerca della
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sostanza in animali che hanno interrotto 1’auto-somministrazione (Koob e Volcow, 2010). Lo
stress che deriva da una sconfitta sociale, quando, per esempio, i roditori sono sconfitti da un
aggressore della sua stessa specie, e stato usato come un modello d’incremento della ricerca della
sostanza d’abuso (Miczek et al, 2008). La VTA puo essere un punto d’intersezione cruciale tra lo
stress e la ricerca delle sostanze d’abuso (McFarland et al, 2004). Anche la subordinazione
sociale aumenta l'attivita di neuroni dopaminergici nella VTA, che si riflette in un aumento della
DA rilasciata nel NAc (Tidey e Miczek, 1996).

Come ampiamente detto, un unico modello animale pu0 replicare tutta la miriade di sintomi
associati con schizofrenia e depressione, disturbi influenzati da un ambiente sfavorevole nelle
fasi di vita (Gainetdinov et al, 2001; Lipska e Weinberger 2000), malattie derivate da una
disfunzione di diversi sistemi neurotrasmettitoriali in presenza di concomitanti eventi
psicosociali. Sono state condotte numerose ricerche al fine di chiarire i ruoli dei diversi
neurotrasmettitori del SNC, tra cui la noradrenalina, la serotonina e la DA. Ciascuno di questi
neurotrasmettitori e stato localizzato nei tratti e nei nuclei cerebrali coinvolti nella regolazione

del sonno, dell’espressione delle emozioni e della ricompensa dell’appetito.

Isolamento sociale

L'isolamento sociale & un modello di disturbo d'ansia (Haller e Halasz 1999, Lukkes et al, 2009),
di abuso di sostanze (Hall et al, 1997, Howes et al, 2000, Advani et al, 2007), di depressione
(Migues et al, 2005) e di schizofrenia (Varty et al, 1999, Schubert et al, 2009). Roditori allevati
senza contatto sociale mostrano un fenotipo comportamentale anormale, che include un aumento
della motilita in risposta ad un nuovo ambiente (Sahakian et al, 1982; Hall et al, 1998),
assuefazione alterata (Einon e Morgan, 1976; Gentsch et al, 1982), aumenta l'aggressivita
(Wongwitdecha e Marsden, 1996; Toth et al, 2008) e aumentata capacita di sottrarsi ad una presa
(Petkov e Rousseva 1984; Del Arco et al, 2004). Numerose evidenze sperimentali hanno
dimostrato che I’isolamento sociale in eta adolescenziale porta ad una aumentata sensibilita allo
stress (Lukkes et al, 2009; Weintraub et al, 2010) e inducono deficit delle capacita che
consentono di discriminare tra stimoli rilevanti e irrilevanti, tipici dei pazienti schizofrenici
(Baruch et al, 1988).

L’allevamento di ratti in isolamento sociale post-svezzamento € un modello animale di
deprivazione sociale che racchiude le caratteristiche psicopatologiche relative al sistema limbico
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negli esseri umani. Numerose evidenze in letteratura suggeriscono che I’isolamento sociale post
svezzamento porti ad alterazioni comportamentali e neurochimiche in eta adulta (Fone e Porkess,
2008;. Lukkes et al, 2009). I comportamenti sociali possono essere influenzati dal background
genetico e da fattori ambientali, come le condizioni prenatali e le prime esperienze sociali (Hol et
al, 1999); infatti, le interazioni sociali sono necessarie per la normale vita degli animali,
compresi i roditori. Esponendo i mammiferi a eventi negativi post natali e adolescenziali, come
la maternal separation e 1’isolamento sociale, si notano profondi cambiamenti nello sviluppo del
cervello e nel comportamento (Harlow et al, 1965;. Heim et al, 2004; Rapoport et al, 2005) che

possono contribuire al verificarsi di disturbi psichiatrici.

E stato dimostrato che il sistema dopaminergico mesocorticolimbico subisce importanti
modifiche nel corso dello sviluppo adolescenziale, compresi i processi di riduzione dei recettori
della PFC e dello striato, e potrebbe essere sensibile alle caratteristiche dell'ambiente (Wright et
al, 2008). La deprivazione sociale durante questo periodo si traduce, quindi, in cambiamenti
della neurochimica cerebrale. Livelli di DA extracellulare aumentano anche nel NAc durante e
dopo episodi aggressivi nei ratti (Koike et al, 2009), aggressivita conseguente all’isolamento
sociale. | recettori CB1 modulano la trasmissione sinaptica riducendo il rilascio di GABA e
glutammato (Misner e Sullivan, 1999; Ohno-Shosaku et al, 2001; Straiker e Mackie, 2005).

L’isolamento sociale puo, inoltre, produrre delle alterazioni a lungo termine nel sistema
endocannabinoide (Malone et al, 2008; Sciolino et al, 2010). La disregolazione del segnale degli
endocannabinoidi ¢ implicata nei disturbi dell’emozione e nella risposta a fattori stressanti (Hill
et al, 2005; Eisenstein et al, 2009). Il sistema di segnalazione degli endocannabinoidi regola la
trasmissione dopaminergica, sia indirettamente, attraverso la riduzione del rilascio di
glutammato e GABA sui neuroni dopaminergici, e sia direttamente, potenzialmente attraverso la

formazione degli eterodimeri CB1-D2 (Ferre et al, 2009).

Cuenya et al, (2015) nel loro studio evidenziano la diversa risposta a stimoli comportamentali in
animali che hanno subito isolamento sociale e riconducono queste differenze a una ridotta
inibizione, sostenendo quindi che gli animali isolati mostrino alti livelli di impulsivita. Dati in
letteratura indicano che gli animali isolati abbiano una diversa sensibilita ai rinforzi naturali o
artificiali. Gli isolati manifestano una maggiore preferenza all’etanolo e una maggiore risposta
indotta dalla somministrazione di psicostimolanti come la cocaina, anfetamine, o apomorfina
(Vedi Fone e Porkess, 2008). Questi dati si ricollegano con un possibile squilibrio della

funzionalita dopaminergica (Phillips, Vacca, € Ahn, 2008). La risposta dopaminergica &

29



coinvolta anche nella previsione di un errore o nell’imprevedibilita di una ricompensa (Schultz,
2002), per questo lo squilibrio dopaminergico riscontrato negli animali isolati potrebbe

influenzare la reazione a stimoli inaspettati.

Nel lavoro di Cabib (2002) viene messo in evidenza come non ci siano marcate differenze tra i
valori basali di DA mesocorticale e mesolimbica dei topi isolati, ma la risposta allo stress
promuove l'attivazione parallela del metabolismo DA mesocorticale e mesolimbico negli animali
vissuti in gruppo. Al contrario, negli animali isolati si & riscontrato un potenziamento dell'attivita
dopaminergica a livello mesocorticale, ma una riduzione di quella mesolimbica sulla risposta
allo stress. Questi risultati indicano bilanciamenti opposti tra le risposte DA mesocorticali e
mesolimbiche allo stress, indicando che le risposte centrali e comportamentali allo stress sono
altamente dipendenti alle esperienze individuali (Heidbreder, 2000; Robbins, 1996).
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Obiettivi

| circuiti mesolimbico e mesocorticale rivestono un ruolo di primaria importanza nella
gratificazione naturale (Koob, 1992; Di Chiara, 2002). Studi di microdialisi cerebrale nei ratti
confermano 1’attivazione di questi pathways sia nella fase preparatoria agli stimoli gratificanti,

sia nella fase consumatoria (Pfaus et al, 1990; Radhakishun et al, 1988).

L’attivita neuronale della corteccia prefrontale in risposta al cibo € alterata, in maniera opposta,
in soggetti affetti da bulimia nervosa e anoressia nervosa (Uher et al, 2004). | neuroni
dopaminergici del mesencefalo proiettano nella PFC, questa segnalazione é correlata al controllo
delle funzioni cognitive, € associata all’apprendimento, al food reward, e al comportamento
emozionale e affettivo (Volkow et al, 2011). Poiché l'attivita del sistema dopaminergico
mesocorticolimbico é altamente sensibile sia agli stimoli piacevoli che allo stress, nel mio studio
ho voluto valutare la sensibilita dei neuroni di questo sistema alla presentazione di cibo. Per
poter valutare l'effetto sia dell'anticipazione che del consumo dello stesso, ho utilizzato un
modello di restrizione alimentare che consiste nell'allenare gli animali a consumare il loro pasto
(pellet standard di cibo per ratti) per sole due ore al giorno, dalle 11:00 alle 13:00. In questo
modo, dopo tre settimane di allenamento, gli animali imparano a riconoscere il momento del
pasto ed e possibile pertanto studiare le variazioni della risposta dopaminergica sia nella fase
anticipatoria, che in quella consumatoria (Dazzi et al., 2014).

In questi animali ho poi voluto studiare se I'esposizione cronica ad uno stimolo stressante potesse
modificare la sensibilita dei neuroni dopaminergici mesocorticolimbici al cibo. Per fare questo
ho utilizzato il modello di stress cronico dell'isolamento sociale che consiste nel separare gli
animali dai congeneri dal 21° giorno di eta, stabulandoli in gabbie singole. Gli animali allevati in
condizioni d’isolamento sociale, infatti, presentano alterazioni comportamentali alla sfera
cognitiva legate alla funzionalita dell’area corticofrontale. L’ impulsivita, che & una caratteristica
comportamentale strettamente associata alla dipendenza, ¢ strettamente legata all’ipofunzionalita
corticofrontale. Inoltre, nuove prove su modelli animali e nell'uvomo mostrano che I’impulsivita
predice I'escalation di assunzione di droga, e aumenta la vulnerabilita alla ricaduta dopo periodi
di astinenza. Questo suggerisce che ci puo essere un’alterazione sottostante nella funzione del
cervello che predispone gli individui a comportamenti impulsivi e aumenta il rischio di

sviluppare dipendenza.
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Dato il ruolo cruciale del sistema endocannabinoide nella modulazione del comportamento
alimentare e dell'attivita dei neuroni dopaminergici, ho valutato la capacita dell'antagonista per i
recettori CB1 per i cannabinoidi SR141716 e del loro agonista aminoalchilindolico WIN55,212-

2 di modificare la risposta dopaminergica all'anticipazione e alla presentazione del cibo.

Ho voluto inoltre verificare se la presentazione di uno stimolo piacevole come il cioccolato, o il
trattamento prolungato con il farmaco antidepressivo imipramina potesse alterare la risposta dei
neuroni dopaminergici mesocorticali alla presentazione del cibo. Infine, per verificare che le
modificazioni nella sensibilita dei sistemi dopaminergici mesocorticale e mesolimbico che
s’instaurano in seguito al protocollo di restrizione alimentare da me utilizzato, rappresentassero
realmente un meccanismo di sviluppo di dipendenza da cibo, ho voluto confrontare il mio
modello con un modello di elevata sensibilita alla dipendenza da sostanze d'abuso. Infatti,
modelli animali d’impulsivita hanno dimostrato che i roditori piu reattivi a stimoli nuovi e che
sviluppano una maggiore sensibilita all’autosomministrazione di farmaci, mostrano un maggiore
rinforzo legato alle ricompense alimentari, effetti che dipendono dalla funzione dopaminergica
(Dellu et al, 1996). Pertanto, ho voluto verificare se, confrontando 4 differenti ceppi di topi, con
un background genetico differente, fosse possibile trovare comorbidita tra la sensibilita
all’autosomministrazione di cocaina e ricompensa alimentare usando un protocollo di

apprendimento invertito.
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Materiali E Metodi

La metodica della microdialisi cerebrale prevede I’inserimento in specifiche aree cerebrali di una
fibra da dialisi. La microdialisi, accoppiata alla cromatografia liquida ad alta pressione, HPLC,
consente di monitorare le quantita extracellulari del neurotrasmettitore DA. La tecnica della
microdialisi si basa sul principio che le sostanze con un peso molecolare inferiore a 50000
Daltons presenti nel liquido interstiziale attraversano la fibra da dialisi mediante un principio di
diffusione passiva secondo gradiente di concentrazione, mentre quelle con peso molecolare
superiore vengono escluse e rimangono all’esterno della fibra. Di conseguenza nel passaggio
attraverso la fibra, il Ringer si arricchisce delle sostanze presenti nello spazio sinaptico che

ritroveremo cosi nel dializzato all’uscita dalla fibra.

