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INTRODUZIONE

La gratificazione naturale e il comportamento maoivato

Il sistema della gratificazione consente di provamansieme di sensazioni
fisiche ed emotive che a livello della coscienzageno riconosciute come
piacere. Il piacere, inteso come l'insieme dellesagioni che conseguono
all'appagamento dei bisogni, e stato ed é tuttoralemento indispensabile
che ha permesso l'evoluzione degli animali e aeto. Tutti gli esseri
viventi, nel corso della loro vita, perseguono dieettivi essenziali: la
propria sopravvivenza e la conservazione dellaispe@ possibilita di
raggiungere queste due finalita si basa sull’apmpagdo di alcuni istinti
come la fame, la sete, il sesso, la cura dellaepretl e garantito
dall'esistenza del meccanismo cerebrale dellafigestione. Il piacere
dunque rappresenta un aspetto centrale del compamta motivato di
organismi altamente evoluti come i mammiferi.

Le aree cerebrali dalla cui attivita conseguon@rigprieta motivazionali
del piacere sono topograficamente vicine a que#lecdi dipendono i
comportamenti primordiali legati alla sopravvivendal singolo e della
specie (comportamento alimentare, sessuale, prematmaterno, ecc.) che
sono localizzate nella parte piu mediale e venualéencefalo. Possiamo
affermare che tale localizzazione ventro-medialeedeee che mediano le
proprieta motivazionali del piacere € confermaalédro origine precoce
nel corso dell'evoluzione. Tali aree vengono carsité tradizionalmente
parte delsistema limbico, considerato il piu importante tra i circuiti di
gratificazione cerebrale. Classicamente si congidee questo sistema sia
costituito dalle seguenti struttureCortex prefrontale, Ippocampo,

Ipotalamo, Talamo. Al suo interno si trovano alconclei fondamentali



come l'abenula, I'amigdala, e 1 nuclei dorsale (1 gangli della base) e ventrale
(nucleo accumbens, suddiviso nelle due sottoporzioni shell e core) dello

striato.

Figura 1: sistema limbico



I centri cerebrali che controllano 1 meccanismi della gratificazione vennero
identificati nel 1954 da James Olds e Peter Milner (Olds e Milner, 1954)
che osservarono come l'autostimolazione elettrica, tramite comportamento
volontario e operante sulle aree cerebrali del sistema limbico, potesse dar

luogo a un forte stimolo gratificante.
Cavo elastico
i di sospensione
e

Stimolatore //

La pressione
della leva attiva
lo stimolatore

Figura 2: un ratto nell'atto di premere una leva per ottenere una stimolazione cerebrale di

ricompensa

Le aree tradizionalmente considerate parte del sistema limbico sono state
successivamente riclassificate e raggruppate da Heimer e il suo gruppo
(1991) a costituire la cosidetta “amigdala estesa”.

In particolare 1 sistemi implicati nella gratificazione sono il sistema
dopaminergico mesolimbico, che sembrerebbe controllare la spinta
motivazionale verso la ricerca dello stimolo gratificante; il sistema
oppioide, che medierebbe i1 processi di gratificazione conseguenti al
consumo della sostanza; il sistema glutammatergico, che modula il rilascio
della dopamina in alcune aree cerebrali e il sistema gabaergico, che inibisce
il rilascio di dopamina (DA) a livello del SNC. E chiaro dunque come il
circuito della gratificazione sia estremamente complesso e si integri con

varie regioni cerebrali, che abbiamo detto essere necessarie per



caratterizzare emotivamente le esperienze e pegedkr la risposta
dell'individuo verso attivita piacevoli come cibeesso ed interazioni
sociali.

Gli stimoli naturali indispensabili alla sopravviva possiedono una
valenza motivazionale positiva poiché determinaifette piacevoli e sono
quindi considerati stimoli appetitivi; possiedono la proprieta intrinseca di
determinare uminforzo positivo,dove per rinforzo si intende l'insieme di
condizioni sostenute da uno stimolo e capaci derd@hare una risposta
che favorisce (o evita) la presentazione dello @nstesso. Al contrario
stimoli percepiti come dannosi, spiacevoli o dosorgoossiedono una
valenza motivazionale negativa e vengono consideoate avversivi. Ne
consegue che il comportamento sara indirizzato alserca e
all'avvicinamento agli stimoli piacevoli, poichéagficanti, inducendo nel

soggetto il cosidetto comportamento motivato. Tpleprieta si puo

definire come l'atteggiamento per cui l'individuacdlizza le sue azioni
verso l'ambiente in relazione alle proprie necessita o desideri; si realizza
cosi una ricerca continua di nuovi contatti conskimolo, per poter
nuovamente usufruire dei suoi effetti gratificamtne producono in chi li
ricerca, senzazioni di euforia ed appagamento.Wisa, nel caso di
stimoli spiacevoli o dolorosi, il comportamento &dinalizzato alla loro
attenuazione o estinzione.

Possiamo identificare nel comportamento motiva@asBprincipali:

» fase incentiva (o appetitiva) in cui l'individudtratto dallo stimolo,

lo raggiunge.

e fase consumatoria in cui l'individuo € in contattin lo stimolo e

guindi lo consuma.

» Fase post-consumatoria in cui al consumo seguonsaz®ni di

soddisfazione e appagamento.



Durante la fase appetitiva l'individuo assume contgpoenti generici di
ricerca e approccio a stimoli diversi indipendedtlla loro natura
specifica; durante la fase consumatoria, il comportamento assume rigidi
schemi legati alla natura dello stimolo. Infine,rahte la fase post-
consumatoria si raggiunge la sazieta e l'appagam@itnorski, 1967,
Woodworth, 198)

Le prime due fasi sono definiergotropichee sono caratterizzate da uno
stato d'allerta e di aumento dell'attivita motodan attivazione del sistema
simpatico e del catabolismo. | farmaci d'abuso gstimolanti sono in
grado di mimare proprio queste due fasi. Al comtradurante la fase post-
consumatoria, detta anch&ofotropica, si manifesta attivazione del
parasimpatico, rilascio di insulina, anabolismadazione, cui puo seguire
un sonno ristoratore.

Il comportamento motivato viene mantenuto daglmeti gratificanti
naturali attraverso due proprieta principali de&nincentive e funzionali.
Le prime sono essenziali per stimolare il compoeiato indirizzato alla
ricerca verso lo stimolo; le proprieta funzionali invece sono importanti per

la loro efficacia in termini fisiologici e biologic



L' associazione di stimoli neutri allo stimolo parno gratificante avviene
attraverso due modalita principali: l'apprendimemavioviano e il
condizionamento operante.

» Condizionamentopavloviano
L'apprendimento associativo, sulla base dellaaeteil'incentive learning,
avviene in seguito a condizionamento classico dop&ano, dal nome del
suo scopritore lvan Pavlov. Pavlov dimostro chetgeoli neutri, come |l
suono del campanello (stimolo condizionato), precedregolarmente la
presentazione di cibo (stimolo non condizionatoyextano predittivi del
suo arrivo;in questo modo il campanello diventa un segnale del cibo che
porta I'animale a salivare. Il comportamento deiliteale diventa cosi una
“risposta condizionata” al suono del campanello. &e suono del
campanello non segue piu la presentazione del allwra I'animale smette
di rispondere e si parla di “estinzione” della asta. L'associazione dei 2
stimoli, fa si che lo stimolo condizionato fungaskgnale anticipatorio per
lo stimolo non condizionato. Il grado di condiziomento raggiungibile
dipende da quanto lo stimolo non condizionato evawinaspettato, e dal
fatto che non sia avvenuta una precedente assmogazion lo stimolo
condizionato. Nel momento in cui lo stimolo non dimionato diventera

prevedibile, il grado di apprendimento sara nullo.

« Condizionamento operante
Nel condizionamento operante l'animale impara &dhet un determinato
comportamento al fine di ricevere una ricompenga. pxotocolli di auto-
somministrazione il ratto impara velocemente a demgpun lavoro per
auto-somministrarsi lo stimolo gratificante.

Maggiore e il rinforzo maggiore € la velocita dpagndimento da parte del
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soggetto; l'efficacia del rinforzo dipende anche dal tempo nel quale viene
somministrato (se ¢ immediato avra quindi piu valore mentre un ritardo
nella somministrazione puo inficiare il processo).
Relativamente ai nostri esperimenti, il condizionamento operante degli
animali, si realizza durante le settimane di training, mediante 1'utilizzo delle
gabbie per l'auto-somministrazione, e ha lo scopo di insegnare all'animale
uno specifico comportamento per ottenere una ricompensa (la soluzione di
etanolo o saccarosio). Il nostro protocollo di auto-somministrazione
prevede che gli animali imparino ad associare degli stimoli neutri, come il
suono o la luce del nose-poke, al lavoro che devono compiere per ottenere
la ricompensa. In questo modo, al termine del training, I'animale avra
acquisito un comportamento operante (consistente nell'inserimento del

muso all'interno del nose-poke “attivo”) col fine di auto-somministrarsi la

soluzione di etanolo o saccarosio.

_~ Altoparlanti

Luci

Leva per la risposta ~
Griglia elettrica

Erogatore di cibo

Figura 3: rappresentazione del condizionamento operante
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Sebbene ogni fase del comportamento motivato sieepole, in realta la
natura del piacere ¢ diversa; durante la fase appetitiva il piacere induce una
condizione di eccitazione ed euforia che sta adlsebdel meccanismo di
rinforzo che porta il soggetto a ricercare nuovaediggetto del suo
desiderio. Questo tipo di piacere conduce a unalizmme di edonia,
definita “state hedonia” (stato di edonia), che va intesa come uno stato
affettivo o emotivo che fa parte dell'eccitaziooenportamentalérfcentive
arousal)tipica della fase appetiti@i Chiara, 2005.

L'attivazione del sistema DAergico mesolimbico épansabile di molte
delle proprietd degli aspetti incentivi degli stimmaturali, aumenta
I'attenzione e favorisce il comportamento motoricato (orientamento).
Come gli stimoli gratificanti naturali, anche le stanze d'abuso,
indipendentemente dal loro meccanismo d’azionesipdeno spiccate
proprieta gratificanti e sono in grado di stimolaresistema DAergico
mesolimbico. Contrariamente agli stimoli naturali,farmaci d’abuso
inducono dipendenza determinando un'alterazione woh&ccanismi
cerebrali che controllano il sistema della graéifione e degli stati
motivazionali dell'individuo. La tossicodipendenza configura quindi
come un disturbo della motivazione e della sceita, cui ogni
comportamento e indirizzato in maniera compulsigesy I'assunzione e la
ricerca della droga, che diventa essa stessa lavanmne che guida il
comportamento.

Le sostanze d'abuso producendo un senso di appatpgamappresentano
cosi stimoli dotati di valenza positiva (rinforzo positivo); questo negli
animali da esperimento si manifesta come un aundeita probabilita di
compiere comportamenti che hanno come scopo la sustrazione della
sostanza. Le sostanze d'abuso, in virtu della tajpacita di attivare |l

sistema DAergico mesolimbico, sono in grado di condare il
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comportamento motivato e di facilitare i processil’dpprendimento. In
guesto senso le sostanze d'abuso possono essseecotme surrogati degli
stimoli gratificanti naturali. Tale fenomeno e stahesso in evidenza da

studi condotti con la tecnica della microdialistetgrale Di Chiara, 1995.
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Il sistema dopaminergico

Nel SNC la Dopamina (DA), o 3,4-diidrossifeniletilamina, svolge un ruolo
importante in una serie di funzioni tra cui l'attenzione, il controllo
dell'attivita motoria, la sfera cognitiva, le risposte allo stress, l'affettivita.
Oggetto del nostro studio ¢ stato il ruolo della DA nei meccanismi di
ricompensa e rinforzo che stanno alla base dell'instaurarsi dei fenomeni di
dipendenza dall’etanolo.

