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INTRODUZIONE 

La depressione nell’uomo 

La depressione, definita anche come psicosi affettiva, è tra le 

patologie psichiatriche dell’uomo quella più diffusa. 

Approssimativamente l’11% di tutti gli esseri umani adulti ha esperienza 

di un episodio di depressione maggiore almeno una volta nella vita. La 

depressione maggiore è una patologia complessa la cui gravità può 

variare notevolmente ed è bene distinguerla dagli stati di afflizione, 

tristezza, delusione o demoralizzazione che rientrano nella fisiologica e 

momentanea risposta del nostro organismo ad eventi spiacevoli della 

vita. La depressione maggiore comprende diversi sintomi che, per 

costituire una condizione clinica riconoscibile, si devono presentare 

insieme con una certa frequenza e cronicità (per più di due settimane). I 

sintomi che caratterizzano la depressione si distinguono in sintomi 

psichici e somatici: i primi, comprendono un abbassamento del tono 

dell’umore, la perdita di motivazione, di interessi e di fiducia nelle 

proprie capacità, il rallentamento psicomotorio, la difficoltà a 

concentrarsi, tutti sintomi che comportano la difficoltà a svolgere anche 

le abituali attività giornaliere; i sintomi somatici sono costituiti invece 

dalla perdita dell’appetito, i disturbi del sonno e il disinteresse sessuale 

(cfr. DSM-IV, American Psychiatric Association, 1994 e ICD-10, World 

Health Organisation, 1992).  
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La variabilità, complessità e soggettività della malattia depressiva 

fa sì che sia molto importante individuare e caratterizzare le disfunzioni 

psicobiologiche che compaiono con una certa regolarità nei pazienti 

affetti da depressione maggiore, al fine di poter realizzare modelli 

animali su cui studiare gli effetti terapeutici di farmaci antidepressivi. Nei 

paragrafi successivi prenderemo in esame alcuni squilibri di natura 

neurobiologica tipici della depressione maggiore e, precisamente, 

modifiche del sistema serotoninergico, del sonno, dell’attività dell’asse 

ipotalamo-ipofisi-surrene e del volume dell’ippocampo. 

La serotonina  

La storia dei meccanismi biochimici che sono alla base della 

depressione ha inizio con la teoria monoaminergica, proposta nel 1965 e 

secondo la quale la depressione sarebbe determinata da un deficit 

funzionale di trasmettitori monoaminergici in alcune aree cerebrali. 

Inizialmente l’ipotesi riguardava solo la noradrenalina, ma studi 

successivi dimostrarono il ruolo chiave anche della serotonina (5-HT). A 

sostegno di questa teoria c’è l’evidenza che i farmaci antidepressivi 

producono un aumento della disponibilità della 5-HT nelle sinapsi (per 

una review cfr. Blier, 1998). D’altro canto, l’osservazione che farmaci 

(ad esempio, amfetamina e cocaina) capaci di stimolare la trasmissione 

monoaminergica non inducono effetti antidepressivi, ha reso necessario 

chiamare in causa l’esistenza di meccanismi più complessi: il 

coinvolgimento di altri neurotrasmettitori (dopamina, acetilcolina, 

glutammato), di fattori di crescita, di sistemi neuroendocrini ed infine, 
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ma non in ordine di importanza, di alterazioni genetiche che, secondo 

molti autori, sarebbero i principali fattori predisponenti (Kalia, 2005). Al 

di là della coesistenza di alterazioni a carico di differenti sistemi 

neurobiologici, le alterazioni biochimiche che maggiormente 

caratterizzano e accomunano i pazienti depressi, anche se i risultati non 

sono sempre concordi, sono le disfunzioni a livello del sistema 

serotoninergico (Coppen et al., 1982; Meltzer, 1990; Feldman, 1997). 

Mediante analisi post-mortem eseguite su cervelli di pazienti depressi, è 

stata riscontrata una riduzione dei livelli di 5-HT (Cheetham et al., 1989; 

Mann et al., 1989) e dei suoi metaboliti (Asberg et al., 1984). Più 

recentemente, in vivo mediante la PET eseguita su pazienti affetti da 

depressione maggiore, sono state messe in evidenza sia delle riduzioni 

(Drevets et al., 1997; Sargent et al., 2000) che degli aumenti (Attar-

Levy et al., 1999; Mintun et al., 2004) dei recettori 5-HT in alcune aree 

cerebrali.  

La classificazione dei recettori per la 5-HT è estremamente 

complessa a causa dell’esistenza di un numero incredibilmente elevato 

di recettori e sottotipi recettoriali diversi scoperti negli anni. Tuttavia, a 

livello del SNC, i recettori della 5-HT che svolgono un ruolo primario 

nella fisiopatologia della depressione sono: i) recettori pre-sinaptici 5-

HT1 (con sottotipi recettoriali 5-HT1A e 5-HT1D) e ii) recettori post-

sinaptici, 5-HT1A, 5-HT1D, 5-HT2A, 5-HT2C, 5-HT3 e 5-HT4. I recettori pre-

sinaptici sono autorecettori, e in condizioni fisiologiche svolgono un ruolo 

inibitorio sulla sintesi e sul rilascio della 5-HT. In particolare, il sottotipo 
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5-HT1A è un autorecettore somato-dendritico ed ha il compito di ridurre il 

flusso neuronale mediante l’inibizione del firing; il sottotipo pre-sinaptico 

5-HT1D è invece localizzato nel terminale assonico e quando lega la 5-

HT, inibisce il suo ulteriore rilascio. I recettori post-sinaptici, ed in 

particolare il sottotipo 5-HT2A, una volta legata la serotonina, hanno il 

compito di trasdurre l’input nervoso attraverso modifiche che, alla fine, 

determina la modifica di un grande numero di risposte cellulari. 

Il sonno  

I disturbi del sonno sono molto spesso associati alla malattia 

depressiva e in genere sono rappresentati da un aumento della 

frammentazione del sonno, una riduzione del tempo di esordio della fase 

REM, un aumento della densità e della frequenza della fase REM nella 

prima parte della notte (per una review cfr. Argyropoulos and Wilson, 

2005). L’alterazione di questi parametri ben si correla con i dati 

sperimentali relativi alla 5-HT: un aumento della disponibilità di 5-HT 

nelle sinapsi, causato dal blocco del reuptake della 5-HT (ottenuto 

mediante trattamento con antidepressivi triciclici e SSRIs) riduce la 

frequenza del sonno paradosso (Doghramji, 1989; Gursky and Krahn, 

2000). 

L’asse ipotalamo-ipofisi-surrene  

Ogni stimolo interno o esterno all’organismo, sia reale che 

immaginato, evoca una risposta di stress, la quale serve per ripristinare 

l’omeostasi e per facilitare l’adattamento. Essenziale per la risposta di 
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stress è l’attività dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene (IIS) che si conclude 

con la secrezione dell’ormone glucocorticoideo (cortisolo nell’uomo e 

corticosterone nel ratto). Questo ormone agisce sull’organismo 

fondamentalmente secondo due modalità. Con la prima, controlla la 

sensibilità o la soglia di risposta del sistema ipotalamo-ipofisi-surrene 

allo stress, regolandone l’attività di base. Inoltre, promuove la 

coordinazione di eventi circadiani, come il ciclo sonno/veglia, il consumo 

di cibo, ed è coinvolto nei processi legati all’attenzione, all’integrazione 

delle informazioni sensorie e alla selezione della risposta. Con la seconda 

modalità, l’ormone ha il compito di inibire la risposta di attivazione 

dell’asse indotta dallo stress, agendo con un meccanismo di feedback 

negativo. Lo steroide regola le capacità di un individuo di reagire allo 

stress, di adattarsi ad esso od anche di riprendersi da questo stato. Lo 

steroide promuove inoltre l’apprendimento e i processi di 

memorizzazione. 

Un breve periodo di stress controllato può essere benefico per 

emozioni e salute. Al contrario, la mancanza di controllo può produrre 

uno stato cronico di stress, che può favorire la vulnerabilità alle 

malattie. 

Le azioni dell’ormone glucocorticoideo nel SNC sono mediate dai 

recettori GR (glucocorticoidei) e MR (mineralcorticoidei). I recettori GR 

sono diffusi in tutto il cervello, ma sono maggiormente presenti 

nell’ipotalamo dove reprimono l’attività dei geni per il CRH (corticotropin 

releasing hormone) e la vasopressina. La maggior parte degli MR sono 
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invece localizzati nell’ippocampo e legano l’ormone glucocorticoideo con 

un’affinità che è circa 10 volte più alta rispetto ai recettori GR. Quindi i 

recettori MR, in condizioni di secrezione basale dell’ormone, sono 

praticamente tutti occupati. D’altra parte i recettori GR sono occupati 

solo quando i livelli dell’ormone aumentano, cioè al picco di secrezione 

del ritmo circadiano o in condizioni di stress acuto. Il blocco 

farmacologico dei recettori corticosteroidei, determina un incremento dei 

livelli di glucocorticoidi circolanti sia in condizioni basali che di stress 

(Spencer et al.,1998), che dimostra così il loro fondamentale ruolo nella 

regolazione dell’attività dell’asse IIS: l’attivazione dei recettori MR è 

sufficiente a mantenere una bassa attività basale dell’asse; l’attivazione 

dei recettori GR è necessaria per mantenere i livelli normali di attività 

dell’asse al picco del ciclo circadiano e durante uno stress acuto. Anche 

in queste circostanze, tuttavia, l’attivazione dei recettori MR sembra 

essere molto importante perché faciliterebbe (potenzierebbe) l’azione 

dei recettori GR (Spencer et al.,1998). Quindi, l’idea di un tempo per cui 

solo i recettori GR sarebbero responsabili del feedback negativo è 

superata ed oggi sappiamo che anche i recettori MR partecipano a 

questa risposta ed in maniera importante. 

L’iperattività dell’asse IIS è una tra le più rilevanti caratteristiche 

ormonali osservate in un consistente numero di soggetti affetti da 

depressione maggiore (per una review cfr. Holsboer, 2003). Questa 

iperattività è caratterizzata da un’ipersecrezione di cortisolo (Holsboer et 

al., 1984; Rubin et al., 1987; Maes et al., 1998; Weber et al., 2000), da 
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una resistenza al test di soppressione al desametazone (Heuser et al., 

1994; Zobel et al., 2001), da un aumento dei livelli del fattore di rilascio 

della corticotropina (CRF) nel liquido cerebrospinale (Nemeroff et al., 

1984; Heuser et al., 1998) e parallelamente da una riduzione dei livelli 

dei recettori glucocorticoidei (GR), accertata mediante studi post-

mortem nella corteccia (Webster et al., 2002) ed anche nelle cellule 

mononucleate del sangue (Calfa et al., 2003).  

Il volume dell’ippocampo  

Come detto precedentemente, tradizionalmente si pensa che alla 

base dello sviluppo della depressione maggiore ci sia un difetto 

neurochimico. Ma negli ultimi anni, con l’affermarsi di tecnologie 

innovative soprattutto nel campo della diagnostica per immagini, è stato 

possibile evidenziare nel cervello di pazienti affetti da depressione 

maggiore, e soprattutto in quelli con associata iperattività dell’asse IIS 

(Sapolsky, 2000), la presenza di alterazioni neuroanatomiche; in 

particolare, è stata osservata una riduzione del volume dell’ippocampo 

(Bremner et al., 2000; MacQueen et al., 2003). L’ipotesi attualmente più 

accreditata è che sia la riduzione della neurogenesi (cioè una ridotta 

capacità del cervello adulto di generare nuove cellule nervose) a 

contribuire alla riduzione del volume ippocampale (Duman, 2004). 

Questa ipotesi è sostenuta da alcune evidenze sperimentali di notevole 

risalto: da una parte, il trattamento con i farmaci antidepressivi in 

pazienti affetti da depressione, è in grado di ridurre l’atrofia cellulare 

(dati post-mortem) e ripristinare il volume dell’ippocampo (dati in vivo) 
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(Sheline et al., 2003) e, dall’altra, il trattamento di animali con 

antidepressivi è in grado di aumentare la neurogenesi (Santarelli et al., 

2003; Malberg et al., 2000).  

Prima ancora di entrare in dettaglio nell’analisi del fenomeno 

della neurogenesi, vorrei qui brevemente accennare al fatto che questa 

scoperta ha acceso un intenso dibattito nella comunità scientifica, 

dibattito che non ha ancora trovato una convergenza di opinioni. Quello 

che si può notare, da un’analisi attenta delle più recenti pubblicazioni 

scientifiche, è che la scoperta della neurogenesi ha rafforzato la 

tendenza a considerare la depressione umana come malattia dovuta ad 

un’alterazione organica del cervello. Sono molte infatti le pubblicazioni 

scientifiche che riportano nella riduzione della neurogenesi la causa 

principale della depressione. Tuttavia, in un recente lavoro, Henn e 

Vollmayr (2004) hanno voluto appositamente rianalizzare le evidenze a 

sostegno di una diminuita neurogenesi alla base dello sviluppo della 

depressione; essi affermano che per nessuno degli studi da loro 

analizzati è possibile dimostrare questo e così concludono:  

…“These findings suggest to us that at present neurogenesis 
must be considered more of an epiphenomenon than an etiologic 
variable in depression.”  

 

Ma cerchiamo ora di approfondire il fenomeno della neurogenesi 

che, oltre ad essere un tema di grande attualità, è parte integrante degli 

studi da me svolti nella presente tesi. 
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La neurogenesi 

 Negli anni ‘60 Joseph Altman, mediante studi di autoradiografia 

nel ratto, trovò cellule neuronali “nuove” in due particolari aree del 

cervello, il giro dentato della formazione ippocampale e i bulbi olfattori 

(Altman and Das, 1965). Questa scoperta fu per molti anni sottovalutata 

probabilmente perché si scontrava con la radicata idea che i neuroni 

adulti non fossero in grado di proliferare. Poi, come spesso accade nella 

scienza, diversi anni dopo (siamo alla fine degli anni ’90) alcuni studiosi 

mediante tecniche più evolute, riuscirono non solo a riprodurre gli 

esperimenti di Altman, ma anche a dimostrare che la neurogenesi era 

un fenomeno osservabile nei primati, compreso l’uomo (Eriksson et al., 

1998; Gould et al., 1998). Nel sistema nervoso centrale, questa nuova 

forma di plasticità neuronale, per cui le cellule staminali possono 

originare neuroni nuovi, sembra essere prerogativa solo di due aree: la 

zona subventricolare e il giro dentato dell’ippocampo.  

Dal momento della scoperta dell’esistenza di un processo di 

neurogenesi in precise regioni del cervello adulto, sono emerse due 

principali linee di ricerca. La prima consiste nell’isolare cellule staminali 

neuronali allo scopo di studiarne le caratteristiche e le proprietà 

biologiche fondamentali per raggiungere poi l’obiettivo finale di 

manipolarle per potenziare e migliorare i meccanismi di riparo e 

rigenerazione. La seconda si pone, invece, l’obiettivo di tentare di 

comprendere la rilevanza funzionale del processo di neurogenesi nel giro 

dentato dell’ippocampo. Tuttavia stabilire il potenziale contributo 
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funzionale dei nuovi neuroni nell’ippocampo non è cosa semplice, 

considerando che ancora non è neanche stata del tutto chiarita la 

funzione del giro dentato stesso. In generale, l’ippocampo ha come 

funzione principale quella di consolidare la memoria: processa le 

informazioni per permetterne l’immagazzinamento nelle aree corticali. 

La neurogenesi che si ha nell’ippocampo adulto potrebbe servire ad 

ottimizzare questo meccanismo e permettere il processamento di nuove 

e complesse informazioni che l’individuo riceve nel corso della vita. Per 

proporre un solido modello che stabilisca il ruolo fisiologico dei nuovi 

neuroni nei circuiti ippocampali è necessario però definire quanto questi 

siano funzionalmente simili ai neuroni già esistenti, analizzarne il 

fenotipo neurotrasmettitoriale e le proiezioni assonali. Le conoscenze 

attuali del processo di neurogenesi, che si limitano soltanto 

all’osservazione del fenomeno, sono insufficienti per stabilire il preciso 

ruolo fisiologico dei nuovi neuroni e per determinare quanto questo ruolo 

sia correlato alla plasticità sinaptica e alla memoria. Consideriamo ora le 

due aree cerebrali dove è stata dimostrata la presenza di neurogenesi, 

la zona subventricolare e il giro dentato dell’ippocampo. 