Le fibre da dialisi sono costruite qualche giorno prima dell’esperimento, sono costituite da uno
scheletro metallico, contenente i due capillari di silice fusa e dalla membrana, una sottile fibra da
dialisi, composta da un copolimero acrilico di sodio-meta-allil-solfonato, ed un cutoff di 50000
Daltons, (Hospal Dasco, Bologna, Italia). Lo scheletro metallico é costituito da due porzioni, che
costituiranno rispettivamente ’ingresso del liquido di perfusione e 1’uscita del dializzato. La
membrana, la cui lunghezza dipende dall’area in cui andra inserita: 1 cm per mPFC e 1,2 cm per
la shell del NAc, accoglie al suo interno i capillari di silice, e la sua superficie € rivestita da colla,
tranne che nella porzione dializzante, anche questa variabile in base all’area in cui verra inserita:
4 mm per la mPFC e 2 mm per il NAc dall’estremita distale. Quest’ultima costituisce la porzione
attiva, attraverso la quale avvengono gli scambi secondo gradiente di concentrazione tra
soluzione di perfusione e ambiente extracellulare dell’area cerebrale nella quale la fibra viene
impiantata. Prima del loro utilizzo le fibre vengono testate “in vitro” per valutarne la percentuale
di recupero rispetto ad una soluzione di DA a concentrazione nota. Vengono quindi utilizzate

solo le fibre con una percentuale di recupero pari al 15+4 %.

Animali

Ratti maschi Sprague Dawley del ceppo CD (Charles River, Como, Italia) di circa due mesi di
vita sono stati allevati nel nostro stabulario e mantenuti sotto un ciclo artificiale di 12 ore di luce,
12 di buio (la luce si accende alle 08:00 e si spegne alle 20:00), a temperatura costante di 22° C,
e umidita relativa del 65 %. Hanno avuto libero accesso all'acqua e al cibo standard di

laboratorio in ogni momento fino all’applicazione del protocollo di restrizione alimentare. Sono
o000
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stati fatti tutti gli sforzi per ridurre al minimo la sofferenza degli animali. La cura degli animali e
la gestione in tutte le procedure sperimentali sono state effettuate secondo la Direttiva del
Consiglio del 24 Novembre 1986 della Comunita Europea (86/609/CEE). Sono stati inoltre

approvati i protocolli sperimentali dal Comitato dell'Universita di Cagliari per I’Etica Animale.

PROTOCOLLO DI ISOLAMENTO SOCIALE

Allo svezzamento, il ventunesimo giorno di vita, gli animali sono stati assegnati arbitrariamente
o0 al gruppo di controllo GH, e stabulati 8 per gabbia, o al gruppo degli isolati ISO, stabulati in
gabbie singole. Una parte dei ratti ISO sono stati reinseriti in gruppo dopo le quattro settimane di
isolamento per altre 4 settimane, ISO + GH, per valutare se I’ambiente socialmente arricchito €
in grado di modificare i cambiamenti indotti nella sensibilita dei neuroni dopaminergici
mesocorticali durante le fasi di anticipazione e consumazione del cibo. I ratti ISO e ISO + GH
sono stati esposti al protocollo della restrizione alimentare rispettivamente dal giorno 35PN

durante il periodo di isolamento e dal giorno 49PN quando gli animali sono stati reinseriti in

gruppo.

ISO ISO + GH
svezzamento ,

svezzamento H

Restrizione

Restrizione alimentare : i ; : H : : g g
H H H : 5 Restrizione alimentare
EeEubreeet Isolamento sociale | Stabulati in gruppo
0 7 21 28 49 0 T 21 28 49 56 77
giorni giorni

Figura 1 Rappresentazione schematica dei protocolli d’isolamento sociale e isolamento sociale seguito dal
reinserimento in gruppo.

PROTOCOLLO DELLA RESTRIZIONE ALIMENTARE

Sia i ratti appartenenti al gruppo GH che i ratti appartenenti al gruppo I1SO sono stati
ulteriormente assegnati arbitrariamente o al gruppo di controllo, che riceve cibo e acqua ad
libitum, o al gruppo food restricted (FR). Come e stato descritto precedentemente (Ghiani 1998),
agli animali FR é consentito I’accesso al loro pasto quotidiano (cibo in pellet per ratti; Dieta
standard GLP, Mucedola, Italia) solo per 2 ore, dalle 11:00 alle 13:00, mentre 1’acqua era
disponibile ad libitum. Il peso degli animali e il cibo consumato sono stati misurati giornalmente

durante le tre settimane nelle quali il regime di FR veniva applicato.
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I ratti ISO e ISO + GH sono stati esposti al protocollo della restrizione alimentare
rispettivamente al giorno 35 durante il periodo di isolamento e al giorno 49 quando gli animali

sono stati reinseriti in gruppo.

TRATTAMENTO LIGANDI RECETTORE CB1

Un gruppo di ratti e stato sottoposto al trattamento cronico (due volte al giorno per 21 giorni) con
I'antagonista dei recettori CB1 per i cannabinoidi, SR141716 (1 mg/kg, i.p.). Diversi animali
sono stati sottoposti al trattamento acuto (40 minuti prima della presentazione del cibo, il giorno
dell’esperimento) con SR141716 (1 mg/kg, i.p.), con WIN 55,212-2 (5 mg/kg, i.p.) o con
entrambi i farmaci. L'SR141716 é stato sciolto in etanolo/Tween 80/salina (1:1:16, v/v/v), il
WIN 55,212-2 in acqua distillata contenente una goccia di Tween 80/ml. Entrambi i farmaci
sono stati somministrati in un volume di 3 ml/kg, e un volume identico di soluzione salina é stato
somministrato ai controlli.

SR141716

WIN55,212-2
WIN + SR

svezzamento

SR141716

Restrizione alimentare

anticipatoria  consumatoria sazieta

Stabulati in gruppo

I tempo
0 7 21 28 35 49

giorni

Figura 2 Rappresentazione grafica dei protocolli di somministrazione cronica e acuta dei ligandi del recettore
CBL1.

TRATTAMENTO CON CIOCCOLATO E IMIPRAMINA

Nella seconda settimana di applicazione del protocollo di restrizione alimentare, una parte degli
animali appartenenti sia al gruppo GH che al gruppo ISO, sono stati ulteriormente divisi in due
gruppi, denominati Ch (cioccolato) e Ch-AD (cioccolato-antidepressivo). | due gruppi hanno
ricevuto tutti i giorni, una volta al giorno, un’ora prima della presentazione del cibo (h 10:00) per
due settimane, rispettivamente 1.4 g di cioccolato bianco in pellet e 20 mg/Kg di imipramina che
sono stati sciolti in un pellet di cioccolato identico a quello che ricevevano gli animali del gruppo
Ch.
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svezzamento

cioccolato + imipramina

cioccolato

Restrizione alimentare

Stabulati in gruppo

Isolamento sociale

21 28 35 49

giorni

Figura 3 Rappresentazione schematica del protocollo di somministrazione di cioccolato e imipramina

Chirurgia

| ratti sono stati anestetizzati con cloralio idrato alla dose di 0.4 g/kg, i.p. e immobilizzati su un
apparato stereotassico che permette 1’impianto della fibra da microdialisi nelle aree cerebrali in

esame, secondo le seguenti coordinate (Paxinos 1982):

e mMPFC. A+32mm;L+08mm;V-53mm
e shellNAc. A+22mm;L+1,0mm;V-7,8mm

Una volta inserita, la fibra viene fissata al cranio con una sostanza cementante e la ferita cutanea
viene suturata in modo che I’animale al suo risveglio sia in grado di muoversi senza

impedimenti.

mPFC NAcc

Bregma +3.2 Bregma +2.2

Figura 4 Rappresentazione schematica della localizzazione della fibra per dialisi nella mPFC e nella shell del
NAc.

36



Procedura degli esperimenti

Gli esperimenti vengono effettuati 24 h dopo I’'impianto della fibra da dialisi per consentire il
recupero dato dallo stress chirurgico, con animali svegli e liberi di muoversi all’interno di cubi di
plexiglas, nei quali vengono posizionati subito dopo 1’operazione. La soluzione di perfusione,
Ringer (3 mM KCI, NaCl 125 mM, CaCl, 1.2 mm, 1 mM MgCl,, 23 mM NaHCOs;, 1,5 mm
potassio fosfato, pH 7.3), ha una concentrazione salina analoga a quella del liquido
extracellulare, viene pompata attraverso il tubo d’ingresso della fibra con un flusso costante di
2.0 pl/min. I campioni di dializzato (40 pl) sono stati raccolti ogni 20 min nell’intervallo di
tempo 8:30-15:00, e immediatamente iniettati in un sistema HPLC (High Pressure Liquid
Chromatography) dotato di colonna cromatografica a fase inversa (LC-18-DB Supelco) e
accoppiato a un rivelatore elettrochimico per la determinazione della DA (Glassy Carbon UniJet
Working Electrode, 6mm di diametro), come precedentemente descritto (Dazzi 1997). Per la
misurazione di DA e stata applicata una differenza di potenziale di +650 mV. La fase mobile e
rappresentata da tampone fosfato (NaH,PO4 73.4 mM, NaCl 4.4 mM, OSA 3 mM, EDTA 0.1
mM, Metanolo al 10%, pH 3,2). sono state valutate le concentrazioni di DA nella fase
anticipatoria (le due ore antecedenti la presentazione del cibo), nella fase consumatoria (le due
ore durante le quali il cibo era a disposizione degli animali), e nella fase di sazieta (le due ore
successive la rimozione del cibo). La media dei valori relativi alla concentrazione del
neurotrasmettitore nei primi due campioni ¢ stata valutata come 100 %, e tutti i valori successivi

sono stati espressi come media = SEM rispetto al valore basale.

Istologia

Alla fine dell’esperimento 1 ratti vengono anestetizzati con una soluzione satura di cloralio idrato
per poter essere sacrificati e sottoposti alla rimozione dei cervelli che vengono tagliati in sezioni
coronali e osservate al microscopio per valutare la corretta posizione della fibra con 1’ausilio
dell’atlante di Paxinos e Watson (1998). Tutti 1 ratti in cui la sonda era situata al di fuori della

regione di destinazione sono stati esclusi dall’analisi.

Attivita motoria

Gli animali sono stati posti in un motility meter (Omnitech Electronics Inc.), un macchinario
dotato lateralmente di cellule fotoelettriche che registrano gli spostamenti dell’animale. Le

cellule fotoelettriche sono localizzate su due barre poste parallelamente tra loro e separate dalla
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gabbia e operano trasmettendo, le une alle altre, raggi infrarossi che vengono interrotti al
passaggio dell’animale. Piu saranno frequenti i movimenti dell’animale e maggiormente
verranno interrotti i raggi dello strumento, permettendo ad appositi contatori di registrare tutte le
interruzioni provocate dall’animale. Ogni gabbia consiste in una gabbia 41x41x30 centimetri di

polipropilene e di PVC espanso appositamente progettata per 1’attenuazione del suono .

Il comportamento esplorativo spontaneo € stato misurato in ratti FR in tempi diversi dopo il
periodo di applicazione del regime di restrizione alimentare: durante la Fase anticipatoria (2 ore,
1 ora e 5 min prima della presentazione del cibo), alla fine dell’esposizione al cibo e 2 ore dopo
la rimozione del cibo. Il gruppo di ratti alimentati ad libitum sono stati testati come controlli agli

stessi tempi. Si ottengono cosi i seguenti gruppi sperimentali:

e Controllo
e FR

e Controllo + SR

e FR+SR
e Controllo ISO
e FRISO

Per ciascuna delle fasi temporali e per ogni gruppo sono stati utilizzati otto ratti.