La DA ¢ una catecolamina (CA) endogena, ovvero una molecola costituita
da un nucleo catecolico (un anello benzenico con 2 gruppi ossidrilici in
posizione 3 ¢ 4) al quale ¢ legato un gruppo etilamminico. Oltre la DA, le

catecolamine endogene comprendono la noradrenalina (NA) e 1'adrenalina

(A).

Figura 4: molecola della Dopamina e rappresentazione in 3D

Le CA vengono sintetizzate a partire da 2 amminoacidi essenziali:
fenilalanina e tirosina, provenienti dalle proteine assunte con la dieta. Di
norma l'assunzione di tirosina con l'alimentazione ¢ sufficiente per la
sintesi delle CA, tuttavia vi ¢ la possibilita di convertire la fenilalanina in
tirosina ad opera dell'enzima fenilalanina idrossilasi. La tirosina ¢
trasportata all'interno del neurone catecolaminergico tramite uno specifico

trasportatore dove l'enzima tirosina idrossilasi catalizza l'idrossilazione in
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posizione 3 dell'anello fenolico della tirosina con formazione di
diidrossifenilalanina (DOPA): questa reazione rappresenta la tappa
limitante della biosintesi delle CA sotto controllo dell'attivita del neurone.
La DOPA non si accumula nei nervi catecolaminergici poiché si forma
lentamente e viene rapidamente convertita in DA (e CO2) tramite una
DOPA-decarbossilasi  aspecifica (detta anche decarbossilasi degli
amminoacidi aromatici). La DA appena formata viene trasportata all'interno
della vescicola sinaptica grazie a specifici trasportatori vescicolari per le
monoamine.

All'interno delle vescicole dei neuroni adrenergici e noradrenergici e nelle
cellule cromaffini del surrene ¢ localizzata la dopamina beta-idrossilasi che
converte la DA in NA. La NA, per subire la N-metilazione a dare I'A, deve
ritornare nel citoplasma perche ¢ nella frazione solubile che si trova
I'ultimo enzima della catena, la feniletanolamina N-metiltransferasi, la cui

principale localizzazione ¢ nella midollare del surrene.
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Figura 5: biosintesi delle catecolamine
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La maggior parte della DA presente nelle terminaizioervose viene
internalizzata nelle vescicole sinaptiche mentr® sma piccola quota é
libera nel citoplasma. L'accumulo all'interno dellescicole sinaptiche
avviene grazie a una proteina che funge da traspoet attivo. La DA
viene liberata nello spazio sinaptico in seguitesacitosi delle vescicole
sinaptiche in risposta a un potenziale d'azionsipaptico. La DA liberata
svolge le sue azioni per interazione con specrggettori metabotropi,
accoppiati a proteine G e costituiti da una singateena polipeptidica con
struttura ad alfa elica che attraversa 7 volte &mbrana plasmatica. La
classificazione attualmente accettata prevede déndione dei recettori
DAergici in 2 famiglie: “ D1-like” e “D2-like receors”, sulla base delle
proprieta strutturali e farmacologiche. Ai receatt@rl-like” appartengono i
recettori D1 e D5, mentre ai “D2-like” appartengan@cettori D2, D3 e
D4. | recettori D1 e D5 sono di tipo stimolatoriessendo accoppiati a una
proteina G stimolatoria la quale attiva l'adenilaiolasi che porta alla
formazione di CAMP e aumento dell'attivita dellssffdipasi C. Mentre
riguardo i “D2-like”, i recettori D2 inibiscono [Bormazione di CAMP per
associazione a proteine G inibitorie con conseguauaimento delle correnti
di potassio e inibizione di quelle al calcio.

Ognuno dei 5 recettori DAergici ha una distribua@anatomica distinta. |
recettori D1 e D2 sono abbondantemente espredsi stelato, i recettori
D4 e D5 sono in gran parte al di fuori dello strjanentre I'espressione del
recettore D3 e bassa nel caudato e nel putamanabpbndante nel nucleo
accumbens e nel tubercolo olfattorio. Inoltre alatadi hanno evidenziato
che i D1 sono distribuiti prevalentemente a livgllostsinaptico e solo in
alcune aree hanno localizzazione presinaptica. | iD2ece sono
massimamente presinaptici, comportandosi cosiudlarecettoria carattere

inibitorio verso la liberazione della DA stessa.rdblo fisiologico degli
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autorecettori sembra essere quello di impedire un'eccessiva attivita del
neurone DAergico. Dunque quando la DA viene liberata in eccesso,
interagisce essa stessa con gli autorecettori, inibendo cosi sintesi e
liberazione del neurotrasmettitore, e conseguentemente l'attivita elettrica

del neurone DAergico.

NH2

HOOC

NH,

Asol113

legame a
proteine G

{.

HOOC

Figura 6: recettore dopaminergico a 7 domini transmembrana accoppiato a proteina G

Lo spegnimento del segnale DAergico prevede due meccanismi principali:
ricaptazione e catabolismo. La ricaptazione avviene attraverso un
trasportatore di membrana ad alta affinita per la DA (DAT, dopamine
transporter) e successiva internalizzazione nelle vescicole.

Il catabolismo della DA prevede due principali vie di degradazione: una
deaminazione ossidativa operata dalle monoamino ossidasi (MAO) e una o-
metilazione ad opera delle catecol-o-metil transferasi (COMT). La DA
viene deaminata dalla MAO e diventa 3,4-diidrossi-fenil-acetaldeide
(DHPA), poi trasformata ad opera di un'aldeide deidrogenasi in acido 3,4-

diidrossifenilacetico (DOPAC). Successivamente viene trasformata in acido
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omovanillico (HVA) al di fuori del neurone mediante una doppia
conversione enzimatica tramite la COMT prima e la MAO poi. In
alternativa la DA viene metilata in posizione 3 dell'anello benzenico dalla
COMT e trasformata in 3-metossitiramina (3MT). Questa viene poi
deaminata dalla MAO e forma la 3-metossi-4-idrossi-fenilacetaldeide
(BMHPA) la quale viene trasformata dall'aldeide deidrogenasi in HVA.
Nell' uvomo I'HVA ¢ il prodotto primario del metabolismo della DA (Cooper
e coll., 1996).

Figura 7: biotraformazione della Dopamina

18



| sistemi DAergici nel SNC sono rappresentati da:

* sistema nigrostriatale

» sistema mesolimbico

» sistema mesocorticale

« sistema tuberoinfundibolare
| neuroni del sistema nigrostriatale hanno sed&mErs compacta della
substantia nigra del mesencefalo e proiettanoréeterminazioni nel corpo
striato (caudato e putamen). Tali neuroni fannotepadel sistema
extrapiramidale e svolgono un ruolo preminenteanedolazione del tono
muscolare e della coordinazione motoria. La degemame di questi
neuroni € responsabile dell'insorgenza del morb®atkinson e induce
sintomi motori quali tremore a riposo, acinesi@gealita.
| neuroni del sistema mesolimbico sono localizzadr la gran parte
nell'area ventrale tegmentale (VTA) del mesenceélio misura minore
nella parte mediale della substantia nigra. Le fdne innervano il nucleo
accumbens, il tubercolo olfattorio e il nucleo mteiale della stria
terminalis. Questo sistema, oltre a partecipawoatrollo motorio, fa parte
del sistema limbico e svolge un ruolo di rilievdledunzioni emotive e nel
comportamento motivazionale; avviene infatti a questo livello
l'integrazione tra emozioni e comportamento, tranhk motivazioni che
portano un individuo ad assumere un comportameagfinito appunto
comportamento motivato. Di norma se lo stimolo &ifjcante l'individuo
agisce col fine di prolungarlo, viceversa se é &ive sara portato ad
allontanarlo.
Il sistema mesocorticale, come quello mesolimbargina nella VTA del
mesencefalo e in piccola parte nella substantieanigneuroni di questo

sistema proiettano le loro fibre nervose al sstpratutto nel nucleo
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laterale, all'amigdala, all'ippocampo, e alla corteccia prefrontale;
quest'ultima ¢ coinvolta in una serie di funzioni psichiche superiori come
l'attenzione, la motivazione, la pianificazione, 1'organizzazione temporale
del comportamento e la socializzazione.

Infine, 1 piccoli neuroni del sistema tuberoinfundibolare originano nel
nucleo arcuato dell'ipotalamo e arrivano all'eminenza mediana, dove
liberano DA direttamente nei vasi del sistema portale ipofisario. La DA
raggiunge cosi 1 recettori presenti nelle cellule mammotrope ipofisarie

inibendo la secrezione di prolattina.

to basal ganglia to striatum

nigostriata

|
to frontal
cortex

mesolimbic
. system
r \

,/ tubero-
posterior infundibular
hypothalamus "'-\I\ system

ventral

tegmental

area

substantia
nigra

Figura 8: vie DAergiche
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La trasmissione DAergiga mesolimbica, con particolare riferimento al
NAc, ricopre un ruolo cruciale nella mediazione degli effetti di rinforzo
positivo (gratificazione) sia relativamente agli stimoli naturali, sia a molti
farmaci d'abuso ed ¢ implicata inoltre negli aspetti motivazionali della

sospensione dovuti ad assunzione in cronico, quindi nel rinforzo negativo.

Ventral
tegmental
area

Frontal
cortex

Nucleus
accumbens

Figura 9: circuito della gratificazione

L'ipotesi della DA come “molecola del piacere” prende corpo alla fine
degli anni '70 con Roy Wise che formulo la teoria DAergica dell'anedonia
(“anhedonia hypotesis”, Wise 1978, 1982) secondo cui alla base
dell'incapacita di provare piacere si collocava un qualche deficit funzionale
a carico della via mesolombica della DA.

Il NAc riveste un ruolo fondamentale nel meccanismo della dipendenza ed
¢ parte integrante dei circuiti delle aree limbiche ed extra-piramidali;

appartiene allo striato ventrale e riceve le informazioni limbiche che
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vengono elaborate e convertite in attivita motivgtezie alle connessioni
con il sistema extrapiramidale motorio.