La zona subventricolare (SVZ)  

La SVZ, collocata su tutta la parete del ventricolo laterale, 

comprende la più ampia popolazione di cellule proliferanti nel cervello 

adulto di roditori (Altman, 1963; Privat and Leblond, 1972), di scimmie 

(Gould et al., 1999a; 1999b; Kaplan, 1985; Kornack and Rakic, 2001), e 

in quello umano (Bernier, 2000; Eriksson et al., 1998), ed è stato 
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stimato che circa 30.000 nuove cellule sono prodotte bilateralmente ogni 

giorno nella SVZ del topo (Lois and Alvarez-Buylla, 1994). Le nuove 

cellule generate nella SVZ, ancora indifferenziate, si muovono per 

raggiungere i bulbi olfattori (Doetsch and Alvarez-Buylla, 1996; Kornack 

and Rakic, 2001) seguendo un flusso di migrazione rostrale; dopo aver 

raggiunto la parte centrale dei bulbi olfattori, le nuove cellule si 

distaccano dalla catena, migrano radialmente e avanzano fino agli strati 

cellulari superiori dove terminano la loro differenziazione. Le nuove 

cellule si differenziano principalmente in neuroni che accrescono poi il 

loro albero dendritico e si integrano perfettamente nei circuiti già 

esistenti, mediante nuove sinapsi. Il numero di cellule nei bulbi olfattori 

è mantenuto costante dal fenomeno della morte cellulare che permette 

infatti il continuo e necessario turnover.  

Il sistema ippocampale  

La formazione ippocampale è composta da varie aree 

anatomicamente distinte: i) la corteccia entorinale; ii) il subiculum; iii) il 

corno di ammone, diviso in aree organizzate in una regione superiore 

(CA1 e CA2) e una regione inferiore (CA3 e CA4); iv) il giro dentato 

(DG). L’ippocampo forma un circuito di tre fondamentali connessioni: gli 

inputs sono trasferiti dalle regioni neocorticali al DG, attraverso la via 

della corteccia entorinale; l’informazione è quindi trasferita dal DG 

all’area CA3 attraverso le mossy fibers, e da qui verso l’area CA1 (e 

subiculum), mediante le fibre collaterali di Schaffer; da qui 

l’informazione ritorna attraverso la corteccia entorinale, alle aree 
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associative corticali. Le cellule proliferano nella zona dello strato 

subgranulare (SGZ), localizzato tra l’ileo e lo strato granulare (GCL) del 

DG dove esse poi migrano e si differenziano in neuroni maturi (Altman, 

1963; Altman and Das, 1965). Studi effettuati nel ratto hanno 

dimostrato che le nuove cellule presentano una grande attività 

proliferativa durante la prima settimana dalla loro nascita (Hastings and 

Gould, 1999). La maggior parte di queste cellule neo-formate sono solo 

parzialmente differenziate (Dayer et al., 2003), e quelle che non 

completano la differenziazione muoiono entro una settimana dalla loro 

generazione: processo che interessa circa il 60% delle cellule neo-nate 

(Hastings and Gould, 1999; Dayer et al., 2003). Le cellule che 

sopravvivono, invece, si iniziano ad integrare nel GCL circa 4-10 giorni 

dopo la loro generazione e comunque, molto tempo prima di aver 

raggiunto la maturazione completa, esse formano dendriti, ricevono 

contatti sinaptici ed estendono i loro assoni nella regione CA3 (Cameron 

and McKay, 2001; Markakis and Gage, 1999). Di tutte le cellule che 

sopravvivono circa il 70-75% si differenzia in neuroni e solo una bassa 

percentuale (10%) si differenzia in glia (Steiner et al., 2004). Il 

significato della maggior differenziazione neuronale rispetto a quella 

gliale non si conosce. Tuttavia, è stato individuato un particolare ceppo 

di topi, nei quali c’è una maggiore differenziazione nel fenotipo gliale 

(28%), e una minore differenziazione nel fenotipo neuronale (49%); in 

questi animali si osserva un peggioramento delle performance cognitive 

nel test del water maze, test di apprendimento in cui, come noto, è 
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funzionalmente coinvolto l’ippocampo (Kempermann and Gage, 2002). 

Quindi sembra si possa affermare che la maggiore differenziazione in 

neuroni rispetto alle cellule gliali sia necessaria soprattutto per il ruolo 

che essi svolgono nei processi di apprendimento e memoria. E’ anche 

importante evidenziare che egli ultimi anni si è fortemente rivalutata la 

funzione delle cellule gliali, che sembrano ricoprire ruoli tutt'altro che 

secondari nel sistema nervoso centrale. Dopo che negli scorsi anni, gli 

astrociti sono stati promossi da semplici cellule di supporto strutturale, 

ad elementi in grado di produrre fattori di crescita e di modificare le 

connessioni delle cellule nervose stimolando la formazione di nuove 

sinapsi, uno studio condotto in California attribuisce a queste cellule una 

ulteriore proprietà nuova e inattesa: gli esperimenti di Song e dei suoi 

colleghi, descritti su Nature (Song et al., 2002), mostrano infatti che le 

cellule gliali, in particolare gli astrociti, sono in grado di stimolare la 

proliferazione delle cellule staminali e di dirigere il destino delle nuove 

cellule verso l'acquisizione del fenotipo neurale.  

I fattori di regolazione  

Nel sistema nervoso di un individuo adulto, gli esatti meccanismi 

che controllano il destino delle cellule nervose neo-formate rimangono 

ancora oggi largamente sconosciuti. Tuttavia, negli ultimi anni sono stati 

individuati molti fattori che influenzano la divisione, la migrazione e la 

differenziazione delle cellule progenitrici neuronali. Vediamo alcuni dei 

più importanti. 
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Ormoni corticosteroidei - Storicamente i corticosteroidi sono stati 

i primi fattori ad essere studiati per la loro influenza sulla neurogenesi 

nell'adulto (McEwen et al., 1993). La soppressione della secrezione di 

corticosterone in seguito a surrenalectomia (adx) bilaterale nel ratto, 

stimola la nascita di cellule gliali e neuronali nel DG (Cameron and 

Gould, 1994; Gould et al.,1992), ma l'attività mitotica nella SVZ rimane 

immodificata (Rodriguez et al., 1998), suggerendo quindi l’esistenza di 

un'influenza inibitoria area-specifica del corticosterone. E' stato inoltre 

dimostrato che la proliferazione cellulare aumenta entro le 24 ore 

dall'adx e rimane costante nei 6 giorni seguenti; le nuove cellule 

generate sopravvivono per almeno 4 settimane in assenza di 

corticosterone, indicando che la loro sopravvivenza è indipendente dal 

corticosterone (Rodriguez et al., 1998). Il meccanismo mediante il quale 

il corticosterone impedisce la proliferazione cellulare ancora oggi rimane 

sconosciuto.  

Glutammato - Il blocco dei sottotipi NMDA dei recettori del 

glutammato, nel ratto, aumenta la genesi delle cellule entro poche ore 

dal trattamento (Cameron et al., 1995); la somministrazione di NMDA, 

al contrario, comporta una diminuzione della proliferazione cellulare 

(Cameron et al., 1995; Ormerod et al., 2003), fenomeno che è in 

accordo con le proprietà antiproliferative del glutammato nelle cellule 

corticali in vitro (LoTurco et al., 1995). Il meccanismo mediante il quale 

il glutammato (in vivo), attraverso i recettori NMDA, inibisce la 

proliferazione cellulare non è tuttora noto.  

 17 



Nei progenitori neuronali è stata rilevata anche la presenza di 

recettori AMPA del glutammato (Gallo et al., 1995), ed è stato 

dimostrato che la somministrazione di LY451646, una molecola che 

potenzia l’attività dei recettori AMPA, aumenta il numero delle cellule 

proliferanti in un modo dose-dipendente (Bai et al., 2003). Nell'insieme i 

dati sperimentali sul ruolo del glutammato nella neurogenesi, 

suggeriscono che questo neurotrasmettitore esercita una complessa 

influenza sulla proliferazione delle cellule, con un effetto sostanzialmente 

stimolatorio, mediato dai recettori AMPA, ed inibitorio, mediato 

dall’attivazione dei recettori NMDA. E’ ormai accertato che i recettori 

metabotropici del glutammato (mGlu) sono implicati nel fenomeno della 

plasticità neuronale; tuttavia, gli studi relativi al loro ruolo nel fenomeno 

della neurogenesi sono solo all’inizio. I pochi dati sperimentali a 

disposizione suggeriscono comunque che questi recettori, e 

particolarmente quelli del gruppo I (con sottotipi recettoriali mGlu1 e 

mGlu5) sono implicati nel processo di neurogenesi: è stato infatti 

mostrato che il recettore mGlu1 svolge un ruolo facilitatorio sul processo 

di neurogenesi nell’ippocampo (Baskys et al., 2005); inoltre, il sottotipo 

recettoriale mGlu5 è espresso in zone di attiva neurogenesi (Di Giorgi 

Gerevini et al., 2004).  

Serotonina - Negli anni '70 fu proposto che i neuroni 

serotoninergici neo-formati potessero agire come segnali umorali 

governanti lo sviluppo neuronale e la neurogenesi (Azmitia, 2001; 

Kronenberg et al., 2003). Da allora, molti studi hanno mostrato che, 
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nell’adulto, la 5-HT stimola la proliferazione cellulare nel DG e nella SVZ. 

Infatti, nel ratto, sia l'inibizione della sintesi della 5-HT ottenuta 

mediante la somministrazione di para-cloro-fenilalanina, sia la lesione 

dei neuroni serotoninergici del raphe, comporta una diminuzione della 

proliferazione cellulare (Brezun and Daszuta, 1999).  

Fattori trofici - E' stato dimostrato che molti fattori trofici hanno 

un'azione mitogenica nelle regioni neurogeniche del cervello adulto. Così 

oggi, sono chiaramente noti, nella SVZ gli effetti proliferativi del fattore 

di crescita dei fibroblasti (FGF) e del fattore di crescita epidermico (EGF) 

(Kuhn et al., 1997; Jin et al., 2003) e, nel DG, l’effetto proliferativo del 

fattore di crescita insulino-simile (IGF-I) (Aberg et al., 2000).  

Il fattore neurotrofico di derivazione cerebrale (BDNF) è un 

membro della famiglia delle proteine neurotrofiche ed è ampiamente 

distribuito nel SNC sia del feto che del neonato e dell’adulto. E’ 

particolarmente importante il suo ruolo nel corso dello sviluppo 

principalmente perché previene la morte neuronale (Linnarsson et al., 

2000) e, nell’adulto, ha l’importante compito di modulare la funzionalità 

neuronale e l’integrità strutturale (Lessmann et al., 2003). Il BDNF è 

inoltre un importante modulatore della trasmissione sinaptica 

nell’ippocampo ed è, conseguentemente, implicato nei processi di 

apprendimento e memoria (Kovalchuk et al., 2002; Ying et al., 2002). 

La somministrazione cronica intracerebroventricolare di BDNF fa 

aumentare la neurogenesi sia nella SVZ che nel DG (Zigava et al., 1998) 

e in quest’ultima area, si osserva invece una ridotta proliferazione e 
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sopravvivenza delle cellule in topi resi knockout per il BDNF (Lee et al., 

2002). Questi dati indicano che il BDNF è un regolatore positivo della 

neurogenesi. Inoltre, anche gli stimoli ambientali, come per esempio un 

arricchimento dell’ambiente, inducono un aumento della neurogenesi, e, 

al contempo, stimolano la produzione di BDNF in diverse aree cerebrali 

(Ickes et al., 2000).  

Apprendimento - L’apprendimento influenza molti aspetti della 

neurogenesi. Nel test del water maze e nel test di condizionamento del 

riflesso di ammiccamento (eyeblink), la neurogenesi risulta stimolata sia 

immediatamente dopo l’apprendimento del compito, che una settimana 

dopo la fine dei test (Gould et al., 1999c). I meccanismi per cui la 

proliferazione e la sopravvivenza cellulare sono modificate durante 

l’apprendimento, sono ancora sconosciuti ma, i fattori trofici, giocano 

certamente un ruolo importante. Il BDNF ippocampale, infatti, aumenta 

durante i compiti di apprendimento e diminuisce una volta che sia stato 

raggiunto un livello asintotico delle performance (Gomez-Pinilla et al., 

1998; Kesslak et al., 1998).  

Stress - In molti studi è stato osservata una diminuzione della 

proliferazione cellulare in seguito all’esposizione a diversi tipi di stress. 

In età adulta nei ratti maschi, ma non nelle femmine, uno stress lieve, 

come l’esposizione all’odore del predatore, fa diminuire il numero delle 

cellule proliferanti (Falconer and Galea, 2003; Tanapat et al., 2001); 

questo effetto è transitorio in quanto scompare dopo 3 settimane. 

Inoltre è stato dimostrato che uno stress da contenzione ripetuto (3 o 6 
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settimane) è in grado di diminuire la proliferazione cellulare nel DG 

(Pham et al., 2003) e che anche uno stress acuto, indotto esponendo 

l’animale per esempio al freddo o al nuoto forzato, riduce la 

proliferazione cellulare in questa area (Heine et al., 2004). Una riduzione 

della neurogenesi si verifica anche in seguito ad eventi stressanti 

durante il periodo postnatale come per esempio la deprivazione 

materna, ovvero una separazione prolungata della madre dai piccoli. I 

ratti privati della madre sono caratterizzati da una ridotta proliferazione 

cellulare nel GCL, sia quando sono ancora neonati (proliferazione 

misurata a 21 giorni di vita dopo 7 giorni di separazione materna) (Lee 

et al., 2001; Park et al., 2002), che in età adulta (proliferazione 

misurata a 2-3 mesi di età in seguito a 3 ore giornaliere di separazione 

materna eseguita dal 1° al 14° giorno di vita) (Mirescu et al., 2004).  

Poiché gli episodi di stress attivano l’asse IIS, con conseguente 

aumento dei livelli di corticosterone plasmatico, e poiché è stato 

dimostrato che il corticosterone impedisce la proliferazione cellulare 

(Cameron and Gould, 1994; Gould et al., 1992) si può ipotizzare il 

coinvolgimento di tale ormone nella riduzione della neurogenesi indotta 

dallo stress. A questo proposito alcuni esperimenti dimostrano che 

prevenendo l’aumento del corticosterone (mediante la surrenalectomia), 

stimolato dall’evento stressante (odore del predatore), si riesce a 

bloccare anche la riduzione della neurogenesi (Tanapat et al., 2001) ed 

inoltre, questa normalizzazione della neurogenesi previene l’atrofia 

ippocampale indotta dallo stress. 
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Il trattamento farmacologico della depressione 

Classi di farmaci antidepressivi e loro meccanismo d’azione 

Il trattamento farmacologico antidepressivo ha come obiettivo 

quello di alleviare i sintomi della malattia.  