Il giorno del test, i ratti sono stati introdotti nel locale di prova per standardizzare le condizioni
ambientali e lasciati acclimatare per 1 h prima dell'inizio dell'esperimento. Sono stati
successivamente posti individualmente nella gabbia di prova. Gli animali sono stati isolati dal
rumore del registratore e della stampante utilizzata per acquisire i dati mettendo questi dispositivi

in una stanza diversa.

| parametri valutati sono stati I’attivita orizzontale, I’attivita verticale, il tempo totale trascorso in
movimento e la distanza totale percorsa. Ogni trials era articolato in 6 registrazioni, effettuate
ogni 5 minuti, iniziando immediatamente dopo aver posizionato il ratto nella gabbia, per un

periodo totale di 30 min.
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Test comportamentale

Un totale di 64 topi maschi adulti (12 topi per ceppo) appartenenti ai ceppi C57BL/6J, A/J,
CBA/J e DBA/2J, sono stati stabulati alla University of California Los Angeles (UCLA) e fatti
abituare per 14 giorni prima dell’inizio degli esperimenti. Sono stati stabulati 4 per gabbia,
inizialmente con cibo e acqua ad libitum. Tre giorni prima dell'inizio dei test, i topi hanno
ricevuto accesso limitato al cibo nella loro gabbia, sufficiente a mantenere + 85% del peso

corporeo iniziale per tutto il test.

| topi sono stati addestrati e testati tutti i giorni nei box singoli per il comportamento operante
Med Associates (St. Albans, Vermont) dotati di una matrice orizzontale con cinque aperture nose-
poke su un lato della scatola e un’apertura con fotocellula attrezzata per dispensare il cibo. Gli
animali sono stati abituati per tre giorni all'ambiente del test con il pellet di ricompensa sempre a
disposizione per ogni trial; questa fase di esperimento e chiamata abituazione. Nella fase di
training invece ai topi veniva presentato un solo foro illuminato per trial, assegnato in modo
casuale a un foro adiacente al foro centrale, destra o sinistra. Il nose-poke nel buco illuminato
portava alla consegna di un singolo pellet (Noyes senza polvere pellets; Sandown scientifico,
Middlesex, UK) nel compartimento alimentare situato sulla parete della camera opposta rispetto
alle luci. Il recupero del pellet dal foro avviava immediatamente la prova successiva. Un nose-
poke in qualsiasi foro non illuminato determinava un time-out di 5 secondi. Gli animali che
hanno mostrato una tendenza laterale sono stati esclusi dallo studio. La tendenza laterale é stata
definita come una tendenza a scegliere preferenzialmente (pit del 55% delle volte) uno dei due
fori (corrisponde a piu del 5% di errori sullo stesso foro). Tutti gli animali sono stati testati in
sessioni giornaliere che si sono concluse dopo 1 ora o 100 trials. Le procedure sperimentali sono

state implementate usando software personalizzato scritto in Visual Basic ACM.

Analisi statistica

| dati sono stati analizzati confrontando i gruppi con 'ANOVA a due vie per misure ripetute,
usando come fattori il trattamento e il tempo. | valori grezzi delle concentrazioni di DA sono
stati utilizzati per I'analisi, con concentrazioni basali assolute indicate nei risultati. Confronti post
hoc sono stati fatti con i test Newman-Keuls o Bonferroni. Un valore di P< 0.05 e stato
considerato statisticamente significativo per tutti gli esperimenti. Tutti i dati sono espressi come
media + SEM.
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Risultati

Nel mio studio ho voluto valutare per prima cosa le concentrazioni extracellulari di DA nella
mPFC di ratti allenati a consumare il loro pasto quotidiano in sole 2 ore al giorno (11:00 -
13:00). I valori basali in questi animali non differivano significativamente diversi da quelli degli
animali che disponevano di cibo ad libitum (Controlli: 13.5+3.05 fmol/campione da 40 pl ; FR:
12.5+2.95 fmol/campione da 40 pl). Nei ratti FR le concentrazioni extracellulari di DA
aumentano significativamente gia 80 minuti prima della presentazione del cibo e mostrano un
ulteriore aumento del 200%, rispetto ai valori basali, 20 min prima di ricevere il cibo raggiunge
un valore massimo di +320% durante 1’assunzione di cibo. Il valore si riduce progressivamente
nella fase finale dell’assunzione, per tornare ai valori basali 40 minuti dopo la rimozione del
cibo. Nei ratti che hanno avuto libero accesso al cibo durante tutto il giorno, la concentrazione

extracellulare di DA non mostra variazioni significative durante tutto I'esperimento.
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Figura 5 Effetto dell’anticipazione e della presentazione del cibo sulle concentrazioni extracellulari di DA nella
PFC in ratti allenati ad un regime di restrizione alimentare. 1l gruppo FR ha avuto il cibo a disposizione per 2
ore ogni giorno, dalle 11 alle 13. 1l gruppo Controllo ha avuto cibo ad libitum 24h al giorno per tutto il
trattamento. | dati sono espressi come percentuale media dei valori basali + SEM. aP<0.05; a'P<0.01 vs valori
basali

L’ANOVA ha rivelato un effetto significativo della presentazione del cibo [F(1,96)=3.846;
P<0.001].
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Poiché il sistema endocannabinoide riveste un ruolo importante nel controllo del comportamento
alimentare, ho esaminato l'effetto del blocco e della stimolazione del recettore, rispettivamente
con I’antagonista SR141716 (1 mg / kg, i.p.) e I’agonista WIN 55,212-2 (5 mg / kg, i.p.)
sull’aumento delle concentrazioni extracellulari di DA indotto dalla presentazione del cibo nei

ratti FR.

| farmaci sono stati somministrati ai diversi gruppi di animali 40 min prima della presentazione
del cibo. I ratti non sottoposti a restrizione alimentare hanno ricevuto le stesse dosi di SR141617
e WIN 55,212-2; in questi animali, le dosi somministrate non hanno indotto nessun effetto

significativo sulle concentrazioni di DA.

La somministrazione acuta dell'antagonista CB1, SR141716, riduce drasticamente I'aumento
della concentrazione extracellulare di DA osservato nei ratti FR in seguito all'anticipazione e alla

presentazione del cibo.

L’ANOVA ha rivelato un significativo effetto del trattamento [F(3,324)=12,0308, P<0,01], un
significativo effetto della presentazione del cibo [F(18,324)=2,1568, P<0.01], e una significativa
interazione tra i fattori [F(54,324)=1,2687, P<0,01].
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Figura 6 Effetto dell’anticipazione e consumazione di cibo in animali FR sulla concentrazione di DA
extracellulare in mPFC: modulazione con antagonisti del recettore CB1. Il gruppo FR ha avuto il cibo per 2 ore
ogni giorno, dalle 11 alle 13. Il gruppo Controllo ha avuto cibo ad libitum per tutto il trattamento. Gli animali

hanno ricevuto una somministrazione acuta di veicolo o SR141716 (1 mg/kg, i.p.) 40 min prima della
presentazione del cibo. | dati sono espressi come percentuale media dei valori basali + SEM. aP<0.05; a'P<0.01

vs valori basali; bP<0,01 vs il corrispondente valore del gruppo trattato con veicolo.
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E stato dimostrato che la somministrazione cronica di SR141716 sviluppa tolleranza
comportamentale e biochimica (Rubino 2000), mentre 1’effetto anoressizzante viene mantenuto
(Maccioni 2008). Per valutare se la tolleranza puod incidere sulla capacita di questo farmaco di
antagonizzare l'aumento della produzione di DA nella mPFC, indotto dalla restrizione
alimentare, ho valutato I'effetto della somministrazione cronica di SR141716 (1 mg/kg, i.p., 2

volte al giorno, per 21 giorni) in ratti FR.

La concentrazione basale di DA non viene significativamente modificata dal trattamento a lungo
termine con SR141617. Negli animali trattati cronicamente con questo farmaco, 1’aumento
dell’output di DA nella fase anticipatoria risulta completamente antagonizzato, mentre durante la
fase consumatoria si registra una riduzione significativa dell’aumento osservato nei ratti trattati

con veicolo (+80%).

L’ANOVA ha rivelato un significativo effetto del trattamento [F(1,189)=1.947, P<0.001], un
significativo effetto della presentazione del cibo [F(18,189)=0.763, P< 0.001], e una significativa
interazione tra i fattori [F(18,189)=4.951, P<0.001].
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Figura 7 Concentrazioni extracellulari di DA in mPFC durante le fasi di anticipazione e di consumo di cibo in
animali FR: modulazione con antagonisti del recettore CB1. Il gruppo FR ha avuto il cibo a disposizione per 2
ore ogni giorno, dalle 11 alle 13. Gli animali hanno ricevuto una somministrazione cronica di veicolo o
SR141716 (1 mg/kg, i.p.) due volte al giorno. | dati sono espressi come percentuale media dei valori basali £
SEM. aP<0.05; a'P<0.01 vs valori basali; bP<0,01 vs il corrispondente valore del gruppo trattato con veicolo.
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Alla luce dei risultati ottenuti con ’antagonista dei recettori CB1, ho voluto valutare 1’effetto
dell’agonista degli stessi recettori, WIN 55,212-2. La somministrazione acuta di WIN 55,212-2
non induce modificazioni significative nelle concentrazioni extracellulari di DA nei due gruppi
di animali: la concentrazione extracellulare di DA aumenta (+100% circa) 80 min prima della
presentazione del cibo, con un aumento massimo del +350% circa 20 min dopo la presentazione
del cibo, durante la fase consumatoria, con un andamento molto simile a quello osservato negli

animali trattati con veicolo..

L’ ANOVA ha rivelato un effetto significativo della presentazione del cibo [F (3,360) = 3.2564,
P<0.01], un effetto non significativo della somministrazione di WIN 55,212-2 [F (18,360) =
0.2486, P = 0.1248], e un interazione non significativa tra i due fattori [F (54,360) = 0.8596, P =
0.9536].
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Figura 8 Concentrazione di DA extracellulare in mPFC durante le fasi di anticipazione e di consumo di cibo in
animali FR: modulazione con agonisti del recettore CB1. Il gruppo FR ha avuto il cibo a disposizione per 2 ore
ogni giorno, dalle 11 alle 13. Il gruppo Controllo ha avuto cibo ad libitum per tutto il trattamento. Gli animali
hanno ricevuto una somministrazione acuta di veicolo o WIN 55212-2 (5 mg / kg, i.p.) 40 min prima della
presentazione del cibo. | dati sono espressi come percentuale media dei valori basali £ SEM. aP<0.05; a'P<0.01
vs valori basali.
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Dati precedenti (De Luca et al, 2012) indicano che i neuroni mesolimbici dopaminergici che
proiettano alla shell del NAc non rispondono in modo significativo alla presentazione di un cibo
familiare. Ho voluto quindi verificare la risposta di questi neuroni al protocollo di restrizione

alimentare.
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Figura 9 Effetto dell’anticipazione e della presentazione del cibo sulle concentrazioni extracellulari di DA nella
shell del NAc in ratti allenati ad un regime di restrizione di cibo. Il gruppo FR ha avuto il cibo per 2 ore ogni
giorno, dalle 11 alle 13. I dati sono espressi come percentuale media dei valori basali + SEM.

In accordo con le evidenze precedenti (De Luca et al, 2012) le concentrazioni extracellulari di
DA nella shell del NAc mostrano un andamento molto differente da quello osservato in mPFC.
In particolare, nel NAc si osserva un aumento significativo solo nel campione immediatamente
successivo alla presentazione del cibo (+60%). Le concentrazioni extracellulari di DA ritornano

a valori basali gia nel campione successivo.

L’ANOVA ha rivelato un effetto significativo della presentazione del cibo [F(17,108)=1.11; P =
0.3523].
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Ho voluto inoltre valutare se la somministrazione di WIN 55,212-2 potesse modificare questa
risposta. Come mostra la figura 4, nei ratti FR la somministrazione acuta di WIN 55,212-2 (5
mg/kg, 1.p.), 40 min prima dell’esposizione al cibo induce un significativo aumento delle
concentrazioni extracellulari di DA sia durante la fase anticipatoria (+ 60% del basale) che quella
consumatoria (+ 130%). Questo effetto e completamente antagonizzato dalla somministrazione
contemporanea di SR1416171, confermando il coinvolgimento dei recettori CB1.