Funzionalmente e anatomicamente puO essere sumldividue porzioni
identificate comeshell e core La shell occupa una posizione ventro-
mediale e puo essere considerata una struttunatera limbico, poiché fa
parte di un complesso sistema nucleare, chiaaraigdala estesache si e
conservato nell'evoluzione delle specie. In paldi@lashell sarebbe 'area
direttamente coinvolta nei meccanismi di gratifioae naturale e di quelli
indotti artificialmente mediante somministrazionesdstanze d'abus@®i
Chiara e Imperato, 1988; Carboni e coll., 1989, Pontieri e coll., 1996,
Tanda e coll., 1997; Bassareo e Di Chiara, 1997). |l core rappresenta la
porzione dorso-laterale ed e considerato la coatimme del caudato
dorsale con funzioni motorie extrapiramidali (cammuolo nell'iniziazione
del movimento); sarebbe coinvolto nell'espressione motoria dei
comportamenti motivati e negli aspetti direzionali strumentali della

motivazione. Di Chiara e coll., 1999
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L'ETANOLO

Generalita
L'etanolo (o alcol etilico) € una molecola organtostituita da un singolo
gruppo idrossilico (OH) e da una corta catena taddadi due atomi di
carbonio; la compresenza di una componente idrofila (il gruppo ossidrilico)
e di una lipofila (la catena etilica) rende la noola dell'etanolo un
anfotero, proprieta importante per la sua attiitdogica.
E una molecola ad elevato contenuto energetico d7¢)c valore
intermedio tra quello dei glucidi e dei lipidi, naadifferenza di questi
ultimi non viene accumulato bensi viene eliminatagerso le urine e
I'aria espirata 0 metabolizzato.
Viene definito pseudo-alimento dotato di effetti psicotrbgn realta, pur
apportando molte calorie, appare evidente comenbdd non possa essere
considerato un nutriente essenziale a causa dai affietti nocivi
sull'organismao.
E chiaro che il consumo delle bevande alcoliche mmbba essere
demonizzatoin toto; ¢ risaputo che il vino rosso, assunto nelle giuste
quantita, riduce ad esempio il rischio di insorgendelle malattie
cardiovascolari migliorando il metabolismo del colesterolo; sebbene non
esistano prove scientificamente sicure ha un effdienefico sulla
digestione mentre e certo il suo ruolo vasodilata® antiossidante. Non
meno importante € come il vino rappresenti anchte, acultura,
convivialita e aggregazione; grazie ai suoi tipici effetti disinibenti il suo uso
e sempre stato associato a eventi importanti o monuella routine
qguotidiana, coinvolgendo oltre che l'ambiente decianche la sfera

religiosa, in cui l'alcol ha sempre assunto magniicati simbolici. E
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chiaro pero che il suo beneficio € tale purché rassisolo in piccole
quantita; al momento si ritiene accettabile una quantita giornaliera di alcol
pari a 35-40 gr per l'uomo e 23-28 gr per la dont@rispondenti,
rispettivamente, a 3 bicchieri e a 2 bicchieri di vino rosso; quantita
maggiori sono potenzialmente in grado di causaravigdanni, in
particolare a carico del fegato e del SNC.

L'etanolo rappresenta il principio attivo di abysa diffuso nel mondo,
anche in relazione al fatto che e una droga gaiente legale,
facilmente reperibile e a basso costo, responsatiileuna serie di
complicanze di natura sia acuta che cronica mofevig oltre che in
termini di salute dell'individuo, anche in termgaciali.

L'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) classil'alcol fra le
droghe e considera l'abuso da etanolo una piagaiaiened e per questo
che negli ultimi anni ha investito numerose risongdla risoluzione dei

problemi correlati all’'abuso di alcol.

Secondo I'OMS in Europa si ha il piu elevato conswitolico al mondo.
Il consumo per abitante € il doppio rispetto alledma mondiale. L'alcol € il
terzo fattore di rischio per i decessi e per lealwita in Europa, e il

principale fattore di rischio per la salute deivgoi.
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Metabolismo

L'etanolo viene assorbito dal cavo orale, dallomstco e dall'intestino
tenue per diffusione semplice, per cui la velodita assorbimento é
proporzionale alla quantita ingerita. Il picco aéruico si raggiunge entro |
30-45 minuti a digiuno e dopo 60-90 minuti se Llesone avviene in
concomitanza all'ingestione di alimenti. Il livelth alcolemia, una volta
terminata I'assunzione, comincia a ridursi attreeeiprocessi di escrezione
polmonare e urinaria ma sopratutto mediante meiaadione che
avviene, per il 90% della dose assorbita, nel tegat in misura minore
nella mucosa gastrica, nei polmoni e nei reni.

Numerosi fattori possono influenzare l'assorbimento di etanolo; di norma
I'assorbimento a livello duodenale € piu rapido dedo stomaco e |l
tempo di svuotamento gastrico € una variabile foretdale poiché minore
e il tempo di svuotamento piu rapido é l'assorbimeba presenza di cibo
nello stomaco comporta un rallentamento del temposwliotamento
gastrico e quindi conseguente rallentamento dstiidimento. Anche la
velocita con cui avviene l'ingestione e importante'ingestione a piccoli
sorsi induce un assorbimento piu lento se rapmoriingestione della
stessa dose in un unico sorso. Tutti quei fattoei determinano alterazioni
della motilita gastrica ( fumo, farmaci o droghseeizio fisico, variazioni
dell'equilibrio ormonale, temperatura esterna) siongrado di modificare
I'assorbimento.

Raggiunto l'equilibrio di distribuzione, la concextione di alcol risulta
proporzionale al contenuto di acqua del tessuto; cid0 porta ad avere
concentrazioni maggiori nel sangue, nel liquor ellumma e
conseguentemente minori nel tessuto adiposo eetdbel

In seqguito all'ingestione, l'alcol giunge nello o dove in parte

comincia la sua biotrasformazione ad opera delhemalcol deidrogenasi
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(ADH) gastrica, simile a quella epatica. L' ADH g&= rappresenta una
prima barriera all'assorbimento dell'etanolo poicbé&iduce la quantita che
giunge nel circolo sistemico, rivestendo cosi uolasignificativo come
fattore limitante la biodisponibilita (first-pass @iminazione di primo
passaggio). Altra caratteristica dellADH gastrieache la sua attivita
diminuisce durante il digiuno, ragion per cui l@lanostra un effetto
maggiore se assunto a stomaco vuoto.
Negli alcolisti cronici I'azione dell' ADH gastrica meno efficiente e cio
potrebbe spiegare la maggiore sensibilita all'alcol
La quantita di alcol assorbita giunge al fegatoyed@ possibile la
metabolizzazione da parte di tre sistemi enzimdift@renti.
Il piu importante coinvolge due deidrogenasi:

1. alcol deidrogenas{ADH)

2. aldeide deidrogenagALDH)
L' ADH ¢ l'enzima piu importante nel metabolismo dell'etanolo; contiene
zinco ed e localizzato nel citosol di diversi tdgsn particolare a livello
epatico, e in misura minore nel rene, nel polmgneoene gia detto, nella
mucosa gastrica.
La prima reazione, catalizzata dall' ADH, convéanolo in acetaldeide
determinando liberazione di ioni idrogeno e coneais di nicotinamide
adenin dinucleotide (NAD+) a NADH.
La seconda reazione, catalizzata dall' ALDH, cotevdiacetaldeide in
acetato sempre con liberazione di ioni idrogeniizeando il NAD+ come

cofattore. La reazione complessiva € la seguente:
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CH,CH,OH ETANOLO

e Alcol deidrogenasi
H* + NADH (citosol)
—H
c"’ﬁ ACETALDEIDE
O
NAD Acetaldeide
deidrogenasi
H* + NADH (Mitocondri)
CH,C—O
] ACETATO
O

Figura 10: azione in successione degli enzimi ADH e ALDH

Il secondo sistema enzimatico implicato nel metabolismo dell'alcol ¢ il
sistema di ossidazione microsomiale dell'etanolo (MEOS) localizzato nel
reticolo endoplasmatico liscio del fegato; il cofattore in questo caso ¢
rappresentato da una NADPH-ossidasi. 11 citocromo P4502E1 mostra
affinita elevata per 1'etanolo che anche in questo caso viene biotrasformato
in acetaldeide (e acqua). I MEOS ha la caratteristica, diversamente dalle
deidrogenasi, di aumentare la propria capacita metabolica dopo ripetute
somministrazioni di etanolo, secondo il fenomeno dell' “induzione
enzimatica”, frequente nei consumatori cronici, secondo il quale I'attivita
dell'enzima aumenta in caso di aumentata richiesta, al fine di eliminare
tutto I'alcol presente. L'inducibilita di questo sistema enzimatico da ragione
del fatto che I'etilista mostra ipertrofia del reticolo endoplasmatico liscio, in
cui trova localizzazione il MEOS.

Infine l'ultimo sistema enzimatico in grado di biotrasformare 1'etanolo,

seppure in misura minoritaria rispetto agli altri sistemi, ¢ rappresentato
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dalla catalasi, espressa in particolare a livello del SNC, dovelza la
reazione tra etanolo e acqua ossigenata a dareldmde. La scarsa
importanza della catalasi nel catabolismo dell@tae da attribuire al fatto
che la produzione di acqua ossigenata nel fegaisignificante.

La capacita di metabolizzazione epatica dipende dahdizioni del fegato
stesso. Fattori come il sesso, l'eta, la presenattre patologie o I'abuso di
farmaci psicotropi possono far variare la funzigaaldi tali processi

metabolici.
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Meccanismo d'azione
Dal punto di vista farmacologico, I'etanolo € unatanza psicoattiva, per
cui non ¢ considerato come farmaco; ¢ un deprimente del SNC, che a dosi
crescenti induce sedazione e al termine ipnosttitita farmacologica e
sempre di tipo inibitorio, anche se a basse congzphi prevalgono gli
effetti ansiolitico e disinibente; all'aumentare della dose insorgono gli
effetti sedativo-ipnotico e anticonvulsivante.
Studi recenti dimostrano che I'etanolo, in segualbinterazione con
specifici recettori di membrana, potenzia l'atévihibitoria e diminuisce
quella eccitatoria nel SNC. Infatti una delle aziaeurofarmacologiche
principali dell'etanolo é la sua interazione cosigtema GABAergicoin
termini di attivazione e la sua azione inibitona ecettori per I'N-metil-D-
aspartato NMDA) del glutammato, il principale amminoacido eccitetor
del SNC; cio spiega perche I'alcol agisca come depressore del SNC. Tale
depressione assume, sia in termini comportamerdiad clinici, un
andamento bifasico caratterizzato da un'azionenitidria (ovvero di
depressione delle inibizioni) a basse dosi, e gadapressione del SNC in
toto a dosi elevate.
Per quanto riguarda l'azione a carico dei recegiatammatergici, I'etanolo
a basse concentrazioni agisce sui recettori NMDA affinita elevata,
inibendo il flusso ionico passante attraverso queskttori Grant e coll.
1995); mentre ¢ scarsamente significativa l'affinita dell'etanolo verso 1
recettori AMPA e i recettori Kainato. Il meccanismdazione prevede il
legame dell'etanolo ad una tasca idrofobica presast terzo dominio
transmembrana della subunita NR1 bloccando I'ditidel recettore a cui
consegue la riduzione del tono glutammatergico. réalta I'azione
dell'etanolo non si limita a questo poiché, cosplasizione prolungata, si

manifestano una serie di fenomeni adattativi dlbuecettoriale che
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tendono a ridurre la sensibilita del recettore NM&lkazione dell'etanolo.
Un primo meccanismo di adattamento € rappresedttoup-regulation
un secondo meccanismo riguarda cambiamenti nelto si fosforilazione
del recettore per cui l'esposizione cronica allel@ indurrebbe un
aumento della fosforilazione, con conseguente rohez della sensibilita
del recettore NMDA nei confronti dell'etanolo.

Altro target d'azione dell'etanolo é rappresentiiorecettore GABA cui
va a legarsi l'etanolo facilitando il flusso di 1odloro all'interno del
neurone, con conseguente azione di iperpolarizaazdaella membrana e
di riduzione dell'eccitabilita neuronale; in questo senso l'etanolo possiede
un profilo farmacologico in parte sovrapponibile guello delle
benzodiazepine e dei barbiturici, anch'essi, cdetanolo, deprimenti non
selettivi del SNC. Gli effetti dell'etanolo inoltreono potenziati dagli
agonisti GABAergici come il muscimolo, mentre somalotti dagli
antagonisti come la bicucullina. Negli animali taéit cronicamente con
etanolo si osservano cambiamenti nei livelli dedidunita dei recettori
GABA=. | livelli di GABA risultano ridotti nel plasma e nell’encefalo in
alcolisti che si sono detossificati di recenBelgar 1999). Alcuni studi
hanno evidenziato che I'antagonista benzodiazepithitcnazenil, potrebbe
ridurre nelluomo l'intossicazione da etanolo, asidpiu alte di quelle
richieste per antagonizzare gli effetti delle behamepine I(heureux
1991) ma col vantaggio di non produrre sintomi slireenza in pazienti
dipendenti Potokar e coll, 1997).