I primi farmaci antidepressivi, introdotti negli anni ’50, sono gli 

inibitori delle monoamino-ossidasi (IMAO) e gli antidepressivi triciclici 

(TCA) (Alpers and Himwich, 1972). Questi farmaci sono stati utilizzati 

per il trattamento della depressione per molti anni, e la loro efficacia è 

stata ed è ancora ampiamente documentata; tuttavia, l’alta incidenza di 

effetti collaterali che essi producono ha stimolato la ricerca di nuovi 

farmaci meglio tollerati e meno tossici. Dopo decenni di lenti progressi, 

negli anni ’80 emergono nuove classi di farmaci antidepressivi: gli 

inibitori selettivi della ricaptazione della 5-HT (SSRI) come fluoxetina, 

sertalina e fluvoxamina; gli inibitori della ricaptazione della 5-HT e della 

NA (SNRI) come la venlafaxina; gli antagonisti selettivi di alcuni sottotipi 

recettoriali noradrenergici e serotoninergici (NaSSA) come la 

mirtazapina; gli inibitori selettivi della ricaptazione della NA (NASI) come 

la reboxetina e gli inibitori della ricaptazione di NA/DA (NDRI) come il 

bupropione. Sebbene l’efficacia di questi nuovi farmaci non superi quella 

dei precedenti, la loro relativa sicurezza e tollerabilità ha portato alla 

loro rapida diffusione di utilizzo. La scelta del farmaco da utilizzare per il 

trattamento della depressione dipende da molte variabili tra le quali la 

più importante è la risposta del paziente: gli SSRI, la venlafaxina, la 

mirtazapina e il bupropione sono ampiamente accettati come farmaci di 
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prima scelta, i TCS e da ultimo gli IMAO sono solitamente riservati a 

quei pazienti che non rispondono ad un ciclo di terapia a piene dosi con 

uno dei farmaci più nuovi (ICSI Health Care Guideline, 2004).  

La conoscenza delle proprietà farmacologiche e dei meccanismi 

d’azione dei farmaci antidepressivi rimane tutt’oggi incompleta. I 

farmaci antidepressivi, indipendentemente dalla classe di appartenenza, 

hanno la proprietà di indurre un aumento della disponibilità sinaptica di 

neurotrasmettitori aminergici, noradrenalina (NA), dopamina (DA) e/o 

5-HT bloccandone la ricaptazione neuronale, riducendone il catabolismo 

attraverso l’inibizione delle MAO, rimuovendo il tono inibitorio sul rilascio 

o sull’attività neuronale.  

Il principale effetto dei triciclici è il blocco non selettivo della 

ricaptazione delle monoamine dalle terminazioni nervose, probabilmente 

dovuto alla competizione per i trasportatori di membrana, NAT, SERT e 

DAT (Amara and Kuhar, 1993; Blakely et al., 1994; Miller et al., 1999). 

Il principale problema nell’uso dei triciclici, come anche degli IMAO, è 

l’ampio spettro di effetti collaterali clinicamente rilevanti (secchezza 

delle fauci, costipazione, visione offuscata, tremori, ipotensione 

ortostatica, cardiotossicità) conseguente alla loro azione su diversi 

sistemi neurotrasmettitoriali (principalmente, colinergico, istaminergico 

e adrenergico). Gli SSRI sono potenti inibitori selettivi della ricaptazione 

neuronale della 5-HT e, alle dosi normalmente utilizzate, non hanno 

interazioni significative con gli altri neurotrasmettitori; questa maggior 

selettività nei confronti della 5-HT spiega la riduzione degli effetti 
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collaterali rispetto ai triciclici (Baldessarini, 1989; Stahl, 1998) che 

comprendono nausea, anoressia, insonnia e disfunzioni sessuali.  

I nuovi farmaci antidepressivi come la venlafaxina, la mirtazapina 

e il bupropione, detti “atipici”, hanno un meccanismo d’azione simile a 

quello degli SSRI con diversa selettività per le monoamine a seconda 

della classe a cui appartengono, e presentano effetti collaterali 

sostanzialmente non molto diversi dagli SSRI.  

Malgrado tutti gli antidepressivi siano in grado di facilitare la 

trasmissione monoaminergica gli effetti terapeutici da essi indotti si 

osservano solo dopo diverse settimane di assunzione continuata del 

farmaco (Blier and de Montigny, 1994). Per poter spiegare tale ritardo 

bisogna ipotizzare che si instauri un fenomeno di “adattamento” 

recettoriale: in seguito al trattamento prolungato con antidepressivi ed 

al conseguente accumulo di monoamine a livello sinaptico, si 

verificherebbe una desensibilizzazione dei recettori catecolaminergici e 

serotoninergici (Blier and Montigny, 1998).  

La neurogenesi come nuova ipotesi sul meccanismo di azione 

dei farmaci antidepressivi 

La scoperta della neurogenesi nell’adulto ed il fatto che alcuni 

antidepressivi stimolano la proliferazione cellulare e la neurogenesi 

(Santarelli et al., 2003; Malberg et al., 2000), ha aperto una nuova 

ipotesi sul meccanismo di azione dei farmaci antidepressivi. Pertanto, 

l’azione ritardata del trattamento antidepressivo potrebbe essere 

spiegata con il tempo necessario alla nascita e alla differenziazione di 

 24 



nuovi neuroni che corrisponde infatti al tempo necessario per la 

comparsa dell’efficacia clinica del farmaco (Malberg and Schechter, 

2005). E’ interessante inoltre il fatto che, nel ratto, il trattamento 

cronico, ma non quello acuto, con antidepressivi aumenta il BDNF (sia 

l’mRNA che la proteina) in diverse strutture limbiche (Nibuya et al., 

1995, 1996; Russo-Neustadt et al., 1999; Okamoto et al., 2003) e, 

l’infusione intracerebroventricolare di questa neurotrofina ad animali 

learned helplessness (un classico modello animale di depressione), 

sembra produca un effetto antidepressivo (Shirayama et al., 2002). La 

comparsa dell’aumento di BDNF dopo trattamento cronico con 

antidepressivi coinciderebbe con il tempo di comparsa degli effetti 

terapeutici, e ciò suggerisce che l’azione degli antidepressivi potrebbe 

essere mediata proprio dal BDNF. Questa ipotesi è confermata 

dall’osservazione che la comparsa degli effetti antidepressivi richiede 

l’attivazione dei recettori TrkB (recettori che legano il BDNF) 

(Saarelainen et al., 2003). Pertanto la capacità di indurre proliferazione 

cellulare e neurogenesi da parte di nuovi farmaci antidepressivi, può 

rappresentare una strategia innovativa per la scoperta di nuovi 

molecole. 

L’agomelatina: un nuovo farmaco con proprietà antidepressive 

Lo sviluppo di nuove terapie più efficaci si rende necessario per 

due problemi fondamentali che sono legati al trattamento della 

depressione con i farmaci antidepressivi attualmente disponibili. Il primo 

problema è che il ritardo nella comparsa degli effetti benefici del 
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farmaco (Blier and de Montigny, 1994) potrebbe contribuire all’alta 

percentuale (15%) di suicidi tra i pazienti depressi (Mann et al., 2005). 

Il secondo è che, tra i pazienti depressi, esiste una grande variabilità 

nella sensibilità al trattamento antidepressivo, come indicato dal fatto 

che almeno un terzo dei pazienti non risponde ad alcun trattamento 

antidepressivo (Joyce and Paykel, 1989; Quitkin et al., 1996).  

La ricerca di nuovi antidepressivi più efficaci rispetto a quelli 

attualmente in uso, ha portato alla sperimentazione di una nuova 

molecola, l’agomelatina. L’agomelatina (S 20098) è un agonista 

specifico dei recettori MT1 e MT2 della melatonina (Ying et al., 1996) e 

anche un antagonista selettivo dei recettori 5-HT2C della serotonina 

(Millan et al., 2003). Come agonista, l’agomelatina mima gli effetti della 

melatonina su diversi sistemi (Ying et al., 1996; Martinet et al., 1996): 

per esempio somministrazioni croniche di agomelatina nel ratto sono in 

grado di risincronizzare un ritmo circadiano alterato (Van Reeth et al., 

1997). Inoltre studi preclinici hanno recentemente evidenziato che 

l’agomelatina è in grado di indurre effetti antidepressivi in alcuni modelli 

animali di depressione (che saranno analizzati nel prossimo paragrafo). 

Nel modello di stress cronico moderato (CMS) nel ratto, il trattamento 

cronico con agomelatina produce gli stessi effetti sul consumo di 

zucchero dell’imipramina e della fluoxetina (Papp et al., 2003); inoltre 

l’agomelatina produce effetti sul tempo di immobilità paragonabili a 

quelli dell’imipramina nel modello del nuoto forzato nel ratto (Bourin et 

al., 2004) e, studi preliminari indicano che sembrerebbe essere efficace 
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anche nel modello del learned helplessness (Bertaina-Anglade et al., 

2002). Recenti studi clinici (Loo et al., 2002; Kennedy and Emsley, 

2005) mostrano che l’agomelatina ha una efficacia antidepressiva 

paragonabile a quella degli antidepressivi classici anche in pazienti 

affetti da depressione severa ed inoltre possiede un buon profilo di 

tollerabilità.  

Modelli animali di depressione  

In generale possiamo affermare che quando si parla di un 

modello ci si riferisce ad una rappresentazione semplificata di un 

sistema molto più complesso. Se alla parola modello, si aggiunge 

l’attributo animale, le cose si complicano perché lo scopo della 

“costruzione” di un modello animale è quello di avere un substrato 

sperimentale che cerca di simulare una malattia umana e di studiarne (i) 

le cause (eziologia), (ii) la fisiopatologia, (iii) la sintomatologia e (iv) la 

risposta ad un trattamento (usualmente farmacologico). Un esempio di 

un modello animale che ben risponde a questi quattro criteri è quello 

delle malattie batteriche; in questo caso infatti si conosce l’eziologia 

(cioè il batterio specifico causa della malattia), si conosce come questo 

agisce nel provocare la patologia (fisiopatologia), si conoscono bene i 

sintomi e, infine, si conoscono o si possono conoscere e studiare, i 

farmaci che sono in grado di debellare il batterio. Le cose si fanno molto 

più complesse quando alla definizione “modello animale” aggiungiamo le 

parole “in psichiatria” perché la malattia da riprodurre nell’animale è una 
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malattia strettamente umana e quindi non presente in altre specie. In 

tal caso il modello animale di depressione rispetta solo due dei quattro 

requisiti perché non conosciamo l’eziologia e la fisiopatologia della 

malattia depressiva. Perciò un modello animale di depressione si limiterà 

a riprodurre solo alcuni dei sintomi che caratterizzano la depressione 

umana al fine di poter poi studiare farmaci in grado di ridurli od abolirli. 

In effetti, tutti i modelli animali di depressione finora messi a punto 

tentano di associare le osservazioni comportamentali o neurochimiche 

riscontrate negli animali da laboratorio con una o più caratteristiche 

della depressione nell’uomo descritte dal DSM-IV (American Psychiatric 

Association, 1994) o ICD-10 (World Health Organisation, 1992).  

La validità dei modelli animali in psichiatria, secondo Willner 

(1991), può essere stabilita sulla base di quanto ciascuno di essi rispetti 

tre criteri fondamentali. Il primo criterio è la face validity che stabilisce 

quanto i sintomi osservati nel modello animale somiglino a quelli dei 

pazienti umani. Il secondo criterio, la predictive validity, indirizza la 

questione su quanto il modello risponda alle stesse manipolazioni ed 

interventi che vengono utilizzate per l’uomo; in pratica la validità 

predittiva nei modelli animali in psichiatria è determinata in larga misura 

dalla loro risposta ai farmaci impiegati in terapia, nelle stesse condizioni 

di trattamento che si usano per l’uomo. Il terzo criterio è la construct 

validity che stabilisce il grado di coerenza che c’è tra il modello animale 

ed il razionale teorico della malattia. Questo criterio che in alcuni modelli 

viene considerato soddisfatto, è oggettivamente difficile da raggiungere 
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proprio perché si basa sulla conoscenza delle cause delle malattie 

psichiatriche.  

I modelli di depressione animale sviluppati nel corso degli anni, 

riconosciuti come modelli che rispettano (più o meno bene a seconda del 

tipo) i criteri di validità proposti da Willner, sono almeno 18.  

Alcuni di essi possono essere valutati sulla base della predictive 

validity; altri per la face e predictive validity, ed altri ancora sembra per 

tutti e tre i criteri, e quindi face, predictive e construct validity (per una 

ampia review sull’argomento cfr. Yadid et al., 2000). Descriverli tutti 

sarebbe estremamente lungo ed esula dagli scopi di questa tesi, quindi 

riporterò brevemente i più utilizzati.  

Uno dei primi modelli animali di depressione messo a punto è il 

learned helplessness (Seligman and Beagley, 1975), impotenza appresa, 

nel quale una prolungata esposizione dell’animale ad una serie di stimoli 

inevitabili, influenza successivamente la sua capacità di saperli evitare, 

inducendo una condizione di cosiddetta impotenza con perdita di peso 

corporeo, agitazione, disturbi del sonno, perdita della libido e deficit 

cognitivi. Uno dei più recenti è invece il modello di stress cronico 

moderato (CMS) (Willner, 1997): l’esposizione degli animali ad una serie 

di stress moderati (usualmente per alcune settimane) induce una 

diminuzione della risposta a stimoli gratificanti (come per esempio 

l’assunzione di zucchero), alterazioni nello schema del sonno (Cheeta et 

al., 1997) e riduzione dell’attività locomotoria (D’Aquila et al., 1994). 

Questo modello riprodurrebbe una condizione di anedonia, definita come 
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l’incapacità a rispondere al piacere che rappresenta il sintomo che più 

caratterizza la depressione umana (Klein, 1974). Il modello del 

behavioral despair (disperazione comportamentale) utilizza il test del 

nuoto forzato (Porsolt test; Porsolt et al., 1977) per creare una 

condizione di disperazione; quando l’animale è costretto a nuotare in 

una piccola vasca dalla quale non può fuggire, dopo un periodo di nuoto 

vigoroso, si immobilizza (disperazione); i farmaci antidepressivi 

diminuiscono il tempo di immobilità. I modelli di separazione (Kaufman 

and Rosenblum, 1967; Hinde et al., 1978) utilizzano la separazione dei 

piccoli dalla madre, o l’isolamento degli adulti dal gruppo, per produrre 

comportamenti alterati quali la riduzione dell’attività, dell’appetito, del 

gioco e di altre interazioni sociali, sintomi anch’essi facilmente 

riscontrabili in un paziente severamente depresso. Il modello di 

distruzione del bulbo olfattorio (Cairncross et al., 1977), crea negli 

animali una serie di comportamenti che vanno dall’irritabilità e 

iperattività al deterioramento dell’apprendimento condizionato, che si 

accompagnano ad un aumento dei livelli circolanti di corticosteroidi. Più 

recentemente è stato messo a punto un modello genetico di 

depressione, il modello Flinders Sensitive Line (FSL), ottenuto attraverso 

la selezione di ratti che mostrano un’alta sensibilità ai farmaci 

colinergici. Tali animali sono caratterizzati da una riduzione dell’appetito 

e dell’attività locomotoria, da deficit cognitivi, da un comportamento di 

anedonia in risposta a stimoli gratificanti ed uno schema alterato del 

sonno (per una review cfr. Overstreet, 2005). 
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Esiste un generale consenso sul fatto che nella sperimentazione 

di farmaci antidepressivi è estremamente importante utilizzare modelli 

animali caratterizzati da una “sintomatologia depressiva” protratta nel 

tempo. Infatti, considerando l’assoluta inefficacia degli antidepressivi 

negli individui sani, e la latenza nella comparsa dell’effetto 

antidepressivo nell’uomo, il modello animale ideale dovrebbe essere 

caratterizzato da sintomi depressivi che persistono almeno per diverse 

settimane. 

Lo Stress Prenatale nel ratto: un modello animale di 

depressione protratta nel tempo per lo studio di farmaci 

antidepressivi 

Il modello di Stress Prenatale (SP) nel ratto consiste nel 

sottoporre ratte gravide ad uno stress da contenzione durante l’ultima 

settimana di gestazione (Maccari et al., 1995), periodo durante il quale 

l’asse IIS fetale inizia a rilasciare i propri ormoni, l’ormone 

adrenocorticotropo (ACTH) e il corticosterone (Boudouresque et al., 

1988). Lo stress da contenzione induce nelle madri, mediante 

l’attivazione dell’asse IIS, un aumento dei livelli plasmatici di 

corticosterone che attraversa la barriera placentare e influenza lo 

sviluppo neuroendocrino della progenie (ratti siglati come SP).  