L'’ANOVA ha dimostrato un effetto significativo del trattamento [F(1,190)=2.058;P<0.01]; un
effetto significativo delle misure ripetute [F(18,119) = 1.359; P<0.01]; ed una significativa
interazione tra i fattori [F(18,190) = 9.264; P<0.01].
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Figura 10 Effetto dell’anticipazione e della presentazione del cibo sulle concentrazioni extracellulari di DA
nello shell del NAc in ratti allenati ad un regime di restrizione di cibo: modulazione con ligandi del recettore
CBL1. Il gruppo FR ha avuto il cibo a disposizione per 2 ore ogni giorno, dalle 11 alle 13. Gli animali hanno
ricevuto una somministrazione acuta di veicolo, o WIN 55,212-2 (5 mg/kg, i.p.), o una combinazione di WIN 55,
212-2 (5 mg/kg, i.p.) e SR141716 (1 mg/kg, i.p.) 40 min prima della presentazione del cibo. | dati sono espressi
come percentuale media dei valori basali £+ SEM. aP<0.05; a'P<0.01 vs valori basali; bP<0,01 vs il valore del
corrispondente trattato con veicolo.
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Dato il ruolo cruciale della DA nella mPFC nella modulazione della risposta allo stress, per
valutare se 1’esposizione a uno stress cronico possa modificare la sensibilita di questi neuroni
nella fase anticipatoria e consumatoria di cibo, ho voluto analizzare 1’effetto dell’isolamento
sociale come modello di stress cronico, sulle variazioni dopaminergiche in ratti sottoposti ad un
regime di restrizione alimentare, comparando i dati con quelli precedenti ottenuti in animali

stabulati in gruppo (GH; group housed).
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Figura 11 Effetto dell'isolamento sociale sull'aumento delle concentrazioni extracellulari di DA, indotto
dall'anticipazione e dalla presentazione del cibo, nella mPFC di ratti allenati ad un regime di restrizione
alimentare. Gli animali hanno avuto a disposizione il cibo per 2 ore ogni giorno, dalle 11 alle 13. I dati sono
espressi come percentuale media dei valori basali + SEM. aP<0.05; a'P<0.01 vs valori basali; bP<0.01 vs
controlli.

Sorprendentemente, nei ratti isolati I'allenamento al cibo non induce il marcato aumento della
concentrazione extracellulare di DA nella PFC, ne nella fase anticipatoria ne in quella

consumatoria che si osserva invece nei ratti stabulati in gruppo.

L’ANOVA ha rivelato un effetto significativo della presentazione del cibo [F(1,315)=1.425;
P<0.001]; un effetto significativo dell’isolamento [F(1,315)=0.236; P<0.001]; ed un effetto
significativo dell’interazione tra i fattori [F(1,315)=2.015; P<0.001].
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Considerando la risposta differente al protocollo di restrizione alimentare tra ratti vissuti in
gruppo e ratti socialmente isolati, ho voluto valutare se nel NAc la FR potesse indurre una

risposta diversa rispetto a quella osservata negli animali GH.
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Figura 12 Effetto dell'isolamento sociale sull'aumento delle concentrazioni extracellulari di DA, indotto
dall'anticipazione e dalla presentazione del cibo, nella shell del NAc di ratti allenati ad un regime di restrizione
alimentare. Il gruppo FR ha avuto a disposizione il cibo per 2 ore ogni giorno, dalle 11 alle 13. | dati sono
espressi come percentuale media dei valori basali £+ SEM. a'P<0.01; vs valori basali.

Negli animali isolati, contrariamente a quelli stabulati in gruppo, 1’anticipazione del cibo induce
un aumento significativo (+90%) delle concentrazioni extracellulari di DA nella shell del NAc
gia 40 min prima della presentazione del cibo; ’aumento persiste per 20 min dopo la

presentazione dello stesso, per tornare poi ai valori basali.

L’ANOVA ha rivelato un effetto significativo della presentazione del cibo [F(17,216)= 3.53;
P<0.0001]; un effetto significativo del trattamento [F(1,216)= 12.87; P = 0.0004]; ed un effetto
non significativo dell’interazione tra i fattori [F(17,216)=1.59; P = 0.0676].
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Poiché studi precedenti hanno dimostrato che la restrizione alimentare aumenta I’arousal in
molte specie di mammiferi (Weed 1997), ho voluto verificare se negli animali FR,
I’anticipazione e il consumo di cibo sono associati ad una alterata attivita esplorativa spontanea

valutata con il Motility Meter.
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Figura 13 Effetto dell'attivita esplorativa spontanea in ratti FR e animali nutriti ad libitum. L'attivita esplorativa
e stata valutata con il motility meter dopo 3 settimane di FR. | parametri misurati sono stati: I'attivita
orizzontale, I’attivita verticale, e la distanza totale percorsa. | valori indicano la media + SEM delle
registrazioni da 5 min a 30 min (grafici a dispersione) o dei primi 5 minuti (grafici a barre). aP<0.05 vs
controllo; BP<0.05 vs 5’ prima del gruppo FR.

| dati indicano che i ratti FR testati 5 minuti prima del consumo alimentare mostrano un aumento

dell'attivita orizzontale e verticale, e percorrono una distanza maggiore, rispetto agli animali

alimentati ad libitum.

L’ANOVA ha rivelato: per I’attivita orizzontale, F(5,49)=5.267, aP<0.05 vs ratti alimentati ad
libitum; per I’attivita verticale, F(5,49)=6.232, aP<0.05 vs ratti nutriti libitum; per la distanza
totale, F(5,49)=5.640, aP<0,05 vs ratti alimentati ad libitum.

Inoltre, gli animali FR testati 2 ore dopo o 2 h prima del consumo di cibo, quando i livelli di DA
sono simili a quelli osservati in animali alimentati ad libitum, hanno mostrato una attivita

esplorativa simile ai ratti di controllo (bP<0.05 vs FR 5 minuti prima, analisi post-hoc Newman-

Keuls).
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Alla luce di questi risultati, e delle evidenze che suggeriscono che I’isolamento sociale modifica
I’attivita motoria degli animali (Morgan 1973; Sahakian et al, 1975), ho voluto verificare se
I’isolamento fosse in grado di modificare la risposta motoria degli animali all’anticipazione e alla

presentazione del cibo.

2500+ 250+
-&- FRISO
2 2 2000 - FRGH o2 2001
€S Controllo GH 38S
N% 1500 -~ Controllo ISO 5% 150
5T z °
.« © 1000 S o 1004
S0 >0
2 E £ E
Z 2 5007 <2 507
c T T T T 9 T T T T
9:00 10:55 13:00 15:00 9:00 10:55 13:00 15:00
Tempo (min) Tempo (min)
© 1500 1001
g . a8
8 o c c 804
= £ ® o
g S 10004 £9
o £ 3% 60
T3 [
o0
29 £ 3 40
§ o 5001 e g_§
c 3 - - g g 204
i —3 28
(=]
c L] T T T c L] ) T T
9:00 10:55 13:00 15:00 9:00 10:55 13:00 15:00
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 14 Effetto dell'attivita esplorativa spontanea in ratti FR, animali nutriti ad libitum e sottoposti ad
isolamento sociale. L'attivita esplorativa e stata valutata con il motility meter dopo 4 settimane di Isolamento
sociale e 3 settimane di FR. I parametri misurati sono stati: l'attivita orizzontale, [’attivita verticale, la distanza
totale percorsa e il tempo trascorso in movimento. | valori indicano la media £ SEM delle registrazioni di 30
minuti effettuate a cavallo dei punti critici del protocollo, per evidenziare possibili variazioni indotte
dall'anticipazione e dalla presentazione del cibo. aP<0.05; a’P<0.01 vs Controllo GH; bP<0.05; b’P<0.01 vs
gruppo FR GH.

Dal grafico e possibile notare come entrambi i gruppi ISO, sia quelli sottoposti a FR che quelli
con il cibo disponibile ad libitum, mostrino un marcato aumento dell’attivita esplorativa motoria

rispetto al gruppo di controllo (GH) e a quello vissuto in gruppo sottoposto a FR (FR GH).

Per D’attivita orizzontale I’ANOVA ha rivelato un effetto significativo dell’andamento temporale
delle curve [F(3,204)= 4.55; P = 0.0041]; un effetto significativo del protocollo di isolamento
sociale [F(3,204)= 7.14; P = 0.0003]; ed un effetto significativo legato all’interazione tra i fattori
[F(9, 204)= 3.34; P = 0.0008]. Per I’attivita verticale ’ANOVA ha rivelato un effetto
significativo dell’andamento temporale delle curve [F(3,204)= 4.05; P = 0.0080]; un effetto
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significativo del protocollo di isolamento sociale [F(3,204)= 14.18; P <0.0001]; ed un effetto
significativo legato all’interazione tra i fattori [F(9, 204)= 6.56; P<0.0001]. Per la distanza totale
percorsa I’ANOVA ha rivelato un effetto non significativo dell’andamento temporale delle curve
[F(3,204)= 1.26; P = 0.2900]; un effetto significativo del protocollo di isolamento sociale
[F(3,204)= 5.49; P = 0.0019]; ed un effetto significativo legato all’interazione tra i fattori [F(9,
204)= 3.11; P = 0.0016]. Per il tempo trascorso in movimento I’ANOVA ha rivelato un effetto
non significativo dell’andamento temporale delle curve [F(3,204)= 1.86; P = 0.1371]; un effetto
significativo del protocollo di isolamento sociale [F(3,204)= 6.94; P = 0.0004]; ed un effetto non
significativo legato all’interazione tra i fattori [F(9, 204)= 1.38; P = 0.2002].
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Figura 15 Effetto dell'attivita esplorativa spontanea in ratti FR, animali nutriti ad libitum e sottoposti ad
isolamento sociale. L'attivita esplorativa ¢ stata valutata con il motility meter dopo 4 settimane di Isolamento
sociale e 3 settimane di FR. [ parametri misurati sono stati: l'attivita orizzontale, |’ attivita verticale, la distanza
totale percorsa e il tempo trascorso in movimento. | valori indicano la media £ SEM delle registrazioni di 30
minuti effettuate 5 minuti prima di ricevere il cibo.
aP<0.05; a’’P<0.001 va Controlli GH; bP<0.05 vs FR GH.
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Negli animali isolati, il protocollo di restrizione alimentare non € in grado di indurre ulteriori

aumenti nell’attivitd motoria come si osserva invece negli animali GH.

Per I’attivita orizzontale I’ANOVA ha rivelato un effetto significativo relativo all’applicazione
del protocollo di restrizione alimentare [F(1, 188)= 4.47; P<0.05]; un effetto significativo del
protocollo di isolamento sociale [F(1,188)= 36.91; P<0.0001]; ed un effetto non significativo
legato all’interazione tra i fattori [F(1, 188)=3.20; P = 0.0751]. Per I’attivita verticale ’ANOVA
ha rivelato un effetto significativo relativo all’applicazione del protocollo di restrizione
alimentare [F(1,188)= 27.13; P<0.0001]; un effetto significativo del protocollo di isolamento
sociale [F(1,188)= 73.78; P<0.0001]; ed un effetto non significativo legato all’interazione tra i
fattori [F(1,188)= 2.90; P = 0.0903]. Per il tempo trascorso in movimento I’ANOVA ha rivelato
un effetto non significativo relativo all’applicazione del protocollo di restrizione alimentare
[F(1,188)= 1.67; P = 0.1972]; un effetto significativo del protocollo di isolamento sociale
[F(1,188)= 33.25; P<0.0001]; ed un effetto non significativo legato all’interazione tra i fattori
[F(1,188)= 2.75; P = 0.0989]. Per la distanza totale percorsa I’ANOVA ha rivelato un effetto non
significativo relativo all’applicazione del protocollo di restrizione alimentare [F(2,369)= 14,35;
P<0.0001]; un effetto significativo del protocollo di isolamento sociale [F(2, 369)= 23,25;
P<0.0001]; ed un effetto non significativo legato all’interazione tra i fattori [F(4,369)= 1,567; P
=0,1824].
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Poiché alcuni dei parametri modificati dall'isolamento sociale possono essere ripristinati
esponendo gli animali ad una condizione sociale, ho voluto valutare se le modificazioni
osservate nell'effetto dell'allenamento al cibo negli animali isolati potessero essere prevenute da
un ambiente socialmente arricchito, ed ho pertanto reinserito in gruppo per altre 4 settimane, gli

animali precedentemente isolati .
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Figura 16 Effetto dell'isolamento sociale sull'aumento delle concentrazioni extracellulari di DA, indotto
dall'anticipazione e dalla presentazione del cibo, nella mPFC di ratti allenati ad un regime di restrizione
alimentare. 1l gruppo FR ha avuto il cibo per 2 ore ogni giorno, dalle 11 alle 13. I gruppi ISO sono stati isolati
allo svezzamento. Per valutare gli effetti dell’ambiente socialmente arricchito, un gruppo di ratti ISO é stato
stabulato in gruppo dopo le 4 settimane di isolamento per altre 4 settimane (ISO+GH). | dati rappresentano la
media + SEM e sono espressi come percentuale dei valori basali.
4P< 0.05 vs valori basali; "P<0.01 vs animali GH.