Altra azione dell'etanolo riguarda il potenziamerdella trasmissione
serotoninergica, con particolare specificita neifoanti del recettore 5-HsT
che spiega la nausea che si manifesta successitamiassunzione di
elevate quantita di etanolo, poiché tali recetsbrirovano nell'area CTZ

(Chemioreceptor Trigger Zone) implicata nell' emesi
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E stato proposto un meccanismo d'azione dell'atammble comporta
I'inibizione del trasporto di adenosinBi@gmond e coll 1991): si verifica
un aumento delle concentrazioni extracellulari diersosina che, per
interazione con recettori di membrana accoppiatiodeine G, contribuisce
alla depressione neuronale indotta dall'etanolglieeffetti di regolazione
cellulare seguenti all'esposizione cronica di étano

Indirettamente I'alcol induce liberazione di opdiaindogeni e attivazione
dei recettori oppioidi che, unitamente agli effsttila dopamina, spiegano
gli effetti gratificanti dell'alcol. Aumentati Islli di beta-endorfine ed
encefaline sono infatti stati osservati durantesslimzione acuta
(Gianoulakis e coll 1996; Herz, 1997). Gli antagonisti degli oppioidi
riducono la capacita gratificante e gli effetti ld#énolo, a riprova del
coinvolgimento degli oppioidi endogeni nell'euforanel comportamento
indotti dall'alcol Herz 1997).

E chiaro come le monoamine cerebrali (noradrenalid@pamina e
serotonina) siano coinvolte tutte nell'azione fazobagica dell'alcol
(Nutt, 1999).

In particolare la somministrazione di etanolo deiaa un incremento della
trasmissione dopaminergica nel nucleo accumbkemgefato e Di Chiara,
1986)e in modo preferenziale nella shell del nucleo adpens Bassareo
e coll., 2003.

Appare sempre piu chiaro come anche l'acetaldeidehigun ruolo
importante nelle proprieta gratificanti dell'etamdHragon e coll., 1986;
Smith e coll., 1997; FEriksson, 2001). Studi comportamentali hanno
dimostrato che I'acetaldeide, somministrata per usiohe
intracerebroventricolare in ratti Sprague-Dawle&mith e coll., 1984)
oppure per via intraperitoneale in ratti Wist&@uetermont e De Witte,

2001),€é in grado di indurr@lace preferenceondizionata; inoltre produce
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stimolazione dei neuroni DAergici del sistema mesbico (Quatermont e
coll., 2005; Melis e coll., 2007; Diana e coll., 2008; Enrico e coll., 2009).
Come gia detto, I'alcol ha un effetto bifasico:asd®e dosi mostra risposte
euforizzanti, attivanti ed energizzanti dovute agpual coinvolgimento del
sistema monoaminergico. Infatti, I' intossicazi@oaita di etanolo e stata
associata con un incremento dell'attivita adrecargil cervellol(ittleton,
1978; Tabakoff e Hoffmgril980). Inoltre dopo I'assunzione acuta di etanolo
e stato dimostrato un incremento significativo aekecrezione di
catecolammine. Successivamente invece si manitestiafase ansiolitica,
sedativa e di inibizione attribuibile all'azionebithoria

sui recettori degli amminoacidi eccitatori (NMDA) @& un incremento
dell'azione GABAergicaostowski e BienkowskB99).

Oltre all'effetto ansiolitico, I'etanolo a bassesidmduce un innalzamento
della soglia del dolore e del freddo, la depressidai riflessi nocicettivi e

la riduzione nella coordinazione dei movimenti.
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Tossicita

La tossicita diretta o indiretta dell'etanolo el'dektaldeide non risparmia
nessun organo, in particolare il fegato che, essdémdede principale del
metabolismo, rappresenta l'organo piu frequentesneolpito dagli effetti
tossici dell'etanolo. Eventi come lo squilibrio debtenziale redox, la
liberazione di radicali ossidanti e di addotti &elétaldeide e le reazioni
immunitarie modificano il metabolismo lipidico eugidico stimolando la
fiborogenesi. La carenza di vitamine del gruppo Bvuda al
malassorbimento intestinale, la formazione di aldeiogene e un alterato
metabolismo mitocondriale favoriscono patologie eategyative o
demielinizzanti a carico del sistema nervoso cémte periferico. La
tossicita cardiovascolare invece € condizionatbipkiattivita adrenergica,
dagli squilibri elettrolitici e dall'alterazione gle enzimi mitocondriali.
L'etanolo inoltre e potenzialmente in grado di fif#@re sui processi
immunitari, di riparazione del DNA e sul sistemacrosomiale epatico
promuovendo la carcinogenesi.

La citotossicita acuta a carico di organi e tessuin parte dovuta alla
tossicita diretta dell'etanolo e dell'acetaldeideSNC e sul fegato che si
manifesta a seguito dell'assunzione di dosi elewitealcol, mentre
nell'alcolismo cronico con compromissione delleamia dell' ALDH e
dei sistemi detossificanti anche a dosi piu babkla tossicita cronica
intervengono invece modificazioni dell'ambientedhionico e metabolico a
carico di vari organi sensibili. L'assunzione coandi etanolo determina,
come gia spiegato, una modificazione dell'esprassitei recettori a livello
del SNC tra cui una up regulation dei recettori NMBon conseguente
neurotossicita del glutammato dovuta a iperstimotez recettoriale con
accumulo di calcio intraneuronale in corrispondehelte crisi d'astinenza.

Alla tossicita da etanolo contribuisce anche il ptincipale metabolita,
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I'acetaldeide. Tale prodotto € altamente reattif@rma addotti con diverse
proteine tra cui quelle mitocondriali, microsomialicon le lipoproteine. A
livello mitocondriale diminuisce l'attivita dellatacromo ossidasi e degli
enzimi del ciclo di Krebs, con disaccoppiamentoladdbsforilazione
ossidativa e aumento della glicolisi anaerobialttad'acetaldeide si lega ai
neurotrasmettitori formando addotti a carattereroigsico verso i sistemi
monoaminergici.

Relativamente al fegato, le patologie principajuardano steatosi, epatite
alcolica acuta e cronica, cirrosi ed epatocarcinama ripercussioni anche

sistemiche come le dislipidemie.
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Intossicazione acuta e cronica

Gli effetti indotti dall'assunzione di alcol dipestb in larga misura dalla
quantita di alcol assunta. | sintomi dell'intosgioae acuta comprendono:
instabilitd emozionale, diminuzione delle inibizipmiscorsi incoerenti,

diminuzione della memoria e della capacita di canpione, diminuzione
delle risposte sensorie e aumento dei tempi diioraz deambulazione
incerta, stato confusionale, stati emozionali esip (paura, irascibilita,

aggressivita). Con l'aumentare delle dosi compadazone profonda e
all'ultimo stadio coma, perlopiu per depressiongpiratoria. Di norma

I'intossicazione acuta da alcol raramente € agsoalacoma (a patto che
l'alcol non venga assunto con altri deprimenti SIRIC come barbiturici e

benzodiazepine) e non é richiesta terapia, bessffigiente attendere che
I'etanolo ingerito venga metabolizzato.

Per l'intossicazione cronica si rimanda al paragsafuente.
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Dipendenza e abuso

L'abuso di alcol puo condurre all'instaurarsi dadmeni ditolleranzae
dipendenza.L'alcolista si adatta all'etanolo sviluppando dmihza agli
effetti dell'intossicazione. Alcuni bevitori possonapparire sobri a

concentrazioni ematiche etanoliche di 89-108 mmol/I

Il Diagnostic and Statistical Manual of Mental Diders (DSM IV, 1994

distingue tra abuso di alcol (0 uso prolungato)igemdenza da alcol
(addiction o alcolismo); si parla di dipendenza da alcol quando si
manifestano i segni classici della farmacodipendenz particolare lo
sviluppo di tolleranza associata 0 meno a reazidai astinenza
clinicamente evidenti.

Con il termine ditolleranza farmacologica(o farmacoabitudine) si
definisce il fenomeno caratterizzato dalla necassitaumentare la dose di
un farmaco per mantenere costante l'intensitéadiltie da esso prodotta.
L'azione farmacologica si riduce progressivamente @ausa
dell'acquisizione di una maggiore capacita di talea dell'organismo.

La tolleranza farmacologica si considsemplicequando alla sospensione
del farmaco non seguono disturbi né si accendesidério di consumo.
Diversamente, quando la brusca sospensione delatarnporta alla
sindrome d'astinenza e alla ricerca spasmodicaa detistanza con
conseguenti disturbi psichici e somatici piu o mgnavi, allora si parla di
tolleranza tossicomanigenaln ulteriore caratteristica dell'abitudine
tossicomanigena € il desiderio incoercibile detlatanza oggetto d'abuso,
un bisogno incontrollabile di bereréving). Per craving si intendena
particolare appetizione patologica, un desideriteimso, una bramaerso
la sostanza, che si manifesta nel desiderio spasmddassumerla e, nel

caso in cui questo non sia possibile, nella congpdes sintomi tipici quali
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ansia, irritabilita, depressione, insonnia e neattaristici comportamenti di
ricerca, che possono spingere l'individuo a sugecgni limite di ordine
etico e morale per la ricerca della sostanza d@abus

Diverse tecniche sperimentali permettono di predérecapacita di una
sostanza di daraddiction per la gran parte queste tecniche si basano
sull'auto-somministrazione del farmaco in animadi dsperimento. La
sospensione del farmaco agli animali resi dipendg@rmette di
comprendere la natura della sindrome d'astinenza.

La dipendenza fisica&@ una condizione che si sviluppa in conseguenza
dell'adattamento prodotto da un riequilibrio di we@smi omeostatici in
risposta all'uso ripetuto di un farmaco e in casdunzione del farmaco
stesso diventa indispensabile per lo svolgimentite deormali funzioni
tissutali. Un soggetto in stato di dipendenza disimanifesta tremori,
alterazioni percettive, convulsioni @elirium tremens.l tremori sono il
primo e piu comune sintomo che inizia dopo 6-8dakultima assunzione
€ sono piu intensi a 24-36 ore. Ai tremori pud aggagnarsi sudorazione,
tachicardia, ipertensione. Possono comparire inapnnsintomi
gastrointestinali (nausea, vomito, diarrea), aleergercezioni visive,
uditive e tattili. L'intensita dei sintomi € modastelle fasi precoci e si
risolve nelle 24-48 ore dalla sospensione, normalensenza necessita di
intervento terapeutico.