La progenie di madri stressate durante la gravidanza presenta, in 

età adulta, sintomi assimilabili a quelli della depressione umana descritti 

precedentemente. Più precisamente animali SP presentano: 
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1) disregolazione dell’asse IIS  

Lo SP induce nei ratti una prolungata secrezione di corticosterone 

in risposta allo stress; tale alterazione persiste per tutto il corso della 

vita: prima dello svezzamento (Henry et al., 1994), in età adulta ed 

anche durante l’invecchiamento (Vallee et al., 1999). Inoltre, i ratti 

adulti SP presentano una riduzione dei recettori glucocorticoidei (GR) e 

mineralcorticoidei (MR) ippocampali, rispetto ad animali di controllo 

(Henry et al., 1994; Maccari et al., 1995; Barbazanges et al., 1996; 

Koehl et al., 1999). E’ stato dimostrato che l’alterazione del controllo a 

feedback negativo sull’asse IIS nei ratti SP è legata all’aumento del 

corticosterone circolante materno evocato dai ripetuti stress da 

contenzione. Infatti, se nelle ratte gravide si inibisce il rilascio di 

corticosterone mediante asportazione delle ghiandole surrenali, seguita 

da una terapia sostitutiva con corticosterone che ha lo scopo di 

mantenere dei livelli fisiologici di corticosterone circolante, nella prole SP 

non si osserva più né la disregolazione dell’asse IIS, né la diminuzione 

dei recettori corticosteroidei nell’ippocampo (Barbazanges et al., 1996).  

2) alterazioni del ritmo circadiano e del sonno 

Molti processi fisiologici e comportamentali del nostro organismo 

fluttuano enormemente sulla base di un ritmo regolare nel corso delle 

24 ore. Questo ritmo giornaliero o ritmo circadiano, è scandito da un 

sistema interno all’organismo collocato nel nucleo soprachiasmatico 

dell’ipotalamo, l’orologio circadiano (Stephan and Zucker, 1972; Turek 

and Van Reeth, 1995), ed è regolato da stimoli neurochimici e 
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comportamentali (Van Reeth and Turek, 1989; Piggins and Loudon, 

2005). E’ stato dimostrato che lo SP nel ratto adulto induce uno 

sfasamento della secrezione giornaliera di corticosterone, con livelli di 

corticosterone più alti alla fine del periodo di luce in entrambi i sessi, e 

un aumento della secrezione di corticosterone nell’intero ciclo diurno 

nelle femmine (Koehl et al., 1997; 1999). Gli effetti dello SP sulla 

secrezione circadiana del corticosterone potrebbero essere dovuti alla 

riduzione dei recettori corticosteroidei dell’ippocampo. Infatti, nei ratti 

maschi è stata osservata una riduzione dei recettori MR sia all’inizio che 

alla fine del periodo di luce (Koehl et al., 1999). In sintesi possiamo 

affermare che i ratti SP mostrano un’alterata funzionalità circadiana 

dell’asse IIS che conferma l’ipotesi di alterazioni nella risposta 

omeostatica.  

Lo SP induce altre importanti alterazioni come la modifica dei 

parametri sonno-veglia negli animali adulti (Kant et al., 1995; Cespuglio 

et al., 1995). Sia in condizioni di base che in risposta ad uno stress da 

contenzione acuto, i ratti SP mostrano un aumento della quantità di 

sonno paradosso, positivamente correlato con i livelli di corticosterone 

plasmatici (Hubain et al., 1998; Dugovic et al., 1999) ed un aumento 

della frammentazione del sonno, un aumento del tempo totale di sonno 

leggero ad onde lente ed una diminuzione della percentuale di sonno 

profondo ad onde lente rispetto alla quantità totale di sonno (Dugovic et 

al., 1999; Maccari et al., 2003). Alterazioni del ritmo circadiano e del 
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sonno sono sintomi caratteristici della depressione (Argyropoulos and 

Wilson, 2005; Rosenwasser and Wirz-Justice, 1997). 

3) alterazioni del comportamento 

I ratti SP in età adulta mostrano un aumento del comportamento 

ansioso nel test del Plus Maze, utilizzato per lo screening di farmaci 

ansiolitici. E’ stato anche dimostrato che nei ratti maschi SP, sottoposti 

al test del nuoto forzato (Porsolt test), un test classicamente usato per 

accertare l’efficacia di farmaci antidepressivi (Porsolt, 1978), si osserva 

un aumento dell’immobilità associato ad una diminuzione del tempo di 

nuoto (Maccari et al., 2001). Inoltre i ratti SP mostrano un aumento del 

comportamento di auto-somministrazione di psicostimolanti come 

l’anfetamina (Deminiere et al., 1992; Henry et al., 1995) e la nicotina 

(Koehl et al., 2000). Questi dati si accordano con quanto riscontrato nei 

pazienti affetti da depressione che mostrano sia un comportamento 

ansioso (Stahl, 1993; Rouillon, 1999), che una maggiore tendenza 

all’abuso di droghe (Sullivan et al., 2005; Cornelius et al., 2005). 

4) alterazioni a carico del sistema serotoninergico 

Le disfunzioni che si osservano nel cervello di ratti SP consistono 

in un aumento sia del contenuto, che dei recettori per la 5-HT nella 

corteccia (Peters 1986, 1990). Anche per quanto riguarda i soggetti 

umani, ci sono numerose evidenze, raccolte con studi in vivo (Drevets et 

al., 1997; Sargent et al., 2000), e post-mortem (Cheetham et al., 1989; 

Mann et al., 1989), che indicano la presenza di un’alterazione della 

 34 



trasmissione serotoninergica nel cervello dei pazienti affetti da patologia 

di tipo depressiva. 

5) riduzione della neurogenesi 

In ratti SP è stato osservato che la proliferazione cellulare nel DG 

è ridotta, rispetto ai controlli, del 38% in età giovanile, del 59% in età 

adulta e del 55% durante la senescenza. Ciò indica che lo SP induce una 

significativa riduzione della proliferazione cellulare in tutte le fasi della 

vita (Lemaire et al., 2000). E’ stato dimostrato, inoltre, che le cellule 

proliferanti si differenziano per il 70% in neuroni e per il 20% in glia; 

tale fenomeno si osserva sia nei ratti di controllo che nei ratti SP ed 

indica che lo SP, pur influenzando la proliferazione cellulare non 

influenza invece il differenziamento. Infine, in questo studio si dimostra 

che la ridotta neurogenesi che caratterizza gli animali SP è associata a 

minori performance cognitive, valutate mediante il test di 

apprendimento water maze, a conferma del ruolo chiave che la 

neurogenesi gioca nei processi di apprendimento e memoria.  

 

Nel momento in cui si intraprende uno studio sulla neurogenesi è 

importante definire gli obiettivi sperimentali che si vogliono raggiungere. 

Infatti, tale processo può essere studiato considerando le tre fasi che lo 

costituiscono: la proliferazione cellulare, la sopravvivenza e il 

differenziamento del fenotipo cellulare. Ognuna di queste fasi ha un 

significato funzionale diverso. Se si valuta solo la proliferazione, non si 

avranno indicazioni del numero di cellule proliferanti che saranno poi in 
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grado di sopravvivere e di diventare cellule funzionali, poiché, come 

abbiamo detto, buona parte di tali cellule andrà incontro ad una 

consistente morte cellulare. Valutando la sopravvivenza, invece, si 

possono avere informazioni sul grado di integrazione delle cellule nei 

circuiti. Solamente con l’analisi del fenotipo cellulare, si può stimare 

quante delle cellule sopravvissute ed integrate si sono differenziano in 

neuroni e quante in glia.
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PREMESSE E SCOPI DELLA RICERCA 

Da quanto è stato riportato nell’introduzione, è evidente che 

alcune delle alterazioni riscontrate in soggetti umani affetti da 

depressione maggiore possono essere riprodotte nel ratto con il modello 

di Stress Prenatale. Le alterazioni neurobiologiche presenti in animali SP 

che danno al modello una buona face validity sono rappresentate da: i) 

disregolazione dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene, parametro 

neuroendocrino osservato in soggetti affetti da depressione maggiore; 

ii) alterazioni del ritmo circadiano e del sonno che possono essere 

paragonate alle anomalie del ritmo circadiano, alle alterazioni della 

regolazione del ciclo sonno-veglia e all’incremento del sonno paradosso 

presenti in pazienti umani depressi; iii) alterazioni del 

comportamento: i ratti SP mostrano un comportamento ansioso che è 

caratteristico della depressione umana; iv) alterazioni a carico del 

sistema serotoninergico che ricordano le disfunzioni serotoninergiche 

riscontrate in pazienti affetti da depressione maggiore; v) riduzione 

della neurogenesi: recentemente è stata evidenziata nel cervello di 

pazienti affetti da depressione maggiore una riduzione del volume 

dell’ippocampo probabilmente conseguente ad una ridotta neurogenesi; 

anche nei ratti SP è possibile evidenziare la riduzione della neurogenesi 

nel giro dentato (Lemaire et al., 2000).  

E’ importante sottolineare che la validità di questo modello è 

rafforzata dal fatto che la maggior parte delle alterazioni permangono 

durante tutta la vita, dagli stadi precoci dello sviluppo, fino 

 37 



all’invecchiamento. Quindi, lo Stress Prenatale indotto durante un 

preciso periodo della gravidanza “produce un animale” con un profilo di 

disturbi cronici che può essere utilizzato come modello per la valutazione 

di farmaci, potenzialmente antidepressivi, da sperimentare in fasi 

diverse della vita, dallo sviluppo all’invecchiamento, fasi in cui 

l’organismo, come noto, subisce delle profonde modifiche 

neurobiologiche che possono a loro volta influire sull’azione dei farmaci.  

Primo obiettivo di questo studio è stato verificare la 

predictive validity del modello di SP. La predictive validity, cerca di 

stabilire quanto il modello risponda ai trattamenti farmacologici che si 

utilizzano nell’uomo. Uno dei farmaci più indicati, ancora oggi, per il 

trattamento della depressione maggiore, è l’antidepressivo triciclico 

imipramina, sebbene sia, come del resto gli altri triciclici, riservato 

solitamente a quei pazienti che non rispondono ad un ciclo di terapia con 

uno dei farmaci più nuovi come, per esempio, gli SSRI (ICSI Health Care 

Guideline, 2004). L’imipramina, inoltre, è stato, ed è, uno dei farmaci di 

maggiore utilizzo in campo pre-clinico per stabilire la predictive validity 

in molti modelli animali di depressione e può essere quindi considerato 

un farmaco di riferimento.  

Lo studio di predictive validity del modello dello SP ha avuto 

lo scopo di verificare se il trattamento cronico con imipramina fosse in 

grado di normalizzazione alcuni parametri alterati nei ratti SP. In 

particolare, abbiamo valutato: i) il comportamento degli animali alla fine 

del trattamento farmacologico mediante il test del nuoto forzato (Porsolt 
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test); ii) l’espressione dei recettori corticosteroidei MR e GR 

nell’ippocampo, che fornisce una valutazione sulla attività dell’asse ISS; 

iii) l’attività serotoninergica cerebrale, mediante la quantificazione 

dell’mRNA che codifica per il recettore 5-HT1A nella corteccia prefrontale. 

 

I risultati di questo studio sono stati pubblicati:  

S. Morley-Fletcher, M. Darnaudery, E. Mocaer, N. Froger, L. 

Lanfumey, G. Laviola, P. Casolini, A.R. Zuena, L. Marzano, M. Hamon, S. 

Maccari Chronic treatment with imipramine reverses immobility 

behaviour, hippocampal corticosteroid receptors and cortical 5-HT1A 

receptor mRNA in prenatally stressed rats. Neuropharmacology 2004 

Nov; 47(6): 841 

 

Secondo obiettivo di questa ricerca è stato quello di utilizzare 

una molecola di recente acquisizione l’agomelatina, che ha mostrato 

possedere un buon effetto antidepressivo sia nell’uomo che in diversi 

modelli animali di depressione per stabilire se i) il trattamento cronico 

con l’agomelatina fosse in grado di ripristinare la diminuita 

neurogenesi ippocampale presente nei ratti SP. Inoltre sono stati 

valutati gli effetti del trattamento cronico con agomelatina su ii) 

l’espressione della neurotrofina BDNF, importante fattore di regolazione 

sia della neurogenesi (Zigava et al., 1998; Lee et al., 2002) che 

dell’azione dei farmaci antidepressivi (Shirayama et al., 2002); iii) 

l’espressione dei recettori metabotropici del glutammato del gruppo I, 

l’mGlu1 e l’mGlu5, poiché il sistema glutammatergico potrebbe 

rappresentare un importante target per le nuove terapie antidepressive 
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(Palucha et al., 2004; Paul e Skolnick, 2003), ed è stato anche 

dimostrato che il trattamento con farmaci antidepressivi tradizionali 

modifica l’espressione e la funzione dei recettori mGlu nel cervello di 

ratto (Matrisciano, 2002).  

 

I risultati di questo studio sono in fase di preparazione per essere 

sottoposti alla pubblicazione sulla rivista Journal of Neuroscience:  

S. Maccari, S. Morley-Fletcher, J. Mairesse, O. Viltart, A. Daszuta, 

A. Soumier, M. Hery, C. Gabriel, E. Mocaer, A.R. Zuena, P. Matteucci, C. 

Cinque, A. Catalani, P. Casolini Chronic treatment with agomelatine 

reverses the decrease in hippocampal neurogenesis and survival in 

prenatally stressed adult rats. J. Neurosci. In preparation
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MATERIALI E METODI 

Animali e condizioni di allevamento  

Sono stati utilizzati ratte femmine nullipare Sprague-Dawley del 

peso di circa 250 gr e ratti maschi Sprague-Dawley di accertata fertilità 

forniti dalla ditta Harlan-Italy. Dal loro arrivo gli animali sono stati 

lasciati indisturbati in un ambiente a temperatura costante (22 ± 2°C), 

con un ciclo luce-buio di 12 ore (la luce si accende alle ore 08:00). Cibo 

ed acqua sono stati forniti ad libitum. Quattro settimane dopo l’arrivo le 

ratte femmine sono state raggruppate quattro per gabbia per coordinare 

e sincronizzare il loro ciclo estrale (7 giorni). In seguito sono state 

accoppiate ognuna con un maschio per tutta la durata del ciclo estrale, 

al termine del quale, sono state poste singolarmente in gabbie di 

Plexiglass (50 x 35 x 25 cm). Le ratte gravide sono state 

successivamente suddivise in modo casuale in un gruppo di Controllo ed 

in un gruppo sottoposto a stress durante la gravidanza.  

Procedura di Stress Prenatale 

Lo Stress Prenatale (SP) è stato indotto secondo il protocollo 

descritto da Maccari et al., 1995: dal 14° giorno di gravidanza, fino al 

giorno del parto, le ratte gravide sono state sottoposte quotidianamente 

a tre sessioni di stress da contenzione (ore 09:00, 12:00, 17:00), che 
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consiste nel mantenerle in cilindri di plastica trasparente per 45 min. 

(diametro=7 cm; lunghezza=19 cm) sotto una luce molto intensa (60 

Watt). Le ratte gravide del gruppo di Controllo sono state, invece, 

lasciate indisturbate nelle loro gabbie per tutto il periodo della 

gravidanza. La prole è stata svezzata al 21° giorno dalla nascita, 

suddivisa in base al sesso in gruppi di quattro animali per gabbia 

mantenuti nelle stesse condizioni fino all’età adulta quando sono stati 

sottoposti agli esperimenti. E’ stata utilizzata solo la progenie maschile 

adulta proveniente da nidiate costituite da almeno 10-14 piccoli e con un 

numero bilanciato di maschi e femmine. Tutti gli esperimenti sono stati 

condotti in accordo con i principi della tutela degli animali di laboratorio 

(Direttive della Comunità Europea e della Legge Italiana). 
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Fase I 

Trattamento cronico con imipramina 

La prole maschile adulta costituita da 48 animali provenienti da 

dodici nidiate di Controllo e dodici nidiate SP è stata suddivisa e 

sottoposta a trattamento cronico con imipramina o con soluzione salina 

(veicolo), secondo il seguente schema: 

12 ratti maschi (uno per ogni nidiata) Controllo-imipramina 

12 ratti maschi (uno per ogni nidiata) Controllo-veicolo 

12 ratti maschi (uno per ogni nidiata) SP-imipramina 

12 ratti maschi (uno per ogni nidiata) SP-veicolo 

L’imipramina (Sigma), sciolta in salina (0,9%) è stata iniettata 

per via intraperitoneale (i.p.) alla dose di 10 mg/kg in un volume di 2 

ml. Le somministrazioni sono state effettuate una volta al giorno per 21 

giorni, due ore prima del periodo di buio (ore 18:00). I ratti non trattati 

con imipramina sono stati iniettati con uno stesso volume di salina (2 

ml/kg). All’inizio del trattamento gli animali avevano 4 mesi di età. 