I miei risultati mostrano che in questi animali persiste I'insensibilita dei neuroni dopaminergici
mesocorticali all'effetto sia dell'anticipazione che della consumazione di cibo, suggerendo che
I'isolamento sociale induca effetti a lungo termine su questo parametro. E, infatti, marcata la
differenza significativa tra gli animali ISO e quelli vissuti in gruppo, ma non € possibile
apprezzare differenze significative tra i ratti socialmente isolati e quelli che hanno subito il

reinserimento in un ambiente socialmente arricchito.

L’ANOVA ha rivelato un effetto significativo nel tempo [F(2,369)= 14,35; P<0.0001]; un effetto
significativo del protocollo di isolamento [F(2, 369)= 23,25; P<0.0001]; ed un effetto non
significativo legato all’interazione tra i fattori [F(4,369)= 1,567; P =0,1824].
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In questa parte del mio studio ho voluto valutare se uno stimolo, piacevole o farmacologico,
fosse in grado di ripristinare la risposta dopaminergica mesocorticale all’anticipazione e al
consumo del cibo negli animali isolati. Per fare cido ho somministrato agli animali, un’ora prima

della presentazione del cibo standard, un pellet di cioccolato.
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Figura 17 Effetto dell’anticipazione e della presentazione del cibo sulle concentrazioni extracellulari di DA, in
ratti isolati allenati ad un regime di restrizione di cibo. Il cibo é stato reso accessibile agli animali isolati, dalle
11:00 alle 13:00, ogni giorno per circa 3 settimane. Un gruppo di animali ha ricevuto una somministrazione
cronica di cioccolato (1.4 g, una volta al giorno, per 2 settimane) un’ ora prima della presentazione del cibo (ore
10:00). I dati sono espressi come percentuale media dei valori basali + SEM. a’P<0.01 vs valori basali; bP<0.05
vs FR.

La somministrazione cronica di cioccolato (1.4 gr al giorno), un'ora prima della presentazione
giornaliera del cibo, non modifica in maniera significativa la risposta al cibo standard dei neuroni
dopaminergici mesocorticali nei ratti isolati. La concentrazione extracellulare di DA nella PFC,
infatti, non varia tra il gruppo degli animali isolati e il gruppo degli animali isolati che hanno

ricevuto il cioccolato.

L’ANOVA ha rivelato un effetto significativo nel tempo [F(17,170)=2,03; P<0.05]; un effetto
non significativo del trattamento [F(1,170)=0,04; P =0,8456]; ed un effetto non significativo
dell’interazione tra i fattori [F(17,170)=1,10; P =0,3528].
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Figura 18 Effetto della somministrazione cronica di imipramina sulle variazione delle concentrazioni
extracellulari di DA in ratti FR isolati. Il cibo & stato reso accessibile agli animali stabulati in gruppo,
isolati e isolati e trattati con imipramina dalle 11:00 alle 13:00, ogni giorno per circa 3 settimane. . | dati
sono espressi come percentuale media dei valori basali + SEM. aP<0.05; a'P<0.01 vs valori basali; b
P<0.05 vs GHFR.

Dato che lo stimolo piacevole da solo non era in grado di ripristinare la risposta al cibo, ho
voluto valutare I’effetto di un trattamento cronico con antidepressivi. E stato infatti dimostrato in
precedenza (Dazzi et al, 2001) che la somministrazione cronica di imipramina € in grado di
antagonizzare la risposta dei neuroni dopaminergici allo stress acuto. Per evitare la
manipolazione degli animali isolati, che é stato dimostrato essere in grado di invertire molti degli
effetti dell’isolamento (Sciolino et al, 2010), ho somministrato il farmaco attraverso il pellet di

cioccolato.

La somministrazione cronica d’imipramina disciolta in un pellet di cioccolato (20 mg/Kg di
imipramina in 1.4 g di cioccolato una volta al giorno, per 2 settimane) ripristina parzialmente
(+170%) la risposta dei neuroni dopaminergici mesocorticali all’anticipazione del cibo.
L’aumento ¢ massimo 40 min dopo la somministrazione del pellet contenente il farmaco e torna

ai valori basali dopo 60 min. Il trattamento cronico con imipramina non € pero in grado di

ripristinare 1’aumento osservato nei ratti GH durante la fase consumatoria.

L’ANOVA ha rivelato un effetto significativo nel tempo [F(17,270) = 39.74; P<0.0001]; un
effetto significativo del trattamento [F(2,270) = 197.99; P< 0.0001]; ed un effetto significativo
dell’interazione tra i fattori [F(34,270) = 14.15; < 0.0001].
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Figura 19 Effetto della somministrazione di cioccolato e di imipramina sull'aumento delle concentrazioni
extracellulari di DA, indotto dall'anticipazione e dalla presentazione del cibo, nella PFC di ratti stabulati in
gruppo ed allenati ad un regime di FR. Gli animali FR hanno ricevuto il cibo dalle 11:00 alle 13:00 ogni giorno
per 3 settimane prima dell’inizio degli esperimenti. Un gruppo di animali ha ricevuto una somministrazione
cronica di cioccolato (1.4 g) contenente 20 mg/Kg di imipramina, un altro gruppo ha ricevuto solo 1,4 g di
cioccolato; entrambi i gruppi una volta al giorno, un’ ora prima della presentazione del cibo (ore 10:00), per 2
settimane prima dell’inizio degli esperimenti. I dati sono espressi come percentuale media dei valori basali +
SEM. a'P<0.01 vs valori basali;b P<0.05; b' P<0.01 vs FR.

Anche negli animali stabulati in gruppo I’assunzione di cioccolato o d’imipramina, induce
modificazioni significative nella concentrazione corticale di DA in risposta al cibo. In
particolare, nel gruppo che assume, un’ora prima del cibo, il pellet di cioccolato, si osserva un
andamento bifasico con un primo aumento di circa il 100% della concentrazione extracellulare di
DA, prima e durante la consumazione del cibo appetibile; questo aumento torna ai valori basali
nel campione immediatamente successivo alla presentazione del cioccolato. Il secondo aumento
(+70% rispetto ai valori basali) si osserva durante la consumazione del cibo standard, dura per
circa 40 min e torna ai valori basali nella seconda ora, durante la quale il cibo € a disposizione
degli animali. Anche la somministrazione cronica di cioccolato (1,4 g) contenente 20 mg/Kg di
imipramina, un‘ora prima della presentazione giornaliera del cibo induce due distinte risposte: la
prima relativa all’esposizione al cioccolato (fase anticipatoria, +150%), la seconda durante la
consumazione del cibo standard (fase consumatoria, +250%) con aumenti superiori a quelli

osservati con la somministrazione del solo cioccolato.

L’ANOVA ha rivelato un effetto significativo nel tempo [F(17,162)=37,95; P<0.0001]; un
effetto significativo del trattamento [F(2,162)=102,79; P<0.0001]; ed un effetto significativo
dell’interazione tra i fattori [F(34,162)=12,55; P<0.0001 ].
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Durante 1’esperienza presso la University of California Los Angeles (UCLA), all’interno di una
collaborazione tra il nostro laboratorio e quello del professor J.D. Jentsch, ho potuto studiare le
differenze presenti tra 4 diversi ceppi di topi sulla sensibilita di questi animali nella risposta
condizionata. Poiché questi ceppi geneticamente differenti hanno mostrato una differente
sensibilita all’addiction, ho voluto valutare se fosse possibile rilevare un parallelo aumento della

sensibilita al food intake.

Numero trials corretti

Numero trials totali

{004 100-
80- 80
e C57BL/6J
60 o Al 601
e DBA/2J
40- - CBA/J 40-
204 204
AB 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 -
giorni giorni

Figura 20 Differenze nella risposta condizionata di topi di diversi ceppi a ricompensa alimentare.

Il primo punto della curva si riferisce al giorno di ambientazione (AB) alla gabbia del test,
seguono dieci osservazioni quotidiane, della durata di massimo 1 h o 100 trials. | dati sono
espressi come percentuale media dei valori basali £ SEM. aP<0.05; a' P<0.01; a” P<0.001 vs

C57BL/J; b P<0.05 vs A/J.

I grafici mostrano il confronto sul numero totale di trials portati a termine e sul numero totale di
trials corretti (con ricompensa di cibo). E interessante notare che il giorno dell’ambientazione
nei 4 gruppi non si apprezzano differenze significative, che invece compaiono a partire dal
secondo giorno di test. Il ceppo C57BL/J raggiunge prima degli altri ceppi la soglia massima di
trials consentita per giorno e mostra il maggior numero di risposte corrette (ottiene £ 80 pellet

per sessione su 100 disponibili).

L’ANOVA ha rivelato un effetto significativo nel tempo [F(10, 440)= 141.05; P<0.0001]; un
effetto significativo sulle differenze tra ceppi diversi [F(3, 440)= 7.82; P = 0.0003]; ed un effetto
estremamente significativo dell’interazione tra i1 fattori [F(30, 440)= 4.97; P<0.0001 1.
L’ANOVA ha rivelato un effetto significativo nel tempo [F(10, 440)= 99.17; P<0.0001]; un
effetto significativo sulle differenze tra ceppi diversi [F(3, 440)= 12.91; P<0.0001]; ed un effetto
estremamente significativo dell’interazione tra i fattori [F(30, 440)= 2.62; P<0.0001 ].
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Discussione

Durante il periodo del mio dottorato, ho utilizzato un protocollo di restrizione alimentare come
modello sperimentale per studiare le variazioni nella risposta dei neuroni dopaminergici

mesocorticali alla presentazione del cibo.

Infatti, numerose evidenze scientifiche che associano i disordini alimentari alle malattie
psichiatriche e all’aumento della sensibilita all’abuso di sostanze, sia negli umani che nei ratti
(Ross 1999), suggeriscono un coinvolgimento sia dei neuroni dopaminergici che di altri sistemi
neuro modulatori nella fisiopatologia di questi disturbi. I miei dati mostrano che, nei ratti allenati
a consumare il loro pasto quotidiano per sole due ore al giorno, dalle 11:00 alle 13:00, le
concentrazioni extracellulari di DA in mPFC aumentano gia 80 minuti prima della presentazione
del cibo, continuano a salire raggiungendo livelli massimi 20 minuti prima della consumazione,
per ritornare gradualmente ai livelli basali dopo la rimozione del cibo. Questi aumenti sono
coerenti con precedenti evidenze che suggeriscono che i neuroni dopaminergici nella mPFC sono
altamente sensibili allo stato emotivo associato alla previsione di una ricompensa (Schultz,
2001). In accordo con un ruolo importante della DA nel mediare 1’anticipazione della
ricompensa, nei ratti che si nutrono ad libitum, cioé che hanno avuto a disposizione cibo per tutte
le ore della giornata, nei quali non é presente alcuna emozione anticipatoria, non é stata osservata

alcuna modificazione significativa nelle concentrazioni basali di DA.