Il Delirium Tremens e l'evento piu temibile, con5t15% di mortalita
dovuta a squilibri idroelettrolitici, cardiovascdla neurofisiologici. Puo
insorgere dopo 4-10 giorni e, oltre ai sintomi ggortati, € caratterizzato
da stato confusionale, agitazione, allucinazioeimbri scuotenti e possibili
complicanze per convulsioni, rabdomiolisi, aritmipertermia e collasso

cardiocircolatorio.
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Meccanismi di rinforzo dell'etanolo
Nell'alcolismo, inteso come urgenza all'assunzioo@mpulsiva ed
eccessiva di alcol, risulta cruciale abncetto di rinforzo Si definisce
rinforzo un evento che aumenta la probabilita da visposta Johanson
1992); ¢ certo che alcune delle azioni farmacologiche esercitate dall'alcol
rappresentino stimoli di rinforzo, sia positivo chegativo Allgaier C.
1992). Il soggetto alcolista associa I'assunzianetaholo a un piacere, a
un evento positivo (esempio il miglioramento deldalell'umore) cosa che
aumenta la possibilita che questo venga ulteriotenencercato e
consumato. Paradossalmente anche i rinforzi negadssono portare un
individuo ad assumere ulteriori quantita, ad esempuando l'alcol e
assunto al fine di scongiurare una crisi d'astinenzquando lo scopo €
placare uno stato d'ansia o depressione. Le ptamgheinforzo positive e/o
negative sono alla base della reiterazione netlarca dell'alcol e delle
recidive, anche dopo lunghi periodi di astensioepse).
Al contempo puo avvenire che stimoli o eventi di pé neutrali possano
acquisire proprieta di rinforzo, quando venganetripmente associati con
gli effetti di rinforzo dell'alcol, determinando ifinforzo secondario
(Babbini e Gaiardil992).
Sebbene il fenomeno della dipendenza coinvolga spobe tutti |

neurotrasmettitori la dopamina e il principale mgrasmettitore che media

le azioni di rinforzo positivo.
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Neurochemical Neurocircuits in Drug Reward
Alcohol

mmm= Dopamine

Figura 11: circuiti neuronali coinvolti nei meccanismi di rinforzo dell'etanolo.
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Approccio terapeutico dell'alcolismo
Il trattamento dell'alcoldipendenza si basa priaknente sulla terapia di
supporto psicologico e sociale, ma talvolta risulidispensabile associare
ad essa una terapia di tipo farmacologico, finaliazad ottenere la piena
riabilitazione del soggetto e la prevenzione dedadute.
| principali farmaci ad azione anticraving attuafiteeutilizzati nella terapia
dell'alcoldipendenza, in particolare nella prevenei della ricaduta,
comprendono:

Disulfiram: in alcune nazioni il nome commercialeA@tabuseo
Antabus Agisce bloccando l'ossidazione dell'alcol allo siatl acetaldeide
durante il suo metabolismo, in seguito ad inibieionrreversibile
dell'enzimaaldeide deigrogenasche converte l'acetaldeide ad acetato.
L'accumulo di acetaldeide che ne consegue risosido per I'organismo e
provoca una serie di sintomi spiacevoli. Infattipgresenza del farmaco,
I'assunzione di alcol, anche in piccole quantittgvpca sensazioni di
calore intenso al volto, al collo, al tronco comseguente rush cutaneo di
colore violaceo, cefalea pulsante, sudorazionesewuvomito, dispnea,
confusione, ipotensione e vertigini. L'obiettivo | dFattamento con
disulfirame quello di creare un‘avversione verso l'alcol,quernl paziente,
associando lo stato di malessere conseguente nasee di alcol,
dovrebbe essere dissuaso dal continuare ad assaloeliel.

Naltrexone: € un antagonista dei recettori degli oppioidi che
dimostrato utile nel ridurre il craving e la freqzea di assunzione di alcol.
Il presupposto neurofarmacologico dell'efficaciagldeantagonisti degli
oppioidi nella terapia dell'alcolismo € che le effide, in quanto oppioidi
endogeni, contribuiscano agli effetti di rinforzoosttivo dell'alcol,
interagendo con il sistema dopaminergico mesolimbic

Acamprosato. € un derivato sintetico di un aminoacido
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(omotaurinato) strutturalmente simile al GABA, uiffetto anti-craving
sembrerebbe dovuto alla modulazione della trasamssiGABAergica e
glutammatergica; in particolare il meccanismo d'azione sembra legato alla
riduzione dell'eccitabilita neuronale dovuta albaz del farmaco sui canali
al calcio.

Sale sodico dell'acido 4-idrossibutirrico (GHB) il meccanismo
d'azione del GHB e ancora poco conosciuto. Taléaspa agirebbe sui
recettori GABA (in particolare GABA-B) e su receitspecifici per |l
GHB, inducendo un incremento della concentrazierelrale di DA e di
serotonina, ma sarebbero coinvolti anche altri oteasmettitori. || GHB
determina una riduzione del craving da alcol, imrga ne riproduce gli
effetti gratificanti diminuendo cosi anche la fregaa degli episodi di
ricaduta. Durante il periodo di trattamento e pufsilinsorgenza di
craving per il farmaco e conseguente abuso deldeonstesso.

Farmaci ad azione sul sistema dopaminergico {(tiepamilsupride e
flupentixolo), e serotoninergico (buspirone, flubra, nefazodone,
ritanserina e ondansetron) sono stati e sono atamdé oggetto di studi

clinici.
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SCOPO DELLA RICERCA

Secondo la teoria delficentive learning’apprendimento associativo nel
tossicodipendente risulta essere potenziato, priobatte in seguito ad
una stimolazione abnorme della trasmissione DAargitivello della shell
del NAc. In seguito a questo apprendimento patotoggli stimoli
condizionati che fanno da corollario all'uso deifiaco d’abuso assumono
un’importanza esasperata per I'individuo e da égsnde il mantenimento
dell’assunzione continua del farmaco e, quindip$sicodipendenza.

Lo scopo del nostro studio € quello di studiaredposta della trasmissione
DAergica nella shell e nel core del NAc durantawdo-somministrazione
di etanolo e di saccarosio, come sostanza di dimtenella risposta agli
stimoli condizionati alla loro assunzione.

Verra adoperata come via di somministrazione queltamalmente
utilizzata dalluomo per la assunzione delle bewardcooliche: la via
orale.

Durante il nostro studio verra effettuato il monsggio dei valori del
neurotrasmettitore DA durante le varie fasi delidiossomministrazione di
etanolo e di saccarosio mediante la tecnica deltzonhalisi cerebrale
(durante la auto-somministrazione, durante la prtezene dei singoli
stimoli condizionati e durante la somministrazigassiva dell’etanolo).
Cio ci consentira di chiarire il ruolo giocato @alDA nelle due diverse
porzioni del NAc in risposta alla auto-somminisioge di stimoli

gratificanti naturali come il saccarosio e di faom@diabuso come I'alcool.
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MATERIALI E METODI

Animali

Figura 12: Ratto maschio specie Norvegicus, ceppo Sprague-Dawley.

Gli esperimenti sono stati condotti utilizzando ratti maschi della specie
Norvegicus, varieta Albinus e del ceppo Sprague-Dawley, del peso medio
di 300 grammi.

Va sottolineato che tutti gli esperimenti sono stati condotti in accordo con
le linee guida per la cura e l'uso di animali da laboratorio, secondo quanto
approvato dalla Society for Neuroscienze nel gennaio 1995 e secondo le
direttive sancite nel 1992 dalla Comunita Economica Europea (86/609;
D.L.: 27.01.1992, N° 116).

I ratti sono stati stabulati in gruppi di otto, in gabbie di plexiglas, per
almeno una settimana prima dell'inizio delle pratiche sperimentali,nutriti
con cibo standard e acqua ad libitum. L'illuminazione ¢ stata regolata,
automaticamente e artificialmente, in cicli luce/buio di 12 ore ognuno (luce
dalle 8:00 AM alle 8:00 PM). La temperatura (23°C) e l'umidita (60%)
sono state mantenute costanti.

Successivamente alla sessione chirurgica 1 ratti sono stati stabulati

43



singolarmente, nelle stesse condizioni ambientajpra riportate, in
gabbie di dimensioni 45x20x24 cm.

Gli animali alloggeranno nelle stesse gabbie sia ipgeriodo della
convalescenza sia del training di self adminisirati
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La microdialisi cerebrale
La microdialisi cerebrale € una tecnica di impaztamruciale nel campo
delle neuroscienze per il campionamento in vivo daiversi
neurotrasmettitori presenti in ambiente extracaiiell
La tecnica permette di studiare le variazioni dunograsmettitore per
esempio dopo somministrazione sistemica di un feomappure di
somministrare un farmaco direttamente nell'ardatdresse, verificandone
gli effetti locali. Inoltre, poiché la tecnica skializza generalmente
sull'animale sveglio e libero di muoversi (freelyoving), permette di
analizzare le variazioni comportamentali dell'arti@naonseguenti la
somministrazione.
Oltre che nelle neuroscienze, la microdialisi tragplicazione clinica in
diabetologia, in terapia intensiva, in cardiochgiay neurochirurgia e
chirurgia ricostruttiva.
La microdialisi si realizza previo inserimento nmrenchima cerebrale
dell'animale da esperimento di specifiche fibredilisi (probes), nelle
aree cerebrali di interesse. Cio consente a maesafficientemente
piccole, come la DA nel nostro caso, e di dimenscampatibili con la
porosita della membrana da dialisi, di diffondextas la spinta del
gradiente di concentrazione dal liquido extracali@lcerebrale al Ringer
ovvero la soluzione fisiologica di perfusione chespnta attraverso il
probe per mezzo di una pompa a un flusso costaridt® gil/min. Avviene

quindi il recupero del liquido, detto dializzatbguale viene
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immediatamente sottoposto alle analisi per la axehe quali-quantitativa
dei composti di interesse tramite HPLC. Uno deitaggi di questa tecnica
e che fornisce campioni “puliti” che possono esskrettamente analizzati
senza bisogno di una purificazione preventiva.

Durante la procedura della microdialisi, due vahiatvestono particolare
importanza: composizione ionica e velocita di ftusdel Ringer di
perfusione. Partendo dal presupposto per cui eeraammente difficile
ricostruire fedelmente la complessa composiziohéagiedo extracellulare
cerebrale per via dei continui cambiamenti cuin@ntro, Si SOono messi in
atto numerosi tentativi col fine di ottenere sotmi di Ringer a
composizione il piu possibile simile a quella deiidi extracellulari. La
gran parte degli studi di dialisi su monoamineizgdno una soluzione di
Ringer molto semplice contenente solamente SoditasBio, Calcio e
Cloro , ioni essenziali per il release dei neusdtrattitori. Nei nostri
esperimenti abbiamo utilizzato soluzioni di Ringeon la seguente
concentrazione: NaCl 147 mM, CaCl2 2,2 mM, KCIl 4mM.

Per guanto riguarda la seconda variabile, ovveradmacita di flusso,
questo € un parametro importante sia perche bisdgreatempo al Ringer
perfuso di equilibrarsi con il fluido extracelludgarsia perché va considerato
che la sonda da dialisi asporta dal tessuto emcefalostanze come
nutrienti e glucosio; ne consegue che velocita di perfusione troppo elevate

potrebbero danneggiare e impoverire eccessivanidgasuto.
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Preparazione delle sonde da microdialisi

Figura 13: Rappresentazione di una fibra da dialisi

L'allestimento delle sonde da microdialisi segue il metodo descritto da Di
Chiara e coll. (1993) poi modificato da Tanda e coll. (1996); tale procedura
prevede di utilizzare una fibra sottile da dialisi costituita da un copolimero
acrilico di sodio-meta-allil-solfonato (AN 69 HOSPAL, diametro esterno
310 um e diametro interno 220 pm). Internamente alla fibra da dialisi viene
inserito un mandrino di tungsteno (Clark Instruments UK, diametro 200
um) che ha funzione temporanea di sostegno. L’estremita libera della fibra
viene chiusa con una goccia di colla epossidica che per capillarita penetra
nella fibra per circa 1 mm. Dopo almeno 24 h il tappo di colla formatosi
viene tagliato alle dimensioni di 0.5 mm e successivamente levigato fino a
fargli assumere una forma conica finalizzata a evitare un possibile
danneggiamento tissutale.