Test del nuoto forzato 

Una settimana dopo la fine del trattamento antidepressivo con 

imipramina gli animali sono stati sottoposti al test del nuoto forzato 

(versione riadattata del test del nuoto forzato, Porsolt et al., 1978). Un 

contenitore cilindrico di plastica trasparente (altezza=59 cm; 

diametro=25 cm) è stato riempito di acqua alla temperatura di 25°C 
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fino ad un livello di 36 cm. Nella prima sessione (giorno 1, Pretest) i ratti 

sono stati posti per 15 min nell’acqua per un ambientamento; 

successivamente sono stati rimossi dall’acqua e asciugati in una stanza 

riscaldata prima di ritornare nella propria gabbia. Ventiquattro ore dopo 

(giorno 2, Test) i ratti sono stati messi di nuovo nel cilindro per 5 min ed 

è stata misurata la durata del comportamento passivo di immobilità 

(galleggiamento nell’acqua con i soli movimenti necessari per tenere la 

testa fuori dall’acqua). Poiché nel test del nuoto forzato i farmaci 

antidepressivi modificano alcuni schemi di comportamento attivo (Lucki, 

1997), sono stati registrati il comportamento di “climbing” (movimenti 

attivi con le zampe anteriori, di solito diretti verso le pareti del cilindro) 

e quello di “swimming” (movimenti attivi di nuoto intorno al cilindro).  

Neurochimica 

Al termine del test del nuoto forzato tutti gli animali sono stati 

decapitati, il cervello è stato rapidamente rimosso e sezionato per il 

prelievo dell’ippocampo e della corteccia prefrontale. Il tessuto prelevato 

è stato congelato in ghiaccio secco e conservato a –80°C fino al 

momento dell’utilizzo per l’analisi neurochimica. 

Binding dei recettori corticosteroidei nell’ippocampo 

Per la valutazione dei recettori corticosteroidei totali (MR + GR) 

nell’ippocampo sono stati utilizzati 6 degli animali precedentemente 

sottoposti al test del nuoto forzato, per ogni gruppo sperimentale 

(Controllo-veicolo, Controllo-imipramina, SP-veicolo, SP-imipramina). 
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L’ippocampo di ogni animale è stato omogeneizzato in 2 ml di tampone 

TEGDM (Tris-HCl 30 mM; sodio molibdato 10 mM; ditiotreitolo 1mM e 

glicerolo 10%). Gli omogenati sono stati quindi ultracentrifugati a 

105,000 g (4°C) per 60 min., al fine di separare il citosol dalle 

membrane cellulari. Dopo la centrifugazione, il citosol è stato passato 

per due volte in colonne di resina Sephadex LH-20, precedentemente 

preparata con tampone TEGM (Tris-HCl 10 mM; sodio molibdato 10 mM 

e β-mercaptoetanolo 2.3 mM), allo scopo di eliminare il corticosterone 

libero citosolico che, altrimenti, durante la fase di incubazione può 

competere con l’ormone triziato (Casolini et al., 1993, 1997). Aliquote di 

citosol (140 μl) sono state incubate in provette contenenti corticosterone 

triziato (3H-B) alla concentrazione saturante di 40 nM (attività specifica 

76.5 Ci/mmol; New England Nuclear, Italia). Il valore di legame 

aspecifico è stato valutato in parallele provette di incubazione contenenti 

una concentrazione di corticosterone freddo (non triziato) 500 volte 

superiore alla concentrazione di quello caldo. Il citosol è stato quindi 

lasciato in incubazione overnight ad una temperatura di 4°C. Il 

complesso 3H-B- recettore è stato separato dal 3H-B libero per mezzo di 

una cromatografia ad esclusione molecolare effettuata mediante colonne 

di resina Sephadex LH-20. La radioattività presente nell’eluato raccolto 

alla fine della cromatografia è stata determinata, dopo aggiunta del 

liquido di scintillazione, con un β-counter. Poiché in un precedente lavoro 

era stato osservato che l’affinità dei recettori corticosteroidei non è 

influenzata dallo SP (Henry et al., 1994; Maccari et al., 1995; 
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Barbanzages et al.,1996; Koehl et al.,1997, 1999), nel presente studio è 

stata misurata solamente la densità di tali recettori (Bmax, espressa 

come fmol/mg proteina). La concentrazione delle proteine citosoliche è 

stata determinata secondo il metodo di Lowry (1951) utilizzando 

l’albumina come standard. 

Determinazione quantitativa dell’mRNA dei recettori 5-HT1A 

nella corteccia prefrontale  

Per la valutazione dell’mRNA dei recettori 5-HT1A nella corteccia 

prefrontale sono stati utilizzati 6 degli animali precedentemente 

sottoposti al test del nuoto forzato, per ogni gruppo sperimentale 

(Controllo-veicolo, Controllo-imipramina, SP-veicolo, SP-imipramina). 

L’amplificazione è stata realizzata mediante PCR competitiva inversa 

(RT-PCR) (Siebert and Larrick, 1992), nella quale gli mRNA dei geni 

analizzati sono retro-trascritti ed amplificati in presenza di uno standard 

interno di mRNA omologo, modificato mediante la delezione di alcuni 

nucleotidi, utilizzando una RT-PCR Access System Kit (Promega, 

Madison, WI, USA). La determinazione quantitativa dell’mRNA del 

recettore 5-HT1A nella corteccia prefrontale è stata effettuata come 

descritto da Le Poul et al. (2000). La retro-trascrizione (45 min a 48°C) 

è stata effettuata con 0.5 μg di RNA tissutale totale in presenza di uno 

standard di RNA deleto a diluizioni crescenti (da 10-6 a 3 x 10-8). La 

sequenza di primers di oligonucleotidi utilizzata è stata la seguente: 

“upstream” 5’-CTCTACGGGCGCATCTTCAGA-3’ (nucleotidi 762-782) e 

“downstream” 5’-CCCAGAGTCTTCACCGTCTTC-3’ (nucleotidi 1165-1145) 
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(Albert et al., 1990). L’amplificazione è stata effettuata con 1-2 unità di 

Tfl DNA polimerasi, 1 mM di MgSO4 e 1 pg/μl di ogni primer per 30 cicli 

(1 min a 95°C, 1 min a 58°C e 1 min a 72°C). Dopo la separazione 

elettroforetica su gel di agarosio al 2% marcato con bromuro d’etidio al 

4%, sia lo standard che l’amplificato sono stati quantificati con un 

software analizzatore di gel (NIH 1.6). I livelli di mRNA sono stati 

espressi come attomoli (amol) di uno standard sintetico di RNA per 

microgrammo di RNA totale. 

Analisi statistica 

Tutti i dati sono stati analizzati utilizzando l’analisi della varianza 

(ANOVA) 2x2 [gruppo (Controllo vs SP) e trattamento (veicolo vs 

imipramina)], seguita dal test “t di Student”.  

 

Fase II 

Trattamento cronico con agomelatina 

La prole maschile adulta proveniente da dodici nidiate SP e dodici 

nidiate di Controllo è stata sottoposta a trattamento cronico con 

agomelatina o a trattamento con il solo veicolo in cui è stata sciolta 

l’agomelatina, secondo il seguente schema: 

12 ratti maschi (uno per ogni nidiata) Controllo-agomelatina 

12 ratti maschi (uno per ogni nidiata) Controllo-veicolo 

12 ratti maschi (uno per ogni nidiata) SP-agomelatina 
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12 ratti maschi (uno per ogni nidiata) SP-veicolo 

L’agomelatina (Servier; Francia) è stata sciolta in 

idrossietilcellulosa (HEC 1%) e iniettata i.p. alla dose di 40 mg/kg in un 

volume di 1 ml. Le somministrazioni sono state effettuate una volta al 

giorno per 6 settimane, due ore prima del periodo di buio (ore 18:00). I 

ratti veicolo hanno ricevuto iniezioni di HEC nello stesso volume (HEC 

1%, 1 ml/kg). All’inizio del trattamento gli animali avevano 2 mesi di 

età.  

Valutazione in vivo della neurogenesi 

Negli studi originali sulla proliferazione cellulare in vivo è stata 

utilizzata la [3H]timidina ([3H]dT) incorporata nelle cellule durante la 

sintesi del DNA (fase S del ciclo cellulare). Le cellule in mitosi attiva 

sono state poi evidenziate mediante autoradiografia. Più recentemente, 

invece della [3H]dT, si utilizza la Bromo desossiUridina (BrdU), un 

analogo della timidina (Nowakowski et al., 1989), rivelata mediante 

immunoistochimica. Il tempo che intercorre tra l’ultima 

somministrazione di BrdU e il sacrificio dell’animale può essere adattato 

alla tappa della neurogenesi che si vuole studiare: la proliferazione 

cellulare, la sopravvivenza o la determinazione del fenotipo cellulare. Per 

studiare la proliferazione cellulare gli animali devono essere sacrificati 

subito dopo l’ultima somministrazione di BrdU, in una breve finestra di 

tempo che può andare da poche ore a pochi giorni. La sopravvivenza 

delle nuove cellule che si sono formate, invece, viene usualmente 

osservata sacrificando l’animale dopo un periodo di tempo più lungo 
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(diverse settimane dall’ultima somministrazione di BrdU). Noi abbiamo 

studiato la sopravvivenza cellulare. 

Somministrazione di BrdU 

Dopo 3 settimane dall’inizio del trattamento con agomelatina 

(durato 6 settimane), 6 animali per ogni gruppo sperimentale 

(Controllo-agomelatina, Controllo-veicolo, SP-agomelatina, SP-veicolo) 

sono stati iniettati i.p. anche con BrdU (75 mg/kg in un volume di 3 ml 

di salina), due volte al giorno (ore 11:00 e 15:00) per 4 giorni. Il 

trattamento con agomelatina è proseguito fino alla 6a settimana quando 

gli animali sono stati sacrificati, 24 ore dopo l’ultima iniezione di 

agomelatina. (Dall’ultima somministrazione di BrdU erano trascorsi 18 

giorni, periodo di tempo che permette di analizzare la sopravvivenza 

delle cellule che hanno proliferato).  

 

 

6 settimane agomelatina (40 mg/kg, i.p.) o veicolo

4 gg BrdU 
(75 mg/kg, i.p.)

3 settimane 3 settimane 

6 settimane agomelatina (40 mg/kg, i.p.) o veicolo

4 gg BrdU 
(75 mg/kg, i.p.)

3 settimane 3 settimane 

 

 

 

Gli animali, in un numero di 6 per ciascun gruppo sperimentale 

(Controllo-veicolo, SP-veicolo, Controllo-agomelatina, SP-agomelatina) 

trattati con BrdU, sono stati sacrificati mediante perfusione e il cervello 

prelevato per l’analisi immunoistochimica e l’immunofluorescenza. 

Gli animali, in un numero di 6 per ciascun gruppo sperimentale 

(Controllo-veicolo, SP-veicolo, Controllo-agomelatina, SP-agomelatina) 
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non trattati con BrdU, sono stati sacrificati mediante decapitazione ed il 

cervello isolato per il prelievo dell’ippocampo, utilizzato per determinare, 

mediante Western Blotting, l’espressione del BDNF e dei recettori 

metabotropici del glutammato (mGlu).  

Procedura di perfusione e prelievo dei cervelli 

Per effettuare la perfusione cerebrale gli animali sono stati 

rapidamente anestetizzati mediante somministrazione di pentobarbital 

(60 mg/kg i.p.); subito dopo sono stati perfusi per via aortica con 150 

ml di salina (0.9%), e 400 ml di paraformaldeide al 4% in tampone 

fosfato 0.1M (pH=7.4). Dopo la perfusione i cervelli sono stati prelevati 

e fissati per 24 ore in paraformaldeide e successivamente tagliati in 

fettine di 40 µm mediante un vibratomo (Leica) nell’intervallo che 

comprende tutto l’ippocampo e va da -1.8 a –6.1 posteriormente al 

bregma (Paxinos and Watson, 1997). In 6 diverse provette contenenti 

PBS (0.1 M; pH=7.4) + Sodio Azide (0.1%) sono state poste circa 16 

fettine di ogni cervello in maniera tale che ciascuna provetta contenesse 

fettine non sequenziali, ma distanziate tra loro di 240 µm; questa 

accortezza sperimentale è necessaria al fine di evitare che la stessa 

cellula possa essere contata in più di una fettina. Le provette contenenti 

le fettine sono state poi conservate a –20°C fino al momento dell’analisi 

immunoistochimica e dell’immunofluorescenza. 
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Immunoistochimica per la quantificazione della BrdU 

incorporata 

Tutte le fettine contenute in una provetta, 16 fettine per ogni 

animale, sono state utilizzate per l’analisi immunoistochimica delle 

cellule che hanno incorporato la BrdU. Le fettine sono state trattate con 

HCl 2 M (20 min a 37°C) per permettere la denaturazione del DNA e poi 

lavate in tampone borato per 5 min (0.1 M; pH=8.4). Successivamente 

le fettine sono state abbondantemente lavate con PBS, preincubate per 

45 min. con PBS contenente 0.1% di Triton X-100 e 3% di siero di asino 

(NDS; Jackson) e incubate per 48 ore (in agitatore a 4°C) con un 

anticorpo primario monoclonale anti-BrdU (1:500; Boeringer) diluito in 

PBS contente 0.1% di Triton X-100 e 1% di NDS. Le fettine sono state 

successivamente incubate per 2 ore con un anticorpo secondario 

specifico anti-mouse (1:500; Jackson) diluito in PBS contente 0.1% di 

Triton X-100 e 1% di NDS. La immunoreattività è stata rivelata 

mediante il sistema avidina-biotina-perossidasi (ABC Elite kit; Vector 

Laboratories) utilizzando la 3,3’-diaminobenzidina (DAB; Sigma) come 

cromogeno (10 min di incubazione). Dopo diversi lavaggi con PBS le 

sezioni sono state montate su vetrino e disidratate in soluzioni crescenti 

di etanolo (70%, 96% e 100%). Infine è stato eseguito un passaggio in 

xilolo e i vetrini sono stati coperti con coprioggetto, usando come 

fissante la colla Entellan (Merck). 
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Analisi quantitativa della immunoreattività della BrdU 

Le cellule marcate con l’anticorpo anti-BrdU sono state contate su 

un totale di 16 fettine per ogni animale nella zona subgranulare (SGZ), 

nell’ileo (H) e nello strato di cellule granulari (GCL) del giro dentato, 

nell’intervallo che comprende tutto l’ippocampo e va da -1.8 a –6.1 

posteriormente al bregma (Paxinos and Watson, 1997), utilizzando un 

microscopio ottico (Zeiss; ingrandimento 40x). La conta cellulare è stata 

effettuata per due volte da 2 sperimentatori diversi non a conoscenza 

del trattamento.  

Determinazione del fenotipo delle nuove cellule 

Un altro passo importante quando si studia la neurogenesi è 

stabilire il fenotipo delle cellule che sono sopravvissute, ovvero definire 

la percentuale di cellule che si differenziano in neuroni. A questo scopo 

si effettua una doppia immunomarcatura fluorescente della BrdU con un 

marker neuronale (proteina neuronale nucleare specifica NeuN).  