Poiché il sistema endocannabinoide riveste un ruolo importante nel controllo del comportamento
alimentare, ho voluto valutare se il blocco o la stimolazione del recettore per i cannabinoidi CB1,
rispettivamente con 1’antagonista SR141716 e 1’agonista WIN 55,212-2 potesse modificare la
risposa dopaminergica indotta dalla presentazione del cibo nei ratti FR. La somministrazione
acuta di WINS5,212-2 non ha modificato I’aumento di DA indotto dall’anticipazione del
consumo di cibo, mentre il blocco del recettore CB1 con I’SR141716A e in grado di
antagonizzare questo effetto sia nella fase anticipatoria che in quella consumatoria. I miei
risultati mostrano inoltre che in seguito a somministrazione cronica di questo farmaco, per il
quale & noto si instauri tolleranza ad alcuni effetti (Rubino et al, 2000), la capacita di
antagonizzare l'aumento della concentrazione extracellulare di DA nella mPFC, osservato neli

ratti FR, permane.
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Nei ratti non sottoposti a restrizione alimentare le stesse dosi di SR141617 e WIN 55,212-2 non
hanno indotto nessun effetto significativo sulle concentrazioni di DA. L’osservazione che la
somministrazione acuta di WIN55,212-2 sia inefficace nel modificare in mPFC la risposta dei
neuroni dopaminergici alla restrizione alimentare, & in accordo con risultati ottenuti nel nostro
laboratorio che mostrano che I’espressione e la funzione dei recettori CB1 sono down-regolati
nella mPFC di ratti FR (Dazzi et al, 2014) durante la fase anticipatoria e suggerisce che
l'inibizione dell’attivita dei recettori CB1 indotta dal protocollo di restrizione potrebbe essere
significativamente correlata con I’aumento di DA osservato. Infatti, &€ stato suggerito che il
sistema endocannabinoide possa modulare il rilascio di DA in PFC indirettamente attraverso
I’attivazione dei recettori CB1 localizzati nelle terminazioni GABAergiche a livello presinaptico,
i quali inibirebbero il rilascio del GABA che si tradurrebbe in una disinibizione delle
terminazioni glutamatergiche che proiettano alla VTA. Un incremento del rilascio di glutammato
in VTA puo quindi stimolare i neuroni dopaminergici che proiettano dalla VTA alla PFC e
aumentare cosi il rilascio di DA in questa regione (Egerton et al, 2006).

La down-regulation dei recettori CBl1 ¢ stata confermata dall’immunoblot e
dall’immunoistochimica, che rivelano una significativa diminuzione della localizzazione dei
recettori CB1 nella mPFC dei ratti FR durante la fase anticipatoria (Dazzi et al, 2014). Questi
risultati sono coerenti con precedenti studi che mostrano una diminuzione dei livelli di mMRNA
del recettore CB1 nella corteccia cingolata come risultato della restrizione alimentare
(Timofeeva E, 2009; Bello et al, 2012). Presi tutti assieme, questi dati suggeriscono che
I’espressione e la funzionalita dei recettori CB1 sono alterate durante entrambe le fasi nei ratti
FR, e supportano ulteriormente I’ipotesi che modificazioni del comportamento alimentare e del
peso corporeo possono alterare la normale funzione di questi sistemi neuromodulatori
(McLaughlin et al, 2003; Abood 2005; DiPatrizio e Simansky, 2008; Monteleone et al, 2012).

Il sistema endocannabinoide potrebbe funzionare come segnale per il rimodellamento sinaptico
della mPFC a livello delle terminazioni GABAergiche collegate alla risposta eccessiva dei
neuroni dopaminergici osservata negli animali sottoposti a restrizione alimentare durante le fasi
di anticipazione e di consumo di cibo. La marcata risposta dopaminergica nella mPFC di ratti
FR, associata all’anticipazione e la presentazione di cibo, sarebbe legata alla rimodulazione dei
meccanismi presinaptici che contribuiscono alla regolamentazione del rilascio di GABA in
questa regione del cervello, suggerendo che questi cambiamenti potrebbero essere attivati da una
diminuzione della densita e della funzione dei recettori CB1 in risposta ad un rilascio maggiore
di endocannabinoidi dopo I’anticipazione e il consumo di cibo (Kirkham et al, 2002), che,
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modificando I'equilibrio tra i recettori espressi sulle terminazioni GABAergiche, inciderebbe sul
rilascio di DA.

Nel complesso, i miei dati sono in linea con quelli di studi precedenti e sottolineano il ruolo del
sistema endocannabinoide nel controllo di sistemi neurotrasmettitoriali, come quello
dopaminergico, dove contribuiscono direttamente ai meccanismi di incentivazione e di
ricompensa nei roditori e probabilmente anche negli esseri umani (Bello et al, 2012; Timofeeva
et al, 2009).

I miei dati dimostrano che, al contrario di quanto osservato in mPFC, le concentrazioni
extracellulari di DA nella shell del NAc mostrano solo un piccolo e transitorio aumento nel
campione che segue la presentazione del cibo. Questi risultati sono in accordo con dati
precedenti (Di Chiara et al, 2002) che mostrano che, nella shell del NAc la risposta
dopaminergica alla presentazione di un cibo, anche palatabile, scompare quando il cibo diventa

noto, mentre in mPFC questa permane anche in seguito a ripetute esposizioni.

Per valutare se anche il sistema dopaminergico mesolimbico fosse sotto il controllo modulatorio
del sistema endocannabinoide, ho voluto valutare se la somministrazione dell’agonista per i
recettori CB1 WIN 55,212-2 potesse modificare la risposta al cibo dei neuroni dopaminergici
nella shell del NAc. La somministrazione acuta di WIN 55,212-2 induce un significativo
aumento delle concentrazioni extracellulari di DA in quest’area, sia durante la fase anticipatoria,
che in quella consumatoria. Questo effetto & completamente antagonizzato dalla
somministrazione contemporanea di SR1416171, confermando il coinvolgimento dei recettori
CB1 nella regolazione dopaminergica associata ad uno stimolo alimentare. La capacita
dell’SR141617 di antagonizzare I’effetto della somministrazione combinata di WIN55,212-2 € in
accordo con le evidenze che dimostrano che I’'SR141617 possiede un'affinita piu alta per il sito
di legame del recettore CB1 (Hirst et al, 1996). Questo dato suggerisce che probabilmente a
livello della shell del NAc il sistema non lavora al suo massimo potenziale e quindi la
somministrazione di WIN 55,212-2 e in grado di modulare positivamente il rilascio

dopaminergico.

I miei dati sono in accordo con recenti risultati del gruppo di Di Chiara (De Luca et al, 2011) i
quali hanno recentemente evidenziato come la somministrazione di THC sia in grado di indurre
un aumento delle concentrazioni extracellulari di DA nella shell del NAc anche in seguito a
somministrazione di un cibo gia noto. Gli stimoli naturali, specialmente quando nuovi e non

familiari, sono, infatti, capaci di aumentare la DA nello shell del NAc, ma quest’effetto subisce
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una lenta abituazione gia dopo una singola esposizione (Bassareo, 2002). Il THC aumenta,
inoltre, la percezione gradevole dei cibi e il reward dei cibi dolci, suggerendo che la componente
gustativa del cibo sia importante per gli effetti del THC nel comportamento di rinforzo dato dal
cibo (Solinas and Goldberg, 2005). Mahler et al, (2007) hanno mostrato che iniezioni di

anandamide aumentano le reazioni edoniche al saccarosio.

La mia osservazione che sia la somministrazione acuta che quella cronica dell’antagonista per i
CB1 SR141716 attenuino marcatamente l'aumento di DA nella mPFC sia durante la fase
anticipatoria che in quella consumatoria della restrizione alimentare, e che la somministrazione
acuta di WIN 55,212-2 aumenti la DA nel NAc in risposta alla presentazione del cibo, effetto
che viene completamente antagonizzato dal blocco dei recettori CB1 con SR141716, confermano
un ruolo importante del sistema endocannabinoide nella regolazione dell'attivita dei neuroni

dopaminergici in seguito ad applicazione del protocollo di restrizione alimentare.

Dato il ruolo cruciale della DA nella mPFC nella modulazione della risposta allo stress, per
valutare se 1’esposizione a uno stress cronico possa modificare la sensibilita di questi neuroni
nella fase anticipatoria e consumatoria di cibo, ho voluto analizzare 1’effetto dell’isolamento
sociale come modello di stress cronico, sulle variazioni dopaminergiche in ratti sottoposti ad un
regime di restrizione alimentare, comparando i dati con quelli precedenti. Sorprendentemente,
nei ratti isolati I'allenamento al cibo non induce il marcato aumento della concentrazione
extracellulare di DA nella PFC, né nella fase anticipatoria né in quella consumatoria, che si
osserva invece nei ratti stabulati in gruppo. Dato il ruolo cruciale che i neuroni dopaminergici
mesocorticali rivestono nella mediazione della risposta agli stimoli esterni, la mancata risposta di
questi neuroni alla presentazione e al consumo del cibo, suggerisce che negli animali isolati, ci
sia un ridotto controllo sulle funzioni esecutive, che potrebbe essere tradotto con una maggiore
impulsivitda. Numerosi sono gli studi di brain imaging che riflettono la correlazione tra la
diminuzione di massa grigia nelle zone frontali e 1’insorgenza di deficit cognitivi ed esecutivi. Il
ruolo della DA nel controllo inibitorio € ben riconosciuto e un’alterazione nella sua funzione
potrebbe contribuire a disturbi comportamentali, come i disturbi alimentari. Inoltre alcuni studi
sottolineano la correlazione tra la ridotta espressione dei recettori D2 nello striato in caso di
soggetti obesi, che si tradurrebbe in ridotta attivita della PFC (Volkow et al, 2008).

Negli animali isolati, contrariamente a quelli stabulati in gruppo, 1’anticipazione del cibo induce
un aumento significativo delle concentrazioni extracellulari di DA nella shell del NAc;

I’aumento persiste per 20 min dopo la presentazione del cibo per tornare poi ai valori basali.
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I miei dati suggeriscono che lo stress alteri sia la percezione del piacere legata all’euforia che
porta al desiderio del cibo, che quella legata alla consumazione del cibo; sono inoltre in accordo
con l'osservazione che lo stress e in grado di scatenare o esacerbare i sintomi di patologie legate
all'assunzione di cibo. La DA svolge un ruolo importante in questi processi e nei circuiti che
regolano il reward. Alcuni studiosi, come Berridge (2007), sostengono che la DA del circuito
mesocorticolimbico favorisca la motivazione ad intraprendere comportamenti gratificanti, che

egli chiama il “volere”, piu che il “piacere” del reward.

La risposta dello shell nel NAc ai cibi appetibili e in grado di stimolare un reward diverso da
quello promosso dalle sostanze d’abuso, che aumentano altresi la DA nello shell, ma non
subiscono abituazione (De Luca, 2011). 1l cibo quindi potrebbe essere assimilabile, negli eating
disorders, a una droga e agire sui circuiti cerebrali che regolano queste componenti della
gratificazione. Le aree della PFC sono attivate nei soggetti tossicodipendenti durante
I'intossicazione e I'esposizione ai segnali associati alla sostanza stessa, ma sono disattivati
durante 1’assenza (Goldstein e Volkow, 2002). Allo stesso modo, nei ratti, lI'inibizione della
mPFC blocca il ripristino della ricerca della droga (McFarland e Kalivas 2001; McLaughlin e
See, 2003; McFarland et al, 2004), e I’inibizione alla ricerca a sua volta richiama l'attivazione
della corteccia infralimbica (Peters et al, 2008 ). Con l'uso ripetuto di droghe, la ricerca e spesso
innescata dall’associazione di altri stimoli appresi, in cui la DA gioca un ruolo fondamentale
nella valutazione di questi stimoli come stimoli rilevanti (Cornish e Kalivas 2001; Hyman 2005;
Jay 2003; Kelley 2004; McFarland e Kalivas, 2001; Rebec et al, 1997).

Gli studi clinici indicano che le anomalie strutturali, fisiologiche e funzionali all'interno della
PFC facilitano un processo decisionale alterato e lo sviluppo di comportamenti dipendenti, come
il desiderio e la ricerca (Ehrman et al, 1992; Foltin e Haney 2000; Franklin et al, 2002).
Attraverso il sistema dopaminergico mesocorticolimbico le sostanze stupefacenti mediano le loro
proprieta di rinforzo e hanno in comune la capacita di aumentare le concentrazioni di DA (Di
Chiara e Imperato, 1988; Nestler, 2005).