Si prosegue preparando due capillari di silica fusa (Polymicrotechnologies
Inc. Phoenix, Arizona, USA; diametro esterno 140 um, diametro interno 50
um), dei quali uno con la punta a becco di flauto, l'altro con una delle
estremita privata del rivestimento.

Entrambe le siliche vengono inserite negli appositi aghetti (ago 22G per
iniezioni ipodermiche) della lunghezza di 1,2 cm, presenti nel Push-pull
connector (plastic one, Roanoke, VA USA). La silica modellata a becco di

flauto costituisce l'ingresso per il Ringer che perfonde la fibra da dialisi;
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l'altra silica corrisponde invece all'uscita del dializzato. Una goccia di
colla epossidica fissa le due siliche agli aghi del push pull connector e
successivamente vengono inserite all’interno della membrana Hospal
dotata del tappo di forma conica levigato.

Il giorno dell'esperimento si procede dapprima a rimozione della dummy
cannula, successivamente si avvita la fibra da microdialisi nella cannula

guida (inserita nell'encefalo del ratto durante la sessione chirurgica).

Figura 14: Schema della cannula guida impiantata nella teca cranica con la fibra da microdialisi

inserita.

L'inserimento della fibra ¢ un passaggio estremamente delicato poiché
avviene nel ratto sveglio, e plausibilmente in movimento, per cui bisogna
prestare attenzione a non danneggiare la fibra. Terminato I'esperimento la
fibra viene svitata dalla cannulla guida, sulla quale verra reinserita una

dummy cannula sterile.
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A B C

Figura 15: A) cannula guida; B) push pull; C) dummy cannula

Sessione chirurgica

La chirurgia ¢ finalizzata all'inserimento, nell'area cerebrale di interesse,
della cannula guida sulla quale, il giorno dell'esperimento, verra avvitata la
fibra da microdialisi.

Prima dell'inizio della chirurgia 1 ratti vengono anestetizzati con una dose
di 400 mg/kg i.p. di Cloralio Idrato e posizionati su un apparato
stereotassico che permette il raggiungimento delle aree cerebrali di
interesse con l'ausilio di un sistema di coordinate basato su due punti:
bregma (punto di incontro tra l'osso frontale e le ossa parietali) e lamba
(punto d'incontro tra I'osso parietale e occipitale) tratte dall'atlante Paxinos
e Watson (1998); l'atlante ¢ un prezioso strumento da cui estrapolare le
coordinate per poter raggiungere 1 nuclei cerebrali di interesse. Le
coordinate vengono espresse in termini di antero-posteriorita e lateralita,
rispetto a un punto di riferimento che costituisce “lo zero”; questo punto ¢

rappresentato dal bregma.
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Nel nostro studio le coordinate per l'impianto della cannula guida sono

state le seguenti:
- per la shell del NAc +2,00 mm di anteriorita, +1,00 mm di
mediolateralita dal bregma e -3,6 mm di verticalita dalla dura
madre;
- per il core del NAc: +1,60 mm di anteriorita e 1,90 mm di
mediolateralita dal bregma e -3,40 mm di verticalita dalla dura
madre.

L' Anteriorita (A) ¢ la distanza lungo I'asse anteriore del bregma,;

La Lateralita (L) ¢ la distanza del bregma lungo un asse medio-laterale

La Verticalita (V) ¢ la distanza della dura madre lungo I'asse dorso-

ventrale dalla punta da dialisi

Figura 16: Apparecchio stereotassico utilizzato in laboratorio
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Dopo aver sistemato l'animale e dopo adeguata disinfezione, si pratica un'
incisione della cute e dei tessuti superficiali,fino a esposizione della teca
cranica; si procede praticando un piccolo foro nella zona di impianto e si
perfora delicatamente la dura madre. A questo punto si abbassa lentamente
e delicatamente la cannula guida all'interno  del cervello sino a
raggiungimento della verticalita prestabilita. La parte metallica della sonda,
che rimane completamente all'esterno, viene fissata alla teca cranica con
del cemento dentale vetro-ionomerico (Glass Ionomer Cement, CX-Plus,

Ilic, Milan, Italy).

Figura 17: ratto posizionato sullo stereotassico con la teca cranica e dura madre esposte.

Per dare modo all'animale di riprendersi dall'anestesia e dall'intervento
appena concluso, viene trasferito in una gabbia con cibo e acqua ad
libitum.

Nel tempo intercorrente dall'impianto all'esperimento di microdialisi, sulla
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cannula guida si avvita una dummy cannula col dinevitare l'ingresso di
impurezze all'interno della cannula guida. Ogni rgio durante la
manipolazione si procedera a svitare e riavvitarelummy cannula allo
scopo di verificare la pervieta della cannula otare per abituare I'animale
a questo tipo di operazioni, permettendogli anchprendere confidenza
con gli operatori.

Per i primi cinque giorni successivi alla chirurgiaatti vengono sottoposti
giornalmente a terapia antibiotica con 1 ml/kg didGentamicina Solfato
(40 mg/ml) al fine di evitare la comparsa di interi dovute alla pratica
chirurgica.

Al termine della chirurgia, per gli animali iniziain periodo di
convalescenza (10 giorni) durante il quale ricevamoo e acqua ad
libitum.

Conclusosi il periodo di convalescenza, puo in&iértraining durante il
quale continua la manipolazione degli animali &ifi@ sviluppino un
comportamento conciliante e mansueto, importanfasa di esperimento.
Durante 1 training il regime di cibo € di 15 g al giorno con
acqua ad libitum. Seguendo questo regime alimentare i ratti

mantengono un peso inferiore del 10%z=3 rispetto al peso iniziale.
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Self administration

Sostanze utilizzate

Durante l'auto-somministrazione sono state utilizzate soluzioni di
Saccarosio (Inagra Srl, San Maurizio (RE) al 20% e soluzioni di Etanolo
(Alcool 95° purissimo; Silvio Carta Srl, Oristano) al 10% in saccarosio al

20%.

IHII.\Il' CARTA

ALCOOL 95°
PURISSIMO

Figura 18: bottiglia di alcool purissimo a 95°

Protocollo di auto-somministrazione: Training

Gli animali, prima di essere sottoposti all'esperimento, svolgono un periodo
di training (allenamento) durante il quale imparano ad associare le cues
(stimoli) uditive e visive al consumo della soluzione alcolica, cosa che
permette l'instaurarsi del condizionamento.

Le sessioni di auto-somministrazione delle soluzioni di etanolo sono svolte
facendo uso di gabbie acusticamente isolate (Coulburn Instruments,
Allentown, NJ USA) dotate di 2 fori (nose-pokes) posti in posizione

simmetrica ad un'altezza di 2 cm dal pavimento della gabbia.
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Figura 19: gabbie utilizziate per la self-administration

I due nose-pokes sono provvisti di due fotocellule attivate dall'inserimento
del muso dell'animale. Tra 1 due nose-pokes ¢ presente un beverino
collegato a una siringa collocata esternamente alla gabbia e contenente la
soluzione alcolica o zuccherina che viene cosi erogata.

I due nose-pokes hanno funzione e illuminazione differente: il nose-poke
illuminato da una luce giallo-verde ¢ definito attivo poiché l'inserimento
del muso dell'animale viene rilevato dalla fotocellula inducendo
l'attivazione della siringa per l'erogazione della soluzione di etanolo. Il
nose-poke illuminato con la luce rossa ¢ definito inattivo poiché il ratto non
puo esercitare alcun controllo sul rilascio di soluzione etanolica. La
differente illuminazione dei due nose-pokes costituisce lo stimolo
discriminativo.

La sessione di auto-somministrazione ¢ monitorata da un sistema
computerizzato (Graphic State 2 software, collbourn instrument, PA, USA)
che consente a fine sessione di avere un computo dei nose-pokes attivi e
nattivi.

Gli animali sono sottoposti alla sessione di training, della durata di 1h, per
un periodo di 3 settimane, una volta al giorno, esclusi 1 weekends.

Nel corso del training I'animale viene sottoposto a due stimoli: uno sonoro,
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della durata di pochi secondi, e uno visivo, laeluygallo-verde che si
accende all'interno del nose-pokes attivo, sempreppchi secondi. La
luce rossa, relativa al nose-pokes inattivo, inveme € percepita dal ratto.
Solo in seguito a inserimento del muso del rattb nose-pokes attivo,
avverra lattivazione della fotocella che permeterogazione della
soluzione di etanolo dalla siringa. In questo madtyaverso I'allenamento,

si realizza il condizionamento degli animali.

| ratti sono stati suddivisi, casualmente, in duggi sperimentali:

1. gruppo_etanolo: questi animali hanno ricevuto lazone di etanolo
al 10% in saccarosio al 20%.

2. gruppo _controlli: questi animali hanno ricevuto saluzione di
saccarosio al 20%. | controlli quindi bevono lauzabne costituita
dallo stesso veicolo (saccarosio al 20%) in cui,agmali dell'altro
gruppo, € veicolato il principio attivo (etanolol#l%).

Questa suddivisione degli animali in gruppi vienantenuta, oltre che
durante le settimane di training, anche duran giorni di esperimento.

Per il protocollo relativo a questo studio abbiamitizzato una schedula a
rapporto fisso FR1, in cui per un nose-poke l'afemigeve una erogazione
di soluzione (etanolica o zuccherina a secondagipo di appartenenza

del ratto); il rapporto € quindi di 1:1.
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Esperimento di microdialisi e self-administration

Gli esperimenti di microdialisi vengono condottierpogni ratto, in tre
sessioni consecutive di tre giorni, con inizio ogirno a partire dalle 9:00
AM; [l'esperimento avviene all'interno delle gabbie per la self-
administration descritte nel paragrafo precedente.

Come avveniva per le sessioni di training, gli adinvengono prelevati
dalle loro gabbie e posti nella gabbia per la adifiinistration, che per
ogni ratto dovra essere la stessa per i tre gdiresperimento (che e anche
la stessa gabbia in cui ha condotto il traininggrniinato l'esperimento
ogni ratto tornera nella gabbia dove quotidianametbggia.

Si procede con l'inserimento della fibra da micadidi, previo svitamento
della dummy cannula; a questo punto l'animale viene collegato ad una
pompa di infusione per microdialisi (BAS Pump, U#9tata di siringhe
Hamilton per microdialisi, che pompano la soluziaheRinger ( ad un
flusso costante di 1ul/min) allinterno della fibda microdialisi nel
cervello del ratto. In questo modo si compie larodalisi che, come gia
spiegato  precedentemente, consente il campionamerdei
neurotrasmettitori presenti nelle aree cerebratiune localizzata la fibra.
Le siringhe sono collegate tramite un tubo di piddiee (PE-50, Portex
Ltd, Kent, UK) ad uno swiwel a due vie (Stoelting.CWood Dale, IL,
USA) montato su un sostegno mobile posto sopigalibia per la self-
administration.

| ratti ricevono il trattamento farmacologico salopo che i valori basali di
dopamina si sono stabilizzati, quindi si procede iqorelievi del dializzato
ogni 10 minuti, recuperando 10 microlitri di digd&o (eventualmente
portati a volume con 1'aggiunta del Ringer);recuperato il dializzato, questo
viene iniettato in HPLC. Ottenuto il basale puotipara sessione di self-

administration che consente di osservare come naiidivelli di DA in
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relazione agli stimoli cui I'animale viene sottojmos

[1°GIORNO]
Durante il primo giorno di esperimento, I'animalene posto nella stessa
gabbia per la self-administration utilizzata dueal# settimane di training.
Si prelevano i campioni di dializzato dalla shelllad core ogni 10 minuti
fino ad ottenimento del valore basale di DA. A dagsunto viene fatta
partire la sessione di auto-somministrazione, @sehte come descritto in
relazione al training. L'obiettivo del primo giorrai esperimento é |l
monitoraggio dei livelli di DA durante l'accoppiante dello stimolo

primario e degli stimoli condizionati ad esso.