Immunofluorescenza per la determinazione del fenotipo 

neuronale  

Sedici fettine per ogni animale sono state messe in una provetta 

e sono state utilizzate per la determinazione del fenotipo neuronale. Le 

fettine trattate con HCl 2 M (20 min a 37°C) per permettere la 

denaturazione del DNA e poi lavate in tampone borato per 5 min (0.1 M; 

pH=8.4), sono state poi incubate per 48 ore (in agitatore a 4°C) con 

l’anticorpo primario ratto-anti-BrdU (1:500; ImmunologicalsDirect) 
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insieme all’anticorpo primario monoclonale anti-NeuN per marcare i 

neuroni (1:1000; Chemicon). Dopo diversi lavaggi in PBS le fettine sono 

state incubate per 1 ora con i rispettivi anticorpi secondari fluorescenti: 

anti-rat (1:300; Jackson), anti-mouse (1:300; Invitrogen). Le fettine 

sono state infine montate su vetrino utilizzando come montante una 

soluzione in grado di rallentare il decadimento della fluorescenza: 10gr 

Mowiol (Sigma), 2.5 gr DABCO (Sigma), 90 ml PBS 0.1M, pH=7.4 e 40 

ml glicerina. 

Analisi dell’immunofluorescenza per la colocalizzazione BrdU-

NeuN 

L’immunofluorescenza è stato visualizzata mediante un 

microscopio confocale (Zeiss, LSM510 a scansione laser) con obiettivo 

40x, che ha permesso di analizzare e visualizzare cellule marcate con 

due diversi anticorpi (doppia immunomarcatura) sulla stessa fettina 

mediante due immagini distinte: una che mostra solo le cellule marcate 

con l’anticorpo anti-BrdU che hanno una colorazione rossa, ed una che 

evidenzia le cellule marcate con l’anticorpo anti-NeuN che hanno, 

invece, una colorazione verde. Il microscopio permette anche 

l’integrazione in un’unica immagine che permette di osservare la 

colocalizzazione della doppia immunofluorescenza BrdU-NeuN in quanto 

tutte le cellula che hanno incorporato BrdU e si sono differenziate in 

neuroni hanno una colorazione differente dalle precedenti, giallo-

arancione. Il microscopio confocale fornisce anche una immagine 

tridimensionale delle cellule marcate che ha permesso di escludere che 
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la colorazione giallo-arancio osservata sull’immagine bidimensionale non 

fosse dovuta alla sovrapposizione di due cellule diverse ma ad una reale 

colocalizzazione dei due anticorpi sulla stessa cellula. Al fine di 

determinare la percentuale di cellule che si sono differenziate in neuroni 

(colocalizzazione BrdU-NeuN) rispetto a tutte le cellule che hanno 

incorporato BrdU, su tutte le 16 fettine di ogni animale sono state 

selezionate 50 cellule BrdU-positive a caso e ogni cellula è stata 

analizzata in tutta la sua profondità (analisi tridimensionale) mediante 

una serie di scansioni di 1 µm.  

Western Blotting per la valutazione dell’espressione del BDNF 

e dei recettori mGlu nell’ippocampo 

Per il Western Blotting sono stati utilizzati 6 animali per ogni 

gruppo sperimentale, sacrificati per decapitazione. Il cervello è stato 

rapidamente rimosso, posto su ghiaccio e sezionato per il prelievo 

dell’ippocampo. Gli ippocampi prelevati sono stati congelati e conservati 

a –80°C suddivisi in due emi-ippocampi: un emi-ippocampo è stato 

utilizzato per determinare l’espressione del BDNF ed uno per 

l’espressione dei sottotipi recettoriali mGlu1 ed mGlu5. 

Per la determinazione del BDNF, gli emi-ippocampi sono stati 

omogeneizzati a 4°C con Politron (Kinematica) in 500 µl/50 mg tessuto 

di buffer di lisi (TRIS 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, Leupeptina 10 

µg/ml, Aprotinina 10 µg/ml). Il dosaggio delle proteine è stato effettuato 

con il metodo Bradford e 70µg di proteine sono stati diluiti 1:4 con sodio 

dodecil solfato (SDS)/ blu di bromofenolo loading buffer, contenente 0.5 
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M di ditiotreitolo e bollite per 5 min. L’elettroforesi è stata eseguita con 

un apparato “Protean xi II Cell” (BioRad) usando un gel di poliacrilamide 

alla concentrazione del 12%. I campioni e lo standard (di peso 

molecolare noto) sono stati caricati all’interno dei pozzetti del gel di 

poliacrilamide e fatti migrare overnight ad una corrente costante di 6 

mA. Il trasferimento delle proteine separate è stato effettuato su 

membrana di nitrocellulosa (Hybond, Amersham Bioscience), utilizzando 

un sistema electroblotting (BioRad, Transblot SD) ad una corrente di 

450 mA per 4 ore a 4°C. Al termine del trasferimento, la membrana è 

stata colorata con Rosso Ponceau (1%) in acido acetico (5%), per poter 

controllare l’efficienza di trasferimento. Al fine di bloccare i siti aspecifici 

di legame, le membrane sono state incubate per 1 ora in tampone TTBS 

(10 mM Tris-HCl, 0.9% NaCl, 0.5% Tween-20, pH 7.4), contenente il 

2% di latte in polvere non grasso. Le membrane sono state quindi 

incubate overnight a 4°C con l’anticorpo primario policlonale anti-BDNF 

(1:500 in TTBS) (Santa Cruz Biotechnology). Quindi, sono state lavate 

due volte per 7 min in tampone TTBS e poi nuovamente incubate per 1 

ora con l’anticorpo secondario (Amersham Bioscience) diluito in TTBS 

(anti-rabbit 1:10000). Al fine di verificare l’esatto caricamento delle 

proteine nei diversi pozzetti, le stesse membrane sono state incubate 

overnight a 4°C con l’anticorpo primario monoclonale anti-β-actina 

(1:1000 in TTBS) (Sigma). Quindi, sono state lavate due volte per 7 min 

in tampone TTBS e poi nuovamente incubate per 1 ora con l’anticorpo 

secondario (Amersham Bioscience) diluito in TTBS (anti-mouse 1:5000). 
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Per la determinazione dei recettori mGlu1 ed mGlu5, gli emi-

ippocampi sono stati sottoposti alle stesse procedure utilizzate per il 

BDNF lievemente modificate: il buffer di lisi (TRIS 100 mM, NaCl 5 M, 

EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, Leupeptina 10 µg/ml, Aprotinina 10 µg/ml), la 

concentrazione del gel di poliacrilammide all’8%, e gli anticorpi primari 

anti-mGluR1 (1:500 in TTBS) e mGluR5 (1:1000 in TTBS) (Upstate). 

 L’immunomarcatura è stata rivelata mediante il sistema di 

analisi a chemioluminescenza (ECL, Amersham Bioscience). Le lastre 

fotografiche (Kodak) così ottenute, sono state esposte alla reazione di 

chemioluminescenza per un tempo compreso tra i 30 e 40 minuti. La 

densità ottica delle bande è stata determinata utilizzando un software di 

densitometria (Scion Image). 

Analisi statistica 

Tutti i dati sono stati analizzati utilizzando l’analisi della varianza 

(ANOVA) 2x2 [gruppo (Controllo vs SP) e trattamento (veicolo vs 

imipramina)], seguita dal test “t di Student”.  
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RISULTATI 

Fase I 

Effetti dell’imipramina sul comportamento nel test del nuoto 

forzato (Fig. 1, Fig. 2)  

Lo Stress Prenatale (SP) aumenta il tempo di immobilità durante 

il test del nuoto forzato, e il trattamento con imipramina elimina questo 

effetto. I tempi di immobilità sono stati analizzati con l’ANOVA a due vie, 

una per le due diverse condizioni (presenza o assenza di SP) e l’altra per 

i due diversi trattamenti (imipramina o veicolo) ed è stato dimostrato un 

marcato effetto del trattamento (F1,40=8.05, p<0.01), ed una differenza 

significativa fra le due condizioni (F1,40=4.59, p<0.05). Il t di Student 

condotto separatamente sui gruppi trattati o no con imipramina, indica 

che i ratti SP non trattati rimangono in una condizione di immobilità per 

un tempo maggiore rispetto ai controlli (t20=-2.56; p<0.05), e che il 

trattamento cronico con imipramina riporta i tempi di immobilità a valori 

simili a quelli dei controlli-veicolo ed elimina quindi l’effetto dello Stress 

Prenatale (t20=2.79; p<0.05 SP-imipramina vs SP-veicolo). L’imipramina 

non ha invece alcun effetto negli animali di controllo (Fig. 1). Lo Stress 

Prenatale non modifica l’attività di “climbing” e “swimming” nel test del 

nuoto forzato (dati non mostrati), mentre il trattamento con imipramina 

modifica l’attività di “climbing” (F1,40=10.08, p<0.01). Un’analisi 

condotta separatamente sui gruppi SP e controlli mostra un aumento 
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significativo del “climbing” indotto dal trattamento con l’antidepressivo 

nel gruppo SP (t20=2.59; p<0.05 SP-veicolo vs SP-imipramina), e 

nessuna variazione nel gruppo di controllo (Fig. 2). 
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Fig. 1 Effetto del trattamento cronico con imipramina (10 mg/kg i.p., 1
volta al giorno, per 21 giorni) sul tempo di immobilità (media ± E.S.) nel 
test del nuoto forzato (n=12 per ogni gruppo di trattamento). 
Test t di Student 
* p<0.05 SP-veicolo vs Controllo-veicolo
# p<0.05 SP-imipramina vs SP-veicolo

Fig. 2 Effetto del trattamento cronico con imipramina (10 mg/kg i.p., 1
volta al giorno, per 21 giorni) sul tempo di “climbing” (media ± E.S.) nel 
test del nuoto forzato (n=12 per ogni gruppo di trattamento). 
Test t di Student 
# p<0.05 SP-imipramina vs SP-veicolo
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Fig. 1 Effetto del trattamento cronico con imipramina (10 mg/kg i.p., 1
volta al giorno, per 21 giorni) sul tempo di immobilità (media ± E.S.) nel 
test del nuoto forzato (n=12 per ogni gruppo di trattamento). 
Test t di Student 
* p<0.05 SP-veicolo vs Controllo-veicolo
# p<0.05 SP-imipramina vs SP-veicolo

Fig. 2 Effetto del trattamento cronico con imipramina (10 mg/kg i.p., 1
volta al giorno, per 21 giorni) sul tempo di “climbing” (media ± E.S.) nel 
test del nuoto forzato (n=12 per ogni gruppo di trattamento). 
Test t di Student 
# p<0.05 SP-imipramina vs SP-veicolo
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Fig. 1 Effetto del trattamento cronico con imipramina (10 mg/kg i.p., 1
volta al giorno, per 21 giorni) sul tempo di immobilità (media ± E.S.) nel 
test del nuoto forzato (n=12 per ogni gruppo di trattamento). 
Test t di Student 
* p<0.05 SP-veicolo vs Controllo-veicolo
# p<0.05 SP-imipramina vs SP-veicolo

Fig. 2 Effetto del trattamento cronico con imipramina (10 mg/kg i.p., 1
volta al giorno, per 21 giorni) sul tempo di “climbing” (media ± E.S.) nel 
test del nuoto forzato (n=12 per ogni gruppo di trattamento). 
Test t di Student 
# p<0.05 SP-imipramina vs SP-veicolo
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Fig. 2 Effetto del trattamento cronico con imipramina (10 mg/kg i.p., 1
volta al giorno, per 21 giorni) sul tempo di “climbing” (media ± E.S.) nel 
test del nuoto forzato (n=12 per ogni gruppo di trattamento). 
Test t di Student 
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Effetti dell’imipramina sulla densità dei recettori 

corticosteroidei nell’ippocampo (Fig. 3) 

L’analisi statistica (ANOVA 2X2) relativa ai dati sulla densità dei 

recettori corticosteroidei nell’ippocampo mostra una significativa 

interazione tra condizione e trattamento (F1,26=4.20, p<0.05). Una 

analisi condotta separatamente sui gruppi trattati e non trattati con 

l’antidepressivo, dimostra che lo Stress Prenatale riduce i livelli totali 

(MR+GR) di recettori corticosteroidei, (t10=2.08; p<0.05); tali livelli 

aumentano significativamente in seguito al trattamento con imipramina 

nel gruppo SP, ritornando a livelli simili a quelli riscontrati nei controlli 

(t10=-2.5; p<0.05 SP-veicolo vs SP-imipramina). L’antidepressivo non 

ha invece alcun effetto nel gruppo di controllo. 
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Fig. 3 Effetto del trattamento cronico con imipramina (10 mg/kg i.p., 1 
volta al giorno, per 21 giorni) sulla capacità di legame (media ± E.S.: 
B , fmol/mg proteina) dei recettori corticosteroidei totali (MR + GR) max
nell’ippocampo (n=6 per ogni gruppo di trattamento)
Test t di Student
* p<0.05 SP-veicolo vs Controllo-veicolo 
# p<0.05 SP-imipramina vs SP-veicolo
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Fig. 3 Effetto del trattamento cronico con imipramina (10 mg/kg i.p., 1 
volta al giorno, per 21 giorni) sulla capacità di legame (media ± E.S.: 
B , fmol/mg proteina) dei recettori corticosteroidei totali (MR + GR) max
nell’ippocampo (n=6 per ogni gruppo di trattamento)
Test t di Student
* p<0.05 SP-veicolo vs Controllo-veicolo 
# p<0.05 SP-imipramina vs SP-veicolo
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Effetti dell’imipramina sui livelli di mRNA dei recettori 5-HT1A 

nella corteccia (Fig. 4) 

Lo Stress Prenatale modifica significativamente i livelli di mRNA 

dei recettori 5-HT1A e il trattamento con imipramina cancella tale effetto. 