Le funzionalita esecutive includono la capacita di controllare 1’ attenzione, la cognizione, le
emozioni, cioe autoregolarsi (Cacioppo et al, 2000). L’isolamento sociale, negli uomini, viene
sfruttato come atteggiamento attraverso il quale & possibile modulare il sistema della
gratificazione per estendere la sua funzione protettiva di cognizione sociale ed emozionale

(Cacioppo et al, 2009). Individui solitari sono stati trovati ad avere minori probabilita di
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impegnarsi in un regolare esercizio fisico, o di ponderare una reazione emozionale nei confronti

di un evento emotivo (Hawkley et al, 2009).

| ratti isolati sottoposti al protocollo di restrizione alimentare potrebbero quindi presentare un
bilanciamento della neurotrasmissione corticolimbica alterata, simile a quella riscontrabile nei
soggetti che abusano di sostanze, in cui la mancata risposta dopaminergica in PFC indica una
maggiore impulsivita, che ha come conseguenza un mancato controllo del comportamento
inibitorio. Numerosi altri studi associano i disturbi alimentari con deficit delle funzioni esecutive
cognitive, dell’attenzione e della memoria. Per esempio, la capacita di inibire gli impulsi verso il
cibo che diventa oggetto di desiderio varia da individuo a individuo e potrebbe essere uno dei

fattori che contribuisce alla loro vulnerabilita al cibo (Wang et al, 2009).

Esistono evidenze che legano una ridotta attivita dopaminergica in PFC con 1’obesita ed una
iperattivita di quest’area con 1’anoressia, che coinciderebbe con un eccesso di controllo del
comportamento alimentare (Alonso-Alonso e Pasqual-Leone, 2007). Queste modifiche
anatomiche, fisiologiche e comportamentali si riflettono nel modello animale dell’isolamento
sociale. Infatti, cervelli provenienti da animali isolati mostrano una riduzione nella densita delle
spine dendritiche nella PFC e nell’ippocampo (Silva-Gomez et al, 2003), ed un ridotto volume
cerebrale nella PFC (Schubert et al, 2009). La mPFC & coinvolta nel mediare il rapporto tra
esperienza emotiva personale e il contesto ambientale (Phan et al, 2004); durante il processo
decisionale, una maggiore attivazione della mPFC rappresenta la volonta di massimizzare il
rinforzo relativo alla ricompensa (Rogers et al, 2004). Esperienze come l'isolamento sociale, in
particolare durante le prime fasi della vita, aumentano il rischio per un individuo di sviluppare
tossicodipendenza e disturbi psichiatrici (Lu et al, 2003b; Meyer-Lindenberg e Tost , 2012;
Sinha, 2008). Gli animali isolati mostrano aumenti nella quantita di cibo ingerita, nell’auto-
somministrazione di droghe, associate ad un aumento di rilascio di DA nel NAc dopo
I’assunzione e la somministrazione (Brenes ¢ Fornaguera, 2008 ; Fabricius et al, 2011; Howes et
al, 2000; Smith et al, 1997). Animali socialmente isolati mostrano un aumento
nell’apprendimento dell’associazione di stimoli che conducono alla somministrazione di droga.
Inoltre, una volta acquisita, la memoria associata al farmaco € piu resistente in animali isolati.
Nel lavoro di Whitaker 2013 viene suggerito che i cambiamenti di segnalazione e di plasticita
sinaptica indotti dall’isolamento sociale potrebbero rappresentare un potenziale meccanismo

attraverso il quale la vulnerabilita alla dipendenza viene regolata in questo modello animale.
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Evidenze in letteratura dimostrano che € possibile annullare alcuni degli effetti indotti
dall'isolamento sociale esponendo gli animali ad una nuova condizione sociale. | miei risultati
mostrano che reinserendo in gruppo gli animali isolati per altre 4 settimane, persiste
I'insensibilita dei neuroni dopaminergici mesocorticali all'effetto sia dell'anticipazione che della
consumazione di cibo, suggerendo che l'isolamento sociale induce effetti a lungo termine su

questo parametro.

Fattori di stress sociale e psicologico sono parte della vita quotidiana e sono sempre piu
riconosciuti come fattori negativi sulla salute metabolica e la sfera emozionale. Lo stress puo
svolgere un ruolo determinante nelle scelte alimentari (-Alonso and Pascual-Leone, 2007).
Diversi studi hanno dimostrato che 1’esposizione allo stress influenzi l'assunzione di cibo
(Greeno et al, 1994; Wallis et al, 2004; 2009). Nel ratto in generale 1’esposizione ad uno stress
incide sull’ingestione di cibo e sul peso dell’animale (Bhatnagar et al, 2006). In accordo, studi su
ratti isolati mostrano una diminuzione delle risposte appetitive (Von Frijtag et al, 2000). Ratti
che sono stati esposti a una serie di eventi stressanti mostrano una ridotta sensibilita agli stimoli
positivi, correlata ad una diminuzione di una serie di comportamenti consumatori. Per esempio,
si osserva un diminuito consumo di una soluzione di saccarosio dopo esposizione ad uno stress
lieve (Papp et al, 1991; Monleon et al,. 1995) o la perdita di status sociale (Willner et al, 1995).
Questi cambiamenti comportamentali sono ripristinati dal trattamento cronico con antidepressivi
(Monleon et al, 1995; Moreau et al, 1992; Willner et al, 1995).

Alla luce di queste evidenze, nel mio studio ho voluto utilizzare un cibo altamente gradevole,
come il cioccolato, sia come stimolo positivo, sia come veicolo di somministrazione del farmaco
antidepressivo imipramina, per tentare di ripristinare la risposta del sistema dopaminergico
mesocorticale al cibo indotta dall’isolamento sociale sul sistema dopaminergico. E, infatti, noto
che il consumo di un cibo palatabile, in ratti alimentati con cibo standard, induce un aumento
immediato della DA extracellulare nello shell (Wilson et al, 1995; Bassareo and Di Chiara, 1997;
Gambarana et al, 2003; Sahr et al, 2008), nel core del NAc e nella PFC (Bassareo and Di Chiara
1997, 1999a, 1999b; Gambarana et al, 2003).

La somministrazione cronica di un cibo altamente piacevole, come il cioccolato, puo interagire
con diversi sistemi neurotrasmettitoriali (tra cui DA, serotonina e endorfine), che contribuiscono
all’appetito, alla ricompensa e alla regolazione dell'umore. La somministrazione cronica di
cioccolato, un'ora prima della presentazione giornaliera del cibo, non modifica in maniera

significativa la risposta al cibo standard dei neuroni dopaminergici mesocorticali nei ratti isolati.
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E stato dimostrato in precedenza (Dazzi et al, 2001) che la somministrazione cronica di
imipramina € in grado di antagonizzare la risposta dei neuroni dopaminergici allo stress acuto.
Nei miei esperimenti ho somministrato I’imipramina disciolta in un pellet di cioccolato per
evitare la manipolazione degli animali legata alle procedure d’iniezione del farmaco. E stato
infatti dimostrato che la manipolazione pud antagonizzare molte delle modificazioni indotte
dall’isolamento sociale (Sciolino et al, 2010; Pritchard et al, 2013). | miei dati dimostrano che la
somministrazione cronica d’imipramina disciolta in un pellet di cioccolato € in grado di
ripristinare  solo parzialmente la risposta dei neuroni dopaminergici mesocorticali

all’anticipazione del cibo.

Negli animali stabulati in gruppo [’assunzione di cioccolato o d’imipramina, induce
modificazioni significative nella concentrazione corticale di DA in risposta al cibo. In
particolare, nel gruppo che assume, un’ora prima del cibo, il pellet di cioccolato, si osserva un
andamento bifasico, prima e durante la consumazione del cibo appetibile e durante la

consumazione del cibo standard.

In questo gruppo sperimentale le concentrazioni di DA aumentano in prossimita dell’esposizione
al cibo altamente appetibile, spostando quindi la curva che descrive I'andamento delle
concentrazioni di DA in prossimita dello stimolo positivo piu forte. Anche la somministrazione
cronica d’imipramina induce due distinte risposte che mostrano un’intensita simile a quella degli
animali di controllo: la prima relativa all’esposizione al cioccolato, la seconda durante la
consumazione del cibo standard. Nella fase anticipatoria, il piacere, mediato dalla DA, € dettato
da uno stato di euforia ed eccitazione che porta alla ricerca del desiderio e da stimoli distali
percepiti attraverso olfatto e vista. Macht and Dettmer (2006) hanno dimostrato nel loro studio
che mangiare cioccolato induce nelle persone in buona salute dei cambiamenti emotivi positivi:
aumenta |’attivazione, riduce I’affaticamento, suscita gioia. Vari studi hanno dimostrato che gli
individui, in uno stato d'animo negativo o alterato, possono mangiare anche in assenza dello
stimolo della fame, per ricavare conforto (Hepworth et al, 2010; Willner and Healy, 1994; Macht
and Mueller, 2007). Gli stati affettivi sembrano essere strettamente collegati con il consumo di
cioccolato. La fase di craving, vale a dire I’intenso desiderio di mangiare un determinato
alimento, precede spesso l'assunzione di cioccolato (Hill and Heaten-Brown, 1994; Gibson and
Desmond, 1999; Michener and Rozin, 1994; Willner et al, 1998). | miei risultati sono in linea
con gli studi di Yamada et al, del 2009 che mostrano che la somministrazione a cronica di cacao
determina un aumento delle concentrazioni di serotonina nell’amigdala, nello striato e del

turnover della serotonina nell’ippocampo e nella PFC.
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I miei risultati dimostrano che solo il trattamento farmacologico & in grado di ripristinare
parzialmente la risposta dei neuroni dopaminergici mesocorticali all’anticipazione del cibo negli
animali isolati. L’imipramina ¢ in grado di aumentare le concentrazioni extracellulari di DA
nella PFC (Dazzi et al, 2002) tramite il blocco del trasportatore di membrana per la
noradrenalina, NET. Negli animali isolati, tuttavia, l'aumento osservato non sembra essere
dovuto al blocco del reuptake. Infatti, nei ratti che ricevono cioccolato ed imipramina, l'aumento
di DA é evidente gia 20 min prima della presentazione del pellet di cioccolato, torna a valori
basali 20 min dopo la somministrazione dello stesso per aumentare di nuovo raggiungendo il
massimo 60 minuti dopo la somministrazione. Questo andamento suggerisce che l'aumento
osservato sia dovuto ad un ripristino della sensibilita dei neuroni dopaminergici all'anticipazione

del cibo piu che al blocco del reuptake del neurotrasmettitore.

Nel complesso, i miei dati suggeriscono che lo stress cronico, rappresentato dall’isolamento
sociale, sia in grado di alterare sia la percezione del piacere legata all’euforia che porta al

desiderio del cibo, che quella legata alla consumazione del cibo.

In particolare, dato il ruolo importante che i neuroni dopaminergici mesocorticali rivestono nel
comportamento perseverante (Arnsten, 2011), una riduzione nella risposta di questi neuroni
all'attesa e alla presentazione del cibo potrebbe tradursi in un mancato controllo dell'individuo
sulla quantita di cibo ingerita, indipendentemente dal piacere provato durante I'assunzione dello

stesso.

Nello studio di Weed del 1997 si dimostra che la restrizione alimentare puo aumentare lo stato di
arousal in molte specie di mammiferi, per questo ho voluto verificare se nei nostri animali FR,
I’anticipazione e il consumo di cibo fossero associati ad una alterata attivita esplorativa
spontanea. In accordo con le osservazioni precedenti (Weed et al, 1997), i miei dati indicano che
i ratti FR testati 5 minuti prima del consumo alimentare mostrano un aumento dell'attivita
orizzontale e verticale, e percorrono una distanza maggiore, rispetto agli animali alimentati ad
libitum. Inoltre, gli animali FR testati 2 ore dopo o 2 h prima del consumo di cibo, quando i
livelli di DA sono simili a quelli osservati in animali alimentati ad libitum, hanno mostrato una

attivita esplorativa simile ai ratti di controllo.