[2° GIORNO]

Durante il secondo giorno di esperimento i ratthg@o sottoposti al
suono e all'accensione dei nose-pokes senza poéxere la soluzione
etanolica; in altre parole vengono presentati agli animali 1 soli stimoli visivi

e uditivi (stimoli secondari) che in fase di traigil'animale associa allo
stimolo primario. Il ratto quindi smette di asseeido stimolo visivo e
uditivo al consumo di soluzione alcolica, entramétla fase di estinzione,
in cui I'animale smette di lavorare perche capidoe all'inserimento del

muso nel nose-poke non segue piu la sua ricompensa.

[3° GIORNO]
Durante l'ultimo giorno di esperimento gli animalevono in maniera
passiva (non-contingente) la soluzione alcolica ohiene erogata
dall'operatore; quindi I'animale beve passivamente senza dover lavorare per
ricevere la ricompensa, in assenza degli stimativiie visivi. La quantita

di soluzione alcolica erogata dall'operatore eili@tralcolando la media
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dei millilitri di etanolo che gli animali si sonawt-somministrati durante le
settimane di training e il primo giorno di espemtee L'erogazione della
soluzione alcolica avviene manualmente da partéogdefatore che, a
intervalli di tempo costanti e prestabiliti, giranau rotella inserita nel
sistema di erogazione collocato esternamente ablaig.

Le condizioni poste in essere durante il terzo rgpodi esperimento
permettono di correlare le variazioni della dopanirelative al solo

consumo di etanolo ovvero dello stimolo primario.

Analisi HPLC del dializzato
Nella microdialisi cerebrale la metodica di eledoper l|'analisi del
dializzato é rappresentata dalla cromatografiad@su colonna ad elevata
prestazione o HPLC.
Per l'analisi del contenuto in DA del dializzatoingervalli di 10 minuti
abbiamo raccolto 10 microlitri di dializzato chenscstati iniettati, tramite
una siringa, nellHPLC.
L' HPLC utilizzato nei nostri esperimenti e dotati colonna
cromatografica a fase inversa (Supelcosil Lc 18-0B cm, 5 um,
Supelco) e di detector coulometrico (ESA, CoulochgnBedford MA,
USA) con cella analitica ad alta sensibilita (mdd14 B ESA).
Il primo elettrodo del detector viene posizionat®1l25 mV (ossidazione),
il secondo a —175 mV (riduzione).
La fase mobile utilizzata e un tampone (pH 5.5)tenente NaH2PO4 50
mM, octilsolfato di sodio 2,4 mM, EDTA 5 mM, metdad 6%, Na2HPO4
5 mM, precedentemente degasato e posto su miscelatore automatico; tale
fase mobile viene pompata tramite una pompa JasctbB0, ad un flusso

costante di 1ml/min.
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Il programma utilizzato per la lettura del cromatogramma ¢ I’ESA CDS.

Figura 20: picco di DA rilevato dall’ HPLC e letto da ESA CDS.

Figura 21: attrezzature utilizzate durante un esperimento di microdialisi

cerebrale.
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Prima di iniettare il dializzato nell' HPLC, ¢ necessario iniettare uno
standard di dopamina a concentrazioni di 25 fmoli, 50fmoli e
100fmoli. In questo modo diventa possibile il confronto dei picchi
visualizzati nel cromatogramma con 1 tempi di eluizione per
confermare che sia effettivamente presente DA nel campione di

dializzato.

Istologia
Post mortem ¢ necessario verificare il corretto posizionamento del probe da
dialisi, per cui terminato I'esperimento i ratti vengono anestetizzati con una
soluzione satura di cloralio idrato e quindi sacrificati. Si procede con il
prelievo del cervello che viene trasferito all'interno di un vial contenente
una soluzione di formaldeide al 4%. Trascorsi almeno 5 giorni 1 cervelli
vengono affettati in sezioni coronali di spessore pari a 100 um, mediante

I'impiego di un vibratomo.

Figura 22: il vibratomo
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Tale procedura si rende necessaria per stabilirepgsizionamento della
fibra & stato eseguito correttamente e quindi peere certi che i risultati
ottenuti siano effettivamente attribuibili all'aregerebrale di nostro
interesse; infatti dall'analisi al microscopio delle fettine di tessue
possibile rintracciare la traccia relativa allardite con l'ausilio dell'atlante
di Paxinos e Watsof1998) valutare la corretta posizione della fibra.

| dati ottenuti da ratti i cui probe non risultagacorrettamente posizionati

sono stati scartati.
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Figura 23: rappresentazione schematica, tratta dall’atlante di Paxinos e Watson, delle aree

cerebrali nelle quali sono state inserite le sonde per la microdialisi.
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Analisi statistica
L'analisi statistica dei dati di microdialisi cerale e di auto-
somministrazione e stata effettuata mediante igEnmma “statistica per
Windows”. | dati ottenuti sono stati sottoposti adalisi della varianza
(ANOVA) a due o tre vie a seconda degli esperimdntrattamenti che
hanno mostrato variazioni significative sono ssatitoposti al post-hoc di
Tuckey; sono state considerate significative tutte le variazioni con p<0.05.
Tutti i risultati sono espressi come variazionecpatuale rispetto ai valori
di base. E stata considerata come linea basalegssspcome 100%, la
media della concentrazione di DA ( espressa comgenu di fentomoli/10
min) dei primi 3 campioni stabili ovvero con unarigézione tra l'uno e
I'altro di non piu del 10%.
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RISULTATI

Nose pokes attivi e inattivi eseguiti durante il taining per la self-administration

di una soluzione di etanolo al 10% in saccarosio &0% con un protocollo FR 1

in animali impiantati nella shell e nel core del NA&.

La figura mostra come, al procedere dell’allenamegli animali acquisiscano un
comportamento operante per la auto-somministrazib@a soluzione di etanolo al
10% in saccarosio al 20%, in quanto il numero daesenpokes attivi aumenta
progressivamente nel tempo.

LANOVA a tre vie ha mostrato un effetto signifioad per il fattore acquisizione
(F1,16°133,23; p<0.01), giorni (Fe256=5,74; p<0.01) e una significativa interazione
acquisizione/giorni (k& 2567,52; p<0.01). Il test di Tukey ha mostrato che il numero
dei nose pokes attivi risulta maggiore rispettauellp dei nose pokes inattivi e che
aumenta col passare dei giorni di allenameH# mostrato inoltre che non ci sono
differenze tra il numero dei nose pokes attivi deglimali impiantati nella shell

rispetto a quelli degli animali impiantati nel core
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Figura 24: Risposte cumulative (nose pokes) durafme? settimane di training di
auto-somministrazione di una soluzione di etanolb % in saccarosio al 20%

con protocollo FR1 in ratti impiantati nella shekk nel core del NAc
| risultati sono espressi come media tEMS dei tagubttenuti in almeno quattro ratti.

Simboli pieni, p<0.05 rispetto ai valori basali;

* p<0.05 rispetto ai nose pokes inattivi.
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Nose pokes attivi e inattivi eseguiti durante il taining per la self-administration

di una soluzione di saccarosio al 20% con un protodo FR 1 in animali
impiantati nella shell e nel core del NAc.

La figura mostra come, al procedere dell’allenamegli animali acquisiscano un
comportamento operante per la auto somministrazionea soluzione di saccarosio
al 20%, in quanto il numero dei nose pokes attivmanta progressivamente nel
tempo.

L'ANOVA a tre vie ha mostrato un effetto signifioat per il fattore acquisizione (F
1.6 321,05; p<0.01), giorni (Fe 136=34,51; p<0.01) e una significativa interazione
acquisizione/giorni (k136 =33,85; p<0.01). Il test di Tukey ha mostrato chk
numero dei nose pokes attivi risulta maggiore titgpe quello dei nose pokes inattivi
e che aumenta col passare dei giorni di allenameétdganostrato inoltre che non ci
sono differenze tra il numero dei nose pokes atiiegli animali impiantati nella shell

rispetto a quelli degli animali impiantati nel core
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Figura 25: Risposte cumulative (nose pokes) duraige2 settimane di training di
auto-somministrazione di una soluzione di saccamsil 20% con protocollo FR1

in ratti impiantati nella shell e nel core del NAc.

| risultati sono espressi come media tEMS dei tagubttenuti in almeno quattro ratti.
Simboli pieni, p<0.05 rispetto ai valori basali;

* p<0.05 rispetto ai nose pokes inattivi.
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Andamento del rilascio di DA nella shell e nel corelel NAc durante la self-
administration di una soluzione di Etanolo al 10% in saccarosio al 20% e della
soluzione di controllo di saccarosio al 20%.

Nella figura sono riportate le curve della rispogella DA nella shell e nel core del
NAc durante l'auto-somministrazione di una solueiodi etanolo al 10% in
saccarosio al 20% (A) e durante l'auto-somministr@z di una soluzione di solo
saccarosio al 20% (B).

LANOVA a tre vie ha mostrato un effetto signifioat per il fattore trattamento
(F1,15725. 86; p=0.0005), tempo (b+5=8.97; p<0.01), e una significativa interazione
area/tempo (fu4.32; p=<0.01), trattamento/tempo J&=18.39; p<0.01),
area/trattamento/tempo o(§=5.52; p<0.01). Il test di Tukey ha mostrato che dopo
auto-somministrazione di una soluzione contenetateodo si ottiene un incremento
significativo del rilascio di DA nella shell e nebre del NAc, maggiore pero in
guest'ultimo. Ha mostrato anche che dopo auto-somsinazione di una soluzione
zuccherina gli aumenti di DA nella shell sono irdarrispetto a quelli ottenuti con

I'’etanolo e che invece nel core non si osservanadeimento.
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auto-somministrazione etanolo 1° giorno
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Figura 26: Andamento del rilascio di DA nella shefterchi) e nel core (quadrati)
del NAc durante la self-administration di una solimne di Etanolo al 10% in

saccarosio al 20% (A) e di saccarosio al 20% (B).

| risultati sono espressi come medi&MS dei risultati ottenuti in almeno tre ratti.
Simboli pieni, p<0.05 rispetto ai valori basali; *, p<0.05 rispetto ai valori ottenuti nella shell dei ratti trattati; +, p<0.05
rispetto ai valori ottenuti nella shell dei ratti di controllo; x, p<0.05 rispetto ai valori ottenuti nel core dei ratti trattati
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Andamento della DA extracellulare nella shell e netore del NAc durante la
presentazione degli stimoli condizionati associafll’erogazione della soluzione
di etanolo al 10% in saccarosio al 20% e della satione di controllo di
saccarosio al 20%.