Un significativo effetto della condizione (presenza o assenza di SP) 

(F1,18=4.48, p<0.05) e del trattamento (imipramina o veicolo) 

(F1,18=7.07, p<0.05) è messo in evidenza dall’ANOVA 2x2, con una 

interazione ai limiti della significatività (F1,18=3.92, p=0.06). I livelli di 

mRNA dei recettori 5-HT1A nella corteccia prefrontale sono 

significativamente più alti (+89%) nei ratti SP rispetto ai controlli (t10=-

2.4; p<0.05). Dopo il trattamento cronico con imipramina nel gruppo SP 

si osserva una marcata riduzione (-51% rispetto al gruppo SP-veicolo) 

che riporta i livelli di mRNA a valori uguali a quelli dei controlli (t9=2.51; 

p<0.05 SP-imipramina vs SP-veicolo). Al contrario, nessun effetto 

dell’imipramina si osserva nel gruppo di controllo. 
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Fig. 4 Dosaggio dell’mRNA del recettore 5-HT1A nella corteccia prefrontale. 
(A) Esempio di separazione elettroforetica dei prodotti della RT-PCR a,b,c,d 
rappresentano le diluizioni dell’mRNA deleto sintetico (concentrazione iniziale: 0.72 
μg/μl; a: 10-5; b: 3 x 10-5; c: 10-6; d: 3 x 10-7). 
(B) Grafico per la quantificazione dei prodotti della PCR: il rapporto logaritmico della 
quantità (misurazioni di OD) dell’mRNA specifico (432 bp) sulla quantità di RNA 
sintetico deleto (340 bp) è riportato come una funzione del logaritmo di ogni 
diluizione seriale dell’RNA sintetico deleto. La retta di intersezione con l’asse delle x
fornisce la diluizione equivalente dell’RNA sintetico deleto, e quindi la quantità
equivalente dell’mRNA specifico per il recettore 5-HT1A nel ratto. 
(C) Effetto del trattamento cronico con imipramina (10 mg/kg i.p., 1 volta al giorno, 
per 21 giorni) (n=5 per ogni gruppo di trattamento). I valori sono espressi come 
attomoli di mRNA per microgrammo di RNA totale (media ± E.S.)
Test t di Student

B)

* p<0.05 SP-veicolo vs Controllo-veicolo
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Fase II 

Effetti dell’agomelatina sulla neurogenesi nel giro dentato 

(Fig. 5) 

Lo Stress Prenatale riduce la neurogenesi nel giro dentato ed il 

trattamento con agomelatina abolisce questo effetto. L’analisi con 

l’ANOVA, relativa al numero di cellule che hanno incorporato BrdU, nelle 

due diverse condizioni (presenza o assenza di SP) e nei due diversi 

trattamenti (agomelatina e veicolo), rivela la presenza di un effetto 

interazione condizione-trattamento (F1,28=3.96, p<0.05); l’analisi con il 

test di Student dimostra che i ratti SP presentano un numero di cellule 

BrdU-positive minore rispetto ai controlli (t10=2.42; p<0.05). Il 

trattamento cronico con agomelatina inverte l’effetto dello Stress 

Prenatale, aumenta significativamente il numero di cellule marcate con 

BrdU nel gruppo SP (t10=2.76, p<0.05), ma non ha alcun effetto nel 

gruppo di controllo. E’ interessante notare che il trattamento con il 

farmaco negli animali SP stimola la neurogenesi che risultava diminuita, 

mentre la lascia immodificata negli animali di controllo.  
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Fig. 5 Effetto del trattamento cronico con agomelatina (40 mg/kg i.p., 1 volta al 
giorno, per 6 settimane) sulla sopravvivenza delle cellule proliferanti (marcate con 
BrdU 75 mg/kg i.p., 2 volte al giorno, per 4 giorni) nel giro dentato 
A) Conta del numero di cellule BrdU-positive (media ± E.S.) nel giro dentato; n=6 per 
ogni gruppo di trattamento. 
Test t di Student
* p<0.05 SP-veicolo vs Controllo-veicolo
# p<0.05 SP-agomelatina vs SP-veicolo
B) Foto rappresentativa della immunomarcatura con BrdU nel giro dentato

B)

0

1000

A)

 

 

Effetti dell’agomelatina sul differenziamento cellulare (Fig. 6) 

Lo SP e l’agomelatina non modificano il differenziamento delle 

cellule nel fenotipo neuronale nel giro dentato. La percentuale di cellule 
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che si sono differenziate in neuroni, rispetto al numero di cellule BrdU-

positive, non è diversa nei quattro gruppi sperimentali (79.9% e 80.1% 

nei controlli non trattati e trattati con agomelatina rispettivamente e 

80.9% e 81.7% negli animali SP non trattati e trattati con agomelatina 

rispettivamente). 
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Fig. 6 Effetto del trattamento cronico con agomelatina (40 mg/kg i.p., 1 volta 
al giorno, per 6 settimane) sul differenziamento neuronale delle cellule 
sopravvissute (marcate con BrdU 75 mg/kg i.p., 2 volte al giorno, per 4 giorni) 
nel giro dentato 
A) Tabelle riassuntiva che mostra la percentuale delle cellule che esprimono il 
fenotipo neuronale (media ± E.S.) rispetto al numero totale di cellule BrdU-
positive nel giro dentato; n=6 per ogni gruppo di trattamento.
B) Conta del numero di cellule BrdU-positive (media ± E.S.) nel giro dentato, 
n=6 per ogni gruppo di trattamento; in verde sono riportate le percentuali, già
riportate in tabella, di cellule che esprimono il fenotipo neuronale. 
Test t di Student 
* p<0.05 SP-veicolo vs Controllo-veicolo
# p<0.05 SP-agomelatina vs SP-veicolo
C) Immagine rappresentativa dell’immunofluorescenza ottenuta al microscopio
confocale: in rosso sono rappresentate le cellule BrdU-positive, in verde le 
cellule NeuN-positive, in arancione la colocalizzazione BrdU-NeuN 
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Effetti dell’agomelatina sull’espressione del BDNF 

nell’ippocampo (Fig.7) 

L’analisi dell’espressione del BDNF nell’ippocampo con l’ANOVA 

2X2 mostra una significativa interazione condizione-trattamento 

(F1,23=12.56, p<0.001). Una analisi condotta separatamente sui gruppi 

rivela un aumento dei livelli di BDNF nell’ippocampo negli animali SP non 

trattati rispetto ai controlli (t10=-2.32; p<0.05), e una riduzione 

significativa (t-test: t10=-2.26; p<0.05) con un ritorno fino a livelli 

uguali a quelli dei controlli dopo trattamento con agomelatina. 

L’antidepressivo ha un effetto significativo anche quando viene 

somministrato al gruppo di controllo nel quale aumenta 

significativamente l’espressione del BDNF (t10=2.92; p<0.05).  
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Fig. 7 Effetto del trattamento cronico con agomelatina (40 mg/kg i.p., 1 
volta al giorno, per 6 settimane) sull’espressione del BDNF nell’ippocampo 
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A) Valori densitometrici (OD) espressi come rapporto BDNF/β-actina 
(media ± E.S.); n=6 per ogni gruppo di trattamento
Test t di Student 
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Effetti dell’agomelatina sull’espressione dei recettori mGlu1 

(Fig. 8) e mGlu5 (Fig. 9) nell’ippocampo  

L’analisi mediante ANOVA rivela un significativo effetto della 

condizione (presenza o assenza di SP) (F1,23=11.32, p<0.001) ed una 

significativa interazione condizione-trattamento (F1,23=6.34, p<0.05) 

sull’espressione del recettore mGlu1 (mGluR1). La densità degli mGluR1 

non è modificata dallo Stress Prenatale, e il trattamento con 

agomelatina lascia immodificato il numero di questi recettori negli 

animali SP. Il trattamento cronico con agomelatina riduce invece 

significativamente l’espressione di tale recettore nei controlli (t10=-4.42; 

p<0.05 Controllo-agomelatina vs Controllo-veicolo) (Fig.8). 

Per quanto riguarda l’espressione del recettore mGlu5 (mGluR5) 

(Fig.9), l’ANOVA rivela una significativa interazione condizione-

trattamento (F1,23=29.74, p<0.001). L’analisi condotta separatamente 

sui gruppi trattati e non trattati con l’antidepressivo, dimostra che lo 

Stress Prenatale riduce l’espressione dei recettori mGlu5, (t10=4.11; 

p<0.05 SP vs controlli) mentre il trattamento con agomelatina la 

incrementa in modo significativo (t10=10.51; p<0.01 SP-veicolo vs SP-

agomelatina). L’antidepressivo non ha invece alcun effetto 

sull’espressione dell’mGluR5 nel gruppo di controllo. 
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DISCUSSIONE 

 

Il primo obiettivo di questo studio è stato verificare la validità 

predittiva di un modello animale di depressione caratterizzato da una 

buona face validity, il modello di Stress Prenatale. A questo scopo 

abbiamo trattato per tre settimane animali sottoposti a Stress Prenatale 

con l’antidepressivo triciclico imipramina, e valutata l’efficacia 

antidepressiva di tale trattamento sui seguenti parametri: i) la risposta 

al test del Porsolt; ii) l’espressione dei recettori corticosteroidei 

ippocampali e dei recettori 5-HT1A corticali come indice, rispettivamente, 

dell’attività dell’asse IIS e del sistema serotoninergico. 

Abbiamo scelto l’imipramina, come farmaco per testare la validità 

predittiva del modello di Stress Prenatale, per due ragioni. La prima è il 

fatto che questo farmaco rappresenta, ancora oggi, uno dei farmaci più 

indicati nel trattamento della depressione maggiore anche se come 

farmaco di seconda scelta in quei pazienti che non rispondono ai farmaci 

più nuovi come, ad esempio, gli SSRI (ICSI Health Care Guideline, 

2004). La seconda è che l’imipramina è un farmaco molto studiato nel 

corso degli anni, e sul quale esiste un’ampia conoscenza in campo pre-

clinico, soprattutto in relazione a studi sulla predictive validity di diversi 

modelli animali di depressione.  

Da un’analisi dei risultati del nostro studio si evince che gli 

animali SP trattati con imipramina presentano, rispetto agli animali SP 

non trattati, una riduzione del tempo di immobilità nel test del nuoto 
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forzato e una significativa modifica dell’espressione sia dei recettori 5-

HT1A corticali, che dei recettori corticosteroidei ippocampali. Inoltre, è di 

particolare interesse notare che negli animali non sottoposti a stress 

durante la vita prenatale, il trattamento con imipramina non modifica i 

parametri studiati.  

Analizziamo ora in maggiore dettaglio i risultati ottenuti per 

ciascuno dei parametri studiati. Nei ratti SP il tempo di immobilità nel 

test del nuoto forzato è maggiore rispetto agli animali di Controllo e ciò 

indica che lo SP favorisce un comportamento passivo. Il trattamento 

cronico con imipramina riduce significativamente il tempo di immobilità 

dei ratti SP, ma non influenza quello dei ratti di Controllo. Questi risultati 

confermano precedenti dati che riportano un aumento dell’immobilità in 

animali stressati prenatalmente (Alonso et al., 1991; Frye and 

Wawrzycki, 2003), ma anche una riduzione del tempo di immobilità dei 

ratti SP in seguito al trattamento cronico con un antidepressivo atipico, 

la tianeptina (Morley-Fletcher et al., 2003). 

Inoltre, il nostro studio evidenzia, per la prima volta, che lo 

Stress Prenatale induce una up-regulation dell’mRNA dei recettori 5-HT1A 

nella corteccia. Al contrario, lo SP riduce l’espressione dei recettori 

corticosteroidei nell’ippocampo come già riportato in precedenti lavori 

(Maccari et al., 1995; Barbanzages et al., 1996). Questi risultati 

assumono un particolare interesse, in quanto è ormai largamente 

riconosciuto che le alterazioni del sistema serotoninergico cerebrale e 

dell’asse IIS rappresentano le disfunzioni biologiche che più si 
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riscontrano nei pazienti affetti da depressione maggiore (Coppen et al., 

1982; Meltzer, 1990; Feldman, 1997; Drevets et al., 1997; Sargent et 

al., 2000; Attar-Levy et al., 1999; Mintun et al., 2004; Holsboer, 2003), 

e che questi due importanti sistemi biologici si influenzano 

reciprocamente sia in condizioni fisiologiche che in condizioni patologiche 

(de Kloet et al., 1986; Meijer and de Kloet, 1994) 

Il trattamento con l’imipramina riduce l’espressione dell’mRNA 

per i recettori serotoninergici 5-HT1A corticali ed aumenta la densità dei 

recettori corticosteroidei nell’ippocampo degli animali SP riportando 

entrambi i valori, all’incirca, a quelli degli animali di controllo non 

sottoposti a stress. La “normalizzazione” di entrambi i parametri, indotta 

dal trattamento con imipramina, ben si accorda con alcuni risultati 

sperimentali sull’uomo che dimostrano che il trattamento con 

antidepressivi normalizza temporaneamente l’iperattività dell’asse IIS 

spesso presente nei soggetti affetti da depressione maggiore (Seckl and 

Fink, 1992; Reul et al., 1993; Holsboer and Barden, 1996). E’ stato 

anche riportato che, nel ratto, la “normalizzazione” dell’attività dell’asse 

IIS si osserva solamente dopo un trattamento cronico con antidepressivi 

che agiscono attraverso il sistema serotoninergico (Semont et al., 2000) 

e, più specificatamente, mediante i recettori 5-HT1A (Srinivas et al., 

2001).  

Il fatto che l’imipramina determini una down-regulation dei 

recettori 5-HT1A nella corteccia solamente negli animali SP, e non negli 

animali di controllo, è una conferma della teoria che i farmaci 
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antidepressivi risultano efficaci solamente quando il target su cui 

agiscono è alterato (Wilson et al., 2002; Bonne et al., 1999). In questo 

senso quindi, il modello dello Stress Prenatale può essere considerato un 

buon modello per lo screening di farmaci antidepressivi. 

I nostri risultati relativi allo Stress Prenatale coincidono con i dati 

riportati utilizzando un modello animale genetico di depressione, il 

Flinder Sensitive Line (FSL, Overstreet et al., 1996), che mostrano una 

più alta densità di recettori 5-HT1A nella corteccia prefrontale, ed anche 

un maggior tempo di immobilità nel test del nuoto forzato. Inoltre, il 

trattamento cronico di questi animali con antidepressivi riconduce ai 

valori di controllo sia il tempo di immobilità nel test del nuoto forzato 

(Overstreet et al., 1995), che l’attività del sistema serotoninergico 

(Zangen et al., 1997). 

Pertanto, la prima conclusione che possiamo trarre dal nostro 

studio è che il modello di Stress Prenatale possiede dei buoni requisiti di 

validità predittiva nello studio di farmaci antidepressivi. Tale modello ha 

anche una peculiarità che lo distingue dalla maggior parte dei modelli 

per lo studio della depressione, ed è il fatto che le alterazioni 

comportamentali e neuroendocrine, che caratterizzano gli animali SP, 

permangono per tutto l’arco della vita dando al modello un connotato di 

cronicità infatti, il profilo tipico dei ratti SP si osserva già a partire dagli 

stadi precoci dello sviluppo ed è presente anche nell’invecchiamento. Ciò 

permette di utilizzare questo modello per lo screening di nuove molecole 

a potenziale effetto antidepressivo da impiegare in età diverse della vita 
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(adolescenza, invecchiamento), caratterizzate da profili fisiopatologici 

differenti che potrebbero influenzare l’effetto del farmaco. 

D’altro canto dobbiamo fare un’altra considerazione: il modello 

più popolare e facilmente riproducibile per lo studio di nuovi farmaci 

antidepressivi, il test del nuoto forzato, è però anche ampiamente 

criticato. Le critiche derivano dall’interpretazione relativa al 

comportamento dell’animale, in questa situazione sperimentale, che 

viene valutato come il tempo che l’animale passa in immobilità durante 

l’esposizione acuta ad uno stress incontrollabile, consistente 

nell’immersione in un cilindro pieno di acqua da cui l’animale non può 

uscire. La controversia è proprio sulle deduzioni che si fanno su questa 

passività dell’animale, sulla sua rinuncia a nuotare. L’immobilità può 

essere interpretata antropomorficamente come uno stato emozionale di 

“disperazione”, il passaggio da un iniziale comportamento attivo di nuoto 

ad uno passivo, ma anche come una risposta adattativa nella ricerca 

dell’animale di “risparmiare energia”. Dal momento che i farmaci 

antidepressivi riducono il tempo di immobilità, un’altra critica si 

baserebbe sul fatto che per testare un farmaco con questo modello 

potrebbe modificare il comportamento dell’animale ed aumentare 

l’attività, non tanto grazie ad una azione antidepressiva, ma piuttosto 

grazie ad un effetto sulla emotività e questo potrebbe condurre a 

conclusioni non corrette sulla possibile efficacia del farmaco per il 

trattamento della depressione.  
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Da qui l’interesse nell’individuare un parametro la cui misurazione 

non dia adito ad inferenze antropomorfiche. Naturalmente è sempre 

difficile interpretare un comportamento animale e poi trasferire tale 

interpretazione all’uomo, perciò poter affiancare ad un test 

comportamentale, come quello del nuoto forzato, anche una 

misurazione di una componente neuroanatomica sarebbe certamente 

vantaggiosa per lo screening di nuove molecole ad attività 

antidepressiva. Da questo punto di vista la neurogenesi, fenomeno 

sempre più studiato e di indubbia rilevanza nella fisiopatologia del 

sistema nervoso centrale, target per nuovi farmaci antidepressivi, può 

allo stesso tempo costituire un ulteriore parametro per valutare l’attività 

antidepressiva di nuove molecole.  

E’ noto, infatti che gli antidepressivi tradizionali stimolano la 

neurogenesi nell’animale di laboratorio (Santarelli et al., 2003; Malberg 

et al., 2000), e che il diminuito volume dell’ippocampo nei pazienti 

depressi potrebbe derivare da una riduzione della neurogenesi (Bremner 

et al., 2000; MacQueen et al., 2003; Duman, 2004). Quindi, la capacità 

di una molecola di indurre la neurogenesi, in animali in cui è presente 

una ridotta proliferazione cellulare, può costituire una importante 

evidenza preclinica di attività antidepressiva. Ciò naturalmente non 

esclude la possibilità di affiancare a questa nuova metodica di indagine, 

misurazioni effettuate su parametri comportamentali. 