I miei risultati dimostrano che la down-regolazione di recettori CB1 che si trovano nei ratti FR
(Dazzi et al, 2014) nella fase anticipatoria, € associato ad un aumento dell'attivita esplorativa
durante questa fase; questi dati sono in linea con i dati recenti (Marongiu et al, 2012) che hanno

dimostrato in topi knockout per i CB1 un aumento moderato dell’attivita locomotoria, coerente
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con I’attivazione del circuito neuronale mesocorticale. L'aumento della DA in PFC sembrerebbe
coinvolto anche nello stato di arousal, che viene espresso dagli animali come aumento di
motilita, indotto dalla presentazione e dalla consumazione del cibo nei ratti food restricted. La
DA rilasciata in mPFC svolge infatti un ruolo importante nei comportamenti motori: in alcuni
studi é stato dimostrato che il blocco dei recettori D1 e D2 in mPFC, promosso da antagonisti
dopaminergici, riduce l'attivita motoria spontanea e blocca completamente quella indotta dalla
somministrazione sistemica di amfetamina (Bast et al, 2002). Anche la totale deplezione della
DA in mPFC, indotta da 6-OHDA, porta ad una diminuzione della motilita sia spontanea che
indotta da amfetamina (Tzschentke, 2001). Si puo quindi ipotizzare che la DA rilasciata nella

fase anticipatoria sia un possibile meccanismo alla base di questa aumentata motilita.

Alla luce di questi risultati, e delle evidenze che suggeriscono che I’isolamento sociale modifica
I’attivita motoria degli animali (Morgan, 1973; Sahakian et al, 1975), ho voluto verificare se
I’isolamento fosse in grado di modificare la risposta motoria degli animali all’anticipazione e alla
presentazione del cibo. Dal grafico & possibile notare come entrambi i gruppi I1SO, sia quelli
sottoposti a FR sia quelli con il cibo disponibile ad libitum, mostrano un marcato aumento
dell’attivita esplorativa motoria rispetto al gruppo di controllo e a quello vissuto in gruppo
sottoposto a FR. Negli animali isolati, il protocollo di restrizione alimentare non € in grado di
indurre ulteriori aumenti nell’attivita motoria come si osserva invece negli animali GH, anche se
dalla time course si evidenzia una leggera differenza, peraltro significativa, nell’aumento di
attivita verticale, parametro che potrebbe essere paragonato ad una forma di ricerca e interpretato
come una fase di aspettativa, confermata dall’aumento delle concentrazioni di DA extracellulare

nel NAc.

Questi dati sono in parte in disaccordo con I’ipotesi che negli animali isolati vi sia un aumento
dei sintomi anedonici, ma sono in accordo con altri studi nei quali € stato registrato un aumento
della motilita dei ratti isolati (Syme 1973). Valzelli (1973) descrive ’aumento di motilita come
una risposta generalmente piu esasperata ad un ambiente nuovo, un livello di tensione
probabilmente maggiore spinge questi animali ad un aumento dell'attivita locomotoria

spontanea.

Il cibo é uno stimolo gratificante naturale necessario per la sopravvivenza e la prosecuzione della
specie e proprio per questo motivo € dotato di proprieta di rinforzo, quindi di caratteristiche
positive che inducono il soggetto a essere attratto da esso e a consumarlo, traendone effetti

benefici. In letteratura questo viene chiamato comportamento motivato ed e caratterizzato da
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proprieta incentive (Bindra, 1968; Bolles, 1975) e funzionali. Il comportamento motivato &
dipendente da numerosi e diversi fattori, uno dei quali & stato suggerito potrebbe essere
imputabile a differenze nel patrimonio genetico. In accordo, & stato osservato che in ceppi
geneticamente differenti di topi si pud osservare una differente sensibilita all’addiction da
farmaci. In accordo, Serova e Naumenko (1995) studiando il comportamento dominante
illustrano come funzionalita comportamentali siano strettamente legate sia piu globalmente alle
differenza del genotipo, ma piu nello specifico come queste differenze possano tradursi in
differenze strutturali e neurochimiche di importanti sistemi neurotrasmettitoriali, come il sistema
catecolaminergico. Nel mio studio ho voluto valutare se le differenze presenti tra i 4 diversi
ceppi di topi sulla sensibilita di questi animali nella risposta condizionata, si traducessero in un

parallelo aumento della sensibilita al food intake.

I miei risultati suggeriscono che i topi del ceppo C57BL/6J sarebbero piu motivati sia ad ottenere
la ricompensa sia a lavorare piu duramente per ottenerla; in accordo, questo ceppo mostra un
aumento delle risposte corrette agli stimoli condizionati rispetto agli altri. E ben nota in
letteratura la capacita di questo ceppo di avere una rapida acquisizione e un buon mantenimento
di auto somministrazione di cocaina (Grahame et al, 1995); in generale gli animali appartenenti a
questo ceppo sono un buon modello di risposta gratificante agli stimoli (Crawley et al, 1996).
L’aumentata sensibilita all’addiction di questo ceppo é stato associato a modificazioni nella

trasmissione dopaminergica (Puglisi e Cabib, 1996).

I miei risultati suggeriscono inoltre un maggiore disinteresse e una mancanza di motivazione nei
confronti della ricompensa da parte del gruppo A/J, che pur raggiungendo il numero totale
massimo di trials tra il nono e il decimo giorno di test, ottiene meno pellet rispetto agli altri. In
generale il ceppo di topi C57 mostra bassi livelli di ansia e di vincoli emotivi quando sottoposto
a test comportamentali, mentre i ceppi albini, come il ceppo A/J, rappresentano un modello
iperansioso e ipersensibile (Crawley et al, 1996). Da dati di altri test di apprendimento risulta
evidente come 1 ceppi da me utilizzati, mostrino livelli di rendimento nell’apprendimento
differenti, il ceppo che impara piu velocemente e meglio si conferma essere il ceppo C57,
sequito da DBA, CBA e A/J (Owen et al,1997; Up-church and wehner, 1998; Ammassari-Teule
et al, 1993; Roullet and Lassalle, 1995; Paylor et al, 1993).

Il dato relativo al giorno di habituation, nel quale gli animali erano liberi di consumare il pellet
di cibo senza il vincolo dello stimolo condizionante, nel quale non sono state osservate

differenze tra 1 diversi ceppi, suggerisce che le differenze sull’apprendimento e associazione
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dell’input nei confronti di una ricompensa gradita, come un pellet di cibo, siano legate alla
motivazione all’apprendimento per ottenere la ricompensa, oltre alla evidente tendenza di alcuni

ceppi di mostrare disinteresse nei confronti della ricompensa stessa.

I miei dati sono in accordo con i recentissimi dati di Bassareo et al, (2015) che dimostrano come
durante la risposta al cibo, ricompensa dell’attivita operante, i livelli di DA aumentino nello shell
del NAc, sottolineando I’importanza che eventuali differenze nel comportamento operante
potrebbero essere legate a variazioni nella trasmissione dopaminergica di queste aree e del loro
impatto sui complessi meccanismi di ricompensa e gratificazioni, mediati appunto da quest’area

del NAc.

Il ruolo cruciale che le variazioni dopaminergiche, sia a livello striatale che a livello corticale,
rivestono nel controllo dell'impulsivita e della programmazione, suggeriscono che esse possano
rappresentare il meccanismo principale di sviluppo di dipendenze. Tra i neurotrasmettitori
cerebrali, la DA é quello piu coinvolto nel meccanismo della tossicodipendenza, non solo come
substrato del meccanismo di ricompensa, ma, piu in generale, come substrato dei meccanismi di

apprendimento e neuroadattamento alle droghe (Di Chiara 2004).

In conclusione, i miei risultati confermano un ruolo chiave della DA nella PFC nella risposta al
cibo, sia palatabile sia standard, e sono in accordo con numerose evidenze che suggeriscono che
la PFC rappresenti un'area fondamentale nel controllo dell’assunzione di cibo (Alonso-Alonso
and Pascual-Leone, 2007). E stato dimostrato, infatti, che, nella meta degli anni '90, l'aumento di
peso era un effetto collaterale comune nei pazienti lobotomizzati che avevano cioé subito un
trattamento chirurgico che disconnetteva il lobo frontale dal resto del cervello (Freeman and
Watts, 1950). L’innervazione mesocorticale ¢ responsabile del ruolo determinante della PFC
nella dipendenza dalle sostanze d’abuso. La dipendenza da droghe ¢ inoltre associata con la
marcata diminuzione sia dei recettori D2 sia del rilascio di DA (Volkow ND, et al, 2009). Questa
caratteristica comune induce a pensare che individui possano diventare dipendenti ai cibi
gradevoli allo stesso modo in cui diventerebbero dipendenti da droghe (Avena et al,
2008;Volkow et al, 2005).

Nei mammiferi, la risposta allo stress agisce come motore di plasticita cerebrale d’interfaccia tra
ambiente e comportamento e fornisce un meccanismo mediante il quale 1’ambiente potrebbe
influenzare la funzione della PFC. I miei risultati suggeriscono che nei ratti isolati I’esposizione
cronica del protocollo di restrizione alimentare induca modificazioni importanti e persistenti

nella funzionalita del sistema dopaminergico mesocorticolimbico. | miei dati suggeriscono in
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particolare che I'esposizione cronica allo stress riduca la sensibilita dei neuroni mesocorticali
aumentando al contempo quella dei neuroni mesolimbici, al cibo, con un meccanismo molto
simile a quello osservato nello sviluppo della dipendenza da sostanze d’abuso (Volkov et al,
2001). Queste alterazioni sarebbero importanti nelle manifestazioni dei sintomi di patologie
legate all'assunzione di cibo, come I'anoressia o la bulimia. In queste patologie la modificazione
nel controllo dell'attivita dei neuroni dopaminergici mesocorticolimbici sarebbe tale da indurre

nei soggetti affetti, atteggiamenti esasperati nei confronti del cibo.

| sistemi dopaminergici della mPFC e del NAC mediano i meccanismi di ricompensa coinvolti
nell’assunzione di cibo incidendo sia sui comportamenti legati alla sfera del piacere nei confronti
del cibo, sia su quella rivolta alla ricerca di cibo. Sebbene questi due meccanismi siano separati,
agiscono di concerto per modulare i comportamenti alimentari. I miei dati hanno evidenziato
un’importante correlazione tra comportamento alimentare e attivita del sistema dopaminergico,
ed in particolare suggeriscono che l'isolamento sociale possa alterare il bilanciamento delle

componenti mesocorticale e mesolimbica.

Disturbi d’impulsivita e compulsivita sono associati a soggetti dipendenti da sostanze d’abuso
ma anche a individui obesi, che scelgono la somministrazione, di droghe o di cibo,
impulsivamente senza sviluppare percorsi cognitivi in grado di dare una valutazione complessiva
del comportamento. L'obesita € associata a perdita di analisi cognitiva nei confronti dello stimolo
alimentare. Infatti, la capacita di inibire gli stimoli a mangiare cibo gradevole varia tra gli
individui e potrebbe essere uno dei fattori che costituiscono la vulnerabilita alle patologie
alimentari. Non ¢ casuale la comorbidita confermata tra ’obesita e patologie in cui la
funzionalita corticale e compromessa, come nei deficit di attenzione (ADHD), nel morbo di

Alzheimer e altre forme di demenza.

In questo meccanismo la funzionalita sub corticale del NAc prevarica la ridotta funzionalita della
corteccia, che si traduce in atteggiamento impulsivo con lo shilanciamento delle funzioni
cognitive ed emotive che tendono ad un rinforzo dal valore incentivo motivazionale, supportato
dalla mancanza di controllo sulle pulsioni, che puo, quindi, sfociare in un consumo non

condizionato di cibo.

I miei risultati potrebbero quindi rivelarsi molto importanti nello studio delle patologie legate
all'assunzione del cibo, quali anoressia, bulimia e binge eating. Le future direzioni della ricerca
di base dovrebbero puntare ad una migliore comprensione delle interazioni a livello molecolare,

cellulare, e di circuito dei processi omeostatici e di ricompensa che regolano I'assunzione di cibo;
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comprendendo il coinvolgimento di altri sistemi neurotrasmettitoriali e gli adattamenti
omeostatici associati all’esposizione cronica di cibi particolarmente piacevoli ad alto contenuto

calorico.
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