La figura mostra la risposta della trasmissionee@fca nella shell e nel core del
NAc durante la presentazione degli stimoli condait uditivo (tono) e visivo (luce)
associati alla somministrazione di una soluzionetdnolo al 10% in saccarosio al
20% (A) e alla somministrazione di una soluzionealo saccarosio al 20% (B).
LANOVA a tre vie ha mostrato un effetto signifioad per il fattore area
(F1,15784.73; p=0.000003, trattamento (F;~17.08; p=0.002), tempo Fo5~42.30;
p<0.01), e una significativa interazione areadragnto (kF15~12.08; p=0.006),
area/tempo (§=16.02; p<0.01), trattamento/tempo {&=30.39; p<0.01), area/
trattamento /tempo {k=11.95; p<0.01). Il post hoc test ha mostrato che la
presentazione delle cues associate alla auto-sdstraimone di una soluzione
contenente etanolo determina un incremento sigiific del rilascio di DA nella
shell del NAc, e solo 'aumento di un punto dellav@a nel coreHa mostrato anche
che dopo presentazione delle cues associate altasamministrazione di una
soluzione zuccherina gli aumenti di DA nella stssho inferiori rispetto a quelli
ottenuti durante la presentazione delle cues am®oail’etanolo. Nel core non si

osserva alcun aumento.
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Figura 27 : Risposta della DA nella shell (cerch@ nel core (quadrati) del NAc
durante la presentazione degli stimoli condizionatssociati all’erogazione di una

soluzione di etanolo al 10% in saccarosio al 20% eAdi saccarosio al 20% (B).

| risultati sono espressi come medi&MS dei risultati ottenuti in almeno tre ratti.
Simboli pieni, p<0.05 rispetto ai valori basali; *, p<0.05 rispetto ai valori ottenuti nella shell dei ratti trattati; +, p<0.05
rispetto ai valori ottenuti nella shelti ratti di controllo; x, p<0.05 rispetto ai valori ottenuti nel core dei ratti trattati
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Andamento del rilascio di DA nella shell e nel coreel NAc durante I'erogazione
non contingente di una soluzione di etanolo al 10% saccarosio al 20% e della
soluzione di controllo di saccarosio al 20%.

Nella figura sono riportate le curve della rispogella DA nella shell e nel core del
NAc durante la somministrazione non contingentesiaospassiva da parte
dell’operatore, di una soluzione di etanolo al li@%accarosio al 20% (A) e di solo
saccarosio al 20% (B).

LANOVA a tre vie ha mostrato un effetto significat per il fattore trattamento
(F115=11.11; p=0.007), tempo (k9=264.57; p<0.01), e una significativa interazione
area/tempo (§5754.83; p<0.01), trattamento/tempo (Fgo5~131.61; p<0.01), area/
trattamento /tempo (k=72.48; p<0.01). Il post hoc test ha mostrato che il consumo
di una soluzione contenente etanolo erogata iner&mon contingente determina un
incremento significativo del rilascio di DA sia leekhell che nel core del NAEla
mostrato che anche dopo consumo di una soluzionecheuna ottenuta
passivamente si ottiene un aumento di DA nellal shegleriore nella prima parte
della curva, ma inferiore nella seconda, rispettb aumenti ottenuti durante il
consumo della soluzione di etanolo. Il test di fukeostra ancora che nel core del
gruppo di controllo (grafico B) gli aumenti sonddniori nella seconda parte della
curva rispetto agli aumenti ottenuti dopo consun®llad soluzione contenente

etanolo.
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somministrazione passiva etanolo 3° giorno
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Figura 28: Risposta della DA nella shell (cerchi) mel core (quadrati) del NAc

durante I'erogazione non contingente dell’etanold) e del saccarosio al 20% (B).

| risultati sono espressi come medi&MS dei risultati ottenuti in almeno tre ratti.
Simboli pieni, p<0.05 rispetto ai valori basali; *, p<0.05 rispetto ai valori ottenuti nella shell dei ratti trattati; +, p<0.05
rispetto ai valori ottenuti nella shell dei ratti di controllo; x, p<0.05 rispetto ai valori ottenuti nel core dei ratti trattati
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DISCUSSIONE

L'lstituto Superiore di Sanita riporta che un giogasu quattro tra i 15 e i 29 anni, in
Europa, muore a causa dell'alcol, primo fattoreridchio di invalidita, mortalita
prematura e malattia cronica nei giovani. Tra iletd 60% di tutte le morti nella
regione europea dovute a ferite intenzionali edmediali sono attribuibili, secondo
I’Oms Europa, al consumo di alcol che costa altaeta, nel complesso, una quantita
pari al 2-5% del Pil e rappresenta il 9% della apitaria nei Paesi europei.

Sono piu di 20mila i morti ogni anno in Italia pEyuso di alcol e per problemi alcol-
correlati, secondo dati pubblicati dal ministerdlaléSalute. Lalcol € la causa di
guasi la meta delle morti sulla strada, in segaiiacidenti stradali, prima causa di
morte per gli uomini sotto i 40 anni. Piu del 14%la popolazione, infatti, dichiara
consumi alcolici eccedenti questi limiti. Preoccotea in particolare, il dato che
indica un incremento nel numero di consumatoriresamatrici di bevande alcoliche
fuori pasto nella fascia di eta trai 14 e i 17iann

L'abuso di alcol, cosi come delle altre droghe,ghavi conseguenze per il singolo
che ne abusa come la perdita del lavoro, il faltitoescolastico, I'impossibilita di
svolgere una normale vita familiare e affettiva, amche per la societa in cui egli
vive, in quanto puo indurre comportamenti violer#husi, abbandoni, perdite di
opportunita sociali, incapacita di costruire legaaifettivi e relazioni stabili,
invalidita, incidenti sul lavoro e sulla strada.

Il meccanismo d’azione dell’etanolo nel Sistemavdsp Centrale interessa diversi
sistemi neurali con il coinvolgimento di numerosunotrasmettitori. E’ ben noto che
la sua somministrazione determina un incrementta dedsmissione DAergica nel
NAc (Imperato e Di Chiaral1986) ed in particolare nella shell del NABagsareo e
coll., 2003), al pari degli altri farmaci d’abuso chesgiedono meccanismi d’azione
diversi Pontieri e coll., 1995, 1996, Tanda e coll., 1997; Aragona e coll., 2008).
L'utilizzo cronico di un farmaco d’abuso porta alktaurarsi della tossicodipendenza

che, come ben noto, viene sostenuta dagli stimofidizionati che fanno da
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corollario all'utilizzo dei farmaci d’abuso e cher® i maggiori responsabili della
ricaduta (relapse) nell’'utilizzo del farmaco ste§sewart e coll., 1984; Robinson e
Berridge 1993, Shaham e coll., 2003; Everitt e coll., 1999; Ciccocioppo e coll.,
2002, Volkow e coll., 2003.

Durante il nostro lavoro abbiamo studiato le madifioni della trasmissione
DAergica nella shell e nel core del NAc durante paradigma di auto-
somministrazione di etanolo, adoperando come viasainministrazione quella
normalmente utilizzata dal’'uomo: la via orale. i&todica della self-administration
e molto utile ed efficace nello studio delle prepai dei farmaci d’abuso in quanto
mima alla perfezione tutte le varie fasi del contpmento motivato che I'individuo
tossicodipendente mette in atto per procurarsbfasmza d’abuso. Abbiamo infatti
una fase appetitiva durante la quale I'animale eriesposto agli stimoli condizionati
all’erogazione dell'alcool e durante la quale paudrare per ottenerla, segue una
fase consumatoria in cui finalmente pud ricevere rilompensa (alcool) e
consumarla.

| nostri animali sono stati quindi sottoposti ad pmotocollo FR1 di auto-
somministrazione di etanolo al 10% in saccarosi@08b, utilizzato per rendere piu
appetibile la soluzione alcoolica, mentre gli arlirdal gruppo di controllo sono stati
sottoposti ad un protocollo FR1 di auto-sommingtae di una soluzione di
saccarosio al 20%.

Durante il protocollo di auto-somministrazione d@tto impara ad associare degli
stimoli neutri, come un suono o una luce, ad urorawvche deve compiere per
ottenere la ricompensa. Alla fine dell’'apprendineestrumentale I'animale esegue
quindi un comportamento operante finalizzato aeénate la soluzione di alcol e
saccarosio o il solo saccarosio.

Studiare le modificazioni della DA nelle varie fad&l comportamento operante,
ossia durante la fase di auto-somministrazione,duvante la sola presentazione
degli stimoli condizionati ed infine durante la somistrazione non contingente di

etanolo ci ha permesso di valutare con maggiorehza il ruolo del NAc nelle varie
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fasi del comportamento motivato e quindi nell’apglienento.

Durante la sessione di auto-somministrazione ciadautilizzando una schedula
FR1, abbiamo osservato un incremento prolungattengbo della DA sia nella shell
che nel core del NAc, significativamente maggioegopin quest’ultima area. La
auto-somministrazione invece di una soluzione dcawmpsio al 20%, determina un
potenziamento della trasmissione DAergica solcarstikll.

Un altro importante risultato emerso dal nostralgtte che la presentazione delle
cues associate alla auto-somministrazione di etgmoiducono un aumento della DA
sia nella shell che nel core, maggiore pero ndilelsmentre quelle associate al
saccarosio stimola la liberazione di DA solo nsliall.

| dati della risposta della trasmissione DAergigh atimoli condizionati ai farmaci
d’abuso con paradigma strumentale risultano inrestd con quanto osservato nei
nostri studi precedenti nei quali invece era stdiiizzato un paradigma pavloviano
(Bassareo e coll., 2007 e 2Q1Mentre nei precedenti studi era stata messade |
I'implicazione esclusiva della sola shell nellaposta agli stimoli condizionati ai
farmaci, i nuovi dati mostrano un potenziamentdadeghsmissione DAergica anche
nel core, in accordo coi dati pubblicati in lettera (zo e coll., 2000, Phillips e coll.,
2003; Roitman e coll., 2004).

Possiamo quindi concludere che la trasmissione giéamel NAc viene stimolata
con modalita diverse a seconda del tipo di protocai condizionamento
sperimentale utilizzato, in accordo con quanto riss@ei precedenti lavori gia
pubblicati dal nostro grupp®fssareo e coll., 2007, 2011).

Quando la soluzione di etanolo viene erogata dadfatore in maniera non
contingente e quindi inaspettata per l'animale,verifica un aumento di DA
prolungato nel tempo sia nella shell che nel com ®lAc. Anche la
somministrazione passiva di saccarosio da luogouadpotenziamento della
trasmissione DAergica in entrambe le aree ma cantinme course diversa da quella
dell'alcool: abbiamo un aumento rapido che terntiopo 40 min.

| maggiori aumenti ottenuti nella fase di auto-samstrazione ci fanno ipotizzare
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che quando l'animale si auto-somministra la ricongaeil suo stato di eccitazione
(arousal) sia maggiore. Esso infatti si trova o gtato di aspettativa, in quella fase
del comportamento motivato che viene definita goaitoria nella quale tutti i sensi
sono allertati. In questa condizione appare plaesibhe il sistema DAergico
risponda con un’implicazione della shell e del core risposta agli stimoli
condizionati differente rispetto a quanto accadecaadizionamento classico, in cui
lo stato di arousal non € cosi elevato.

Dal nostro studio appare quindi importante il coilgimento della trasmissione
DAergica nella shell e nel core del NAc nelle vdasi del comportamento operante

per la auto-somministrazione dell’etanolo.
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