Questo interessante approccio sperimentale lo abbiamo applicato 

allo studio di una molecola di recente acquisizione ad effetto 
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antidepressivo, l’agomelatina, utilizzando il nostro modello animale di 

SP, che, come precedentemente detto, è caratterizzato da una 

permanente riduzione della neurogenesi.  

Per quanto riguarda le notizie farmacologiche sulla agomelatina, 

recenti evidenze mostrano che tale farmaco è efficace come 

antidepressivo in vari modelli animali di depressione. Per esempio, nel 

modello di stress cronico moderato (CMS) nel ratto, il trattamento 

cronico con agomelatina produce sul consumo di zucchero gli stessi 

effetti dell’imipramina e della fluoxetina (Papp et al., 2003). Nel modello 

del nuoto forzato nel ratto, l’agomelatina produce effetti sul tempo di 

immobilità paragonabili a quelli dell’imipramina (Bourin et al., 2004). 

Studi preliminari indicano la sua efficacia anche nel modello del learned 

helplessness (Bertaina-Anglade et al., 2002). L’agomelatina ha una 

efficacia antidepressiva paragonabile a quella degli antidepressivi 

attualmente in uso, ma un meccanismo di azione diverso. Infatti, 

l’agomelatina è agonista specifico dei recettori MT1 e MT2 della 

melatonina (Ying et al., 1996) e antagonista selettivo dei recettori 5-

HT2C della serotonina (Millan et al., 2003). Anche se, come agonista, 

l’agomelatina può mimare gli effetti della melatonina su diversi sistemi 

(Ying et al., 1996; Martinet et al., 1996), in realtà non conosciamo 

ancora le implicazioni della melatonina e dei suoi recettori nella 

depressione. Esistono solo alcune indicazioni indirette: la 

somministrazione cronica di agomelatina nel ratto è in grado di 

risincronizzare un ritmo circadiano alterato (Van Reeth et al., 1997), 
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ritmo che, come noto, è spesso modificato in soggetti affetti da 

depressione (Rosenwasser and Wirz-Justice, 1997). Inoltre, sono stati 

riscontrati minori livelli di melatonina in pazienti con depressione 

maggiore (Szymanska et al., 2001; Tuunainen et al., 2002) ed il 

trattamento con antidepressivi ha dimostrato correggere tali livelli 

(Szymanska et al., 2001). E’ possibile che la sua azione sui recettori 5-

HT2C sia alla base del suo potenziale ruolo antidepressivo. Ciò è 

rafforzato dal fatto che alcuni farmaci antidepressivi, come mianserina, 

mitarzapina e amitriptilina sono anche antagonisti del recettore 5-HT2C 

(Jenck et al., 1994; Millan et al., 2000) e che una somministrazione a 

lungo termine di SSRI induce una down-regulation di questi recettori a 

livello post-sinaptico (Bristow et al., 2000). 

C’è grande interesse per questa nuova molecola anche per il fatto 

che, come è noto, i farmaci antidepressivi tradizionali hanno numerose 

limitazioni per i loro effetti collaterali e una latenza nella loro azione.  

Per quanto riguarda i risultati relativi all’effetto del trattamento 

cronico con l’agomelatina sulla neurogenesi negli animali SP essi 

mostrano, in accordo con i dati ottenuti da Lemaire e collaboratori 

(2000), che lo Stress Prenatale riduce la neurogenesi nel giro dentato 

dell’ippocampo 18 giorni dall’ultima iniezione di BrdU. Questo intervallo 

di tempo è indispensabile per poter valutare il numero delle cellule 

proliferanti che sopravvivono, poiché tutte le cellule proliferanti che non 

completano la loro differenziazione muoiono entro una settimana dalla 

loro generazione (Hastings and Gould, 1999; Dayer et al., 2003), 
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mentre quelle che sopravvivono iniziano ad integrarsi nello strato di 

cellule granulari del giro dentato (GCL) 4-10 giorni dopo la loro 

generazione. Fra tutte le cellule che sopravvivono, il 70-75% circa si 

differenzia in neuroni, e solo una bassa percentuale (10%) si differenzia 

in glia (Steiner et al., 2004). Dal nostro studio è emerso anche che lo SP 

induce una riduzione delle cellule neo-formate, ma non ha alcuna 

influenza sulla loro differenziazione: infatti, la percentuale di cellule neo-

formate che esprime il marcatore neuronale NeuN, non risulta 

modificata. Inoltre, da dati in corso di elaborazione nel nostro 

laboratorio, sembrerebbe che lo SP non abbia alcuna influenza sulla 

differenziazione del fenotipo gliale, identificabile mediante il marcatore 

Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP), così come riportato dallo studio di 

Lemaire (Lemaire et al., 2000).  

Il trattamento con l’antidepressivo agomelatina ripristina, cioè 

riporta ai livelli fisiologici che si osservano nel gruppo di Controllo, i 

valori di neurogenesi ridotti dallo SP. Ciò suggerisce, da un lato quindi, 

che la neurogenesi può essere utilizzata come indice valido nello 

screening di nuove molecole a potenziale azione antidepressiva, e, 

dall’altro, mette in luce la proprietà di questo nuovo farmaco, 

l’agomelatina nell’uso cronico, di aumentare la neurogenesi, come altri 

antidepressivi, imipramina e fluoxetina (Santarelli et al., 2003; Malberg 

et al., 2000). Questo dato sperimentale ha riscontro clinico in alcuni 

studi che riportano il ripristino del volume dell’ippocampo in pazienti 
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depressi trattati con antidepressivi, ed ipotizzano che la neurogenesi 

svolga un ruolo determinante in questo effetto (Sheline et al., 2003).  

La somministrazione cronica di agomelatina induce un aumento 

significativo dei livelli di espressione di BDNF nell’ippocampo negli 

animali di Controllo. Ciò conferma i dati riportati in letteratura che 

dimostrano che un trattamento cronico con farmaci antidepressivi 

aumenta il BDNF in diverse strutture limbiche (Okamoto et al., 2003). 

Per quanto riguarda i dati sugli effetti dello Stress Prenatale sui livelli di 

espressione del BDNF nell’ippocampo, innanzitutto abbiamo osservato 

che lo Stress Prenatale sovraregola significativamente l’espressione del 

BDNF nell’ippocampo, e che il trattamento cronico con agomelatina, 

riduce i livelli di questa neurotrofina, riportandoli ai valori degli animali 

di controllo, non sottoposti a stress nel periodo prenatale. Questi 

risultati sono in netto contrasto con i dati di letteratura relativi a 

differenti modelli animali di depressione. E’ stato dimostrato infatti che 

nei modelli del nuoto forzato e del learned helplessness (Russo-Neustadt 

et al., 1999) esiste una ridotta espressione del BDNF nell’ippocampo; 

inoltre, il trattamento con antidepressivi induce un aumento dei livelli di 

questa neurotrofina, riportandoli approssimativamente ai valori 

riscontrati negli animali di Controllo (Nibuya et al., 1995, 1996). Ma c’è 

anche un'altra evidenza sperimentale, e cioè che l’infusione 

intracerebroventricolare del BDNF, nel modello del learned helplessness, 

produce un effetto antidepressivo (Shirayama et al., 2002).  
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Dal momento che le osservazioni sperimentali di questo nostro 

studio contrastano con i dati riportati precedentemente, è stato 

necessario da parte nostra fare alcune riflessioni sul significato del 

modello animale da noi utilizzato anche in relazione, come vedremo 

successivamente, ai nostri risultati sui recettori metabotropici per il 

glutammato che appaiono essere difficilmente comprensibili.  

Quali sono le differenze del nostro modello di depressione 

rispetto agli altri modelli? 

Il fatto che i nostri risultati siano diversi dagli altri può invalidare 

lo Stress Prenatale ai fini di un suo utilizzo come modello di 

depressione?  

Avremmo potuto concludere, per assurdo, che il nostro modello 

animale di depressione abbia una validità maggiore rispetto agli altri 

modelli? 

 Una risposta a tutti questi quesiti è scaturita dal nuovo concetto 

di omeostasi, introdotto da Bruce McEwen e Eliot Stellar (McEwen and 

Stellar, 1993) agli inizi degli anni ‘90, e che è stata definita come stato 

allostatico di un organismo. Secondo questa definizione il fenomeno 

della omeostasi che, come noto, indica il processo mediante il quale 

tutte le funzioni psico-biologiche di un organismo vengono 

costantemente mantenute in uno stato di equilibrio, acquista un certo 

dinamismo. Infatti, allostasi sta ad indicare il processo di modifica delle 

funzioni in risposta a cambiamenti ambientali. La tesi di McEwen è che, 

quando l’allostasi è moderata ha degli effetti benefici che aiutano a 
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combattere lo stress della vita quotidiana, ma quando è eccessiva e/o 

prolungata, viene definita come carico allostatico, ed ha degli effetti che 

portano inevitabilmente alla malattia. In un contesto di tal genere, le 

alterazioni a carico di sistemi endogeni differenti, non devono essere 

considerate singolarmente, ma dovrebbero essere viste come un 

network di vari sistemi che si bilanciano e si coordinano fra loro. 

Allostasi è quindi l'abilità di raggiungere o conservare la stabilità 

(omeostasi) attraverso dei cambiamenti. I principali mediatori 

dell’allostasi sono gli ormoni dell’asse IIS, le catecolamine e le citochine 

(per una review, cfr. McEwen and Wingfield, 2003). 

Alla luce di queste considerazioni, quindi, gli animali di Controllo 

del nostro studio, cioè gli animali che non hanno subito lo stress durante 

la vita prenatale, possono essere considerati come animali che si 

trovano nella condizione fisiologica di omeostasi (intesa come stabilità 

dei sistemi fisiologici essenziali per la vita), condizione che può essere 

perturbata a causa di tutti i possibili cambiamenti che avvengono nel 

corso della vita, ma che ogni volta viene riportata all’equilibrio dal 

processo dell’allostasi. Lo stato allostatico di questi animali è, quindi, 

solo transitorio e non comporta effetti negativi a lungo termine. Al 

contrario, gli animali che hanno subito lo stress durante il periodo 

prenatale, sono stati sottoposti ad una imponente perturbazione in una 

fase molto precoce e quindi vulnerabile del loro sviluppo, perturbazione 

che ha conseguentemente portato l’organismo ad un stato allostatico, 

caratterizzato dalla permanente alterazione di diversi sistemi. Tra queste 
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alterazioni rientrano le modifiche a livello dell’asse IIS, del sistema 

serotoninergico, della neurogenesi, delle sostanze neurotrofiche, del 

sistema degli amminoacidi eccitatori e del comportamento.  

In questo contesto, la discrepanza dei nostri risultati sul BDNF 

rispetto ai dati riportati in letteratura, può essere spiegata in questo 

modo: è possibile che negli animali SP, l’aumento del BDNF rappresenti 

uno dei meccanismi di risposta allostatica che l’organismo mette in atto 

nel tentativo di opporsi alla imponente e continuativa perturbazione che 

lo sta colpendo. Per la verità, anche in un altro modello di depressione, 

e precisamente nel modello genetico di ratti FSL, è stato riscontrato un 

aumento del BDNF nell’ippocampo (Angelucci et al., 2000). Questo, ed il 

nostro modello hanno rispetto agli altri, la peculiarità di presentare, fin 

dalla nascita, modifiche di diversi sistemi biologici, sia perché gli animali 

sono per così dire “geneticamente perturbati”, sia perché sono sottoposti 

all’esposizione di elevati livelli di corticosterone durante la vita 

prenatale. Le perturbazioni genetiche o neuro-ormonali, quando si 

verificano in una fase così precoce e vulnerabile della vita, potrebbero 

contribuire all’instaurarsi di una condizione di stato allostatico 

permanente. In questa ottica, anche gli effetti dell’agomelatina sul BDNF 

negli animali SP, potrebbero suggerire che l’agomelatina dovendo agire 

su un substrato biologico completamente diverso da quello degli animali 

di Controllo, antagonizzerebbe l’effetto di aumento della neurotrofina 

indotto dallo Stress Prenatale, riportandolo ai livelli di una condizione di 

“normalità”.  
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Per quanto riguarda i nostri risultati sui recettori metabotropici 

per il glutammato (mGlu), come precedentemente accennato, essi 

possono essere discussi nell’ottica del carico allostatico, tipico degli 

animali SP e determinato dalla imponente perturbazione da essi subita 

nel corso della vita prenatale. Il sistema glutammatergico ippocampale 

di animali sottoposti a Stress Prenatale, infatti, viene influenzato 

differentemente. L’espressione dell’mGluR1 non subisce alcuna 

modificazione mentre quella dell’mGluR5 va incontro ad una chiara 

riduzione che viene poi annullata dal trattamento con l’agomelatina. 

L’antidepressivo che, come abbiamo visto inverte l’effetto di aumento 

del BDNF indotto dallo stato di Stress Prenatale, agirebbe allo stesso 

modo sull’espressione del sistema recettoriale degli mGlu5, stimolato 

dallo stato allostatico indotto dall’evento SP, riportandola ad un livello 

paragonabile a quello degli animali di Controllo. Dobbiamo anche 

rilevare che la riduzione di mGluR5 va di pari passo con la riduzione 

della neurogenesi riscontrata negli animali SP. A questo proposito 

interessanti dati di un altro autore (Di Giorgi Gerevini et al., 2004), 

indicano la presenza di questo sottotipo recettoriale in zone di attiva 

neurogenesi quali la zona subventricolare ed il giro dentato. Comunque, 

rimane la difficoltà di interpretare il fatto che l’agomelatina, 

somministrata ad animali di Controllo, riduca l’espressione del sottotipo 

recettoriale mGlu1 senza modificare il sottotipo mGlu5, anche perché 

studi riguardanti gli effetti dei farmaci antidepressivi sui recettori mGlu 

sono solo all’inizio. I pochi dati disponibili sono fondamentalmente in 
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disaccordo tra loro. Uno studio mostra che il trattamento cronico con 

imipramina nel ratto, aumenta l’espressione di mGluR5 e di mGluR1 in 

diverse aree cerebrali (Bajkowska et al.,1999; Smialowska et al., 2002), 

un altro, di elettrofisiologia, invece, riporta che gli antidepressivi 

inducono una “iporesponsività” dei neuroni ippocampali in risposta alla 

stimolazione da parte di agonisti dei recettori metabotropici appartenenti 

al gruppo I (Pilc et al., 1998). Anche se è necessario approfondire 

maggiormente gli studi su questo argomento, è indubbio, comunque, 

che il sistema glutammatergico possa rappresentare un importante 

target per le terapie antidepressive.  

Vorrei concludere la discussione di questo mio studio, 

sottolineando l’importanza di considerare ogni modifica dei sistemi 

biologici degli animali stressati prenatalmente da noi presi in 

considerazione, ed in particolare la ridotta neurogenesi, l’aumento del 

BDNF, la ridotta espressione dei recettori metabotropici del glutammato, 

l’alterazione dell’asse IIS e dei recettori corticosteroidei e le 

modificazioni del comportamento, come espressione di alterazioni di 

tutti i sistemi biologici coinvolti che, sottoposti a carico allostatico, 

vengono completamente sbilanciati, scoordinati, e non sono più in grado 

di interagire tra loro in quel concerto di azioni indispensabili al rispetto 

dell’omeostasi. Ogniqualvolta si facciano studi farmacologici legati a 

patologie complesse e multifattoriali come la depressione va sempre 

considerato se nel modello animale impiegato si è stabilito un carico 

allostatico permanente.  
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Vorrei concludere, infine, sottolineando che il nostro studio ha 

messo in luce la neurogenesi, quale parametro neuroanatomico 

utilizzabile come indice per lo screening di nuove molecole a potenziale 

azione antidepressiva, e, l’agomelatina, quale nuovo farmaco 

antidepressivo capace di agire proprio sulla neurogenesi dell’ippocampo 

e su alcuni dei fattori in essa implicati (neurotrofine e sistema 

glutammatergico).  
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