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Introduzione

| preparati della cannabis sono stati per lungo tempo considerati modera-
tamente dannosi e leggermente additivi probabilmente perché fino a poco
tempo fa non esisteva alcuna chiara descrizione della sindrome astinenziale.
Secondo studi clinici recenti invece, il consumo cronico quotidiano di deri-
vati della cannabis anche in dosaggi lievi determinerebbero, all’interruzione
dell’uso, chiari sintomi astinenziali (Haney et al. 1999, 2004; Budney & Hu-
ghes 2006), e tali osservazioni sono supportate da studi di neuroimmagine
strutturali e funzionali inerenti I'uso di cannabis (Iversen 2003; Quickfall &
Crockford 2006). Questa sindrome astinenziale e significativa dal punto di
vista clinico (Cooper & Haney 2008), simile all’inizio e nel tempo a quella di
altre sostanze d’abuso, e anche per la sindrome astinenziale da cannabis sono
stati proposti i criteri diagnostici (Haney et al.1999, 2004). Allo stesso modo,
evidenti segni somatici dell’astinenza da cannabinoidi si possono ricavare
da modelli sperimentali della dipendenza da cannabinoidi somministrando
I’antagonista del recettore cannabinoide CB1, I’ SR141716A (SR) (Rinaldi —
Carmona et al. 1994; Aceto et al. 1996; Diana et al. 1998; Gonzalez et al.
20014) ad animali esposti a regime cronico di cannabinoidi, offrendo percio
la possibilita di indagare gli effetti neurobiologici delle sostanze additive in
una condizione che mima il comportamento additivo umano (Pulvirenti &
Diana 2001; Melis, Spiga & Diana 2005).

L'analisi morfologica dei neuroni e dei dendriti (Zito & Svoboda 2002; Zito et
al. 2004) ha di recente evidenziato un’esplosione di studi relativi alle conse-
guenze della somministrazione a lungo termine delle sostanze (Sklair- Tavron
et al. 1996; Robinson & Kolb 1997, 2004; Spiga et al. 2003, 2005) poiché
si presume che queste misurazioni riflettano la plasticita delle sinapsi atti-
ve e quindi il rimodellamento sinaptico come conseguenza dell’esperienza
e dell’esposizione alle sostanze (Robinson & Kolb 2004). La dipendenza in
questo senso, come condizione caratterizzata dall’esposizione a lungo termi-
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ne alle sostanze, puo essere concettualizzata come un esempio di plasticita
dipendente dall’esperienza, per mezzo della quale I’esperienza (cioé |'espo-
sizione a lungo termine alle sostanze additive) potrebbe influire in modo per-
manente sul comportamento e sulle funzioni cognitive e psicologiche (Robin-
son & Kolb 2004; Melis et al. 2005).

l'astinenza da cannabis produce una notevole riduzione dell’attivita elet-
trofisiologica dei neuroni contenenti dopamina (DA) proiettanti nel nucleo
accumbens (NAcc) di ratto (Diana et al. 1998) ed una riduzione del flusso
di dopamina nella “conchiglia” del nucleo accumbens (Tanda, Loddo & Di
Chiara 1999). Questa evidenza funzionale indica che l'astinenza da canna-
binoidi potrebbe modificare strutturalmente gli elementi cellulari del sistema
mesolimbico, come e stato di recente dimostrato per la dipendenza da oppia-
cei (Spiga et al. 2003, 2005; Diana, Spiga & Acquas 2006). Di conseguenza,
un trattamento cronico con tetraidrocannabinolo (THC) si € dimostrato in
grado di aumentare la lunghezza dei dendriti cosi come il numero dei tronchi
dendritici nella conchiglia del nucleo accumbens e nella corteccia mediale
prefrontale ma non in altre aree cerebrali (Kolb et al. 2006). Tuttavia, poiché
le valutazioni morfologiche sono state effettuate molto dopo I’interruzione
della sostanza (30 giorni), & impossibile accertare da queste osservazioni la
relazione tra cambiamenti strutturali e I'inizio dell’astinenza.

Percio, nel presente studio vengono indagate le alterazioni morfologiche
che interessano i neuroni dell’area ventrotegmentale del ratto (VTA), la parte
compatta della sostanza nera (SNc) e le loro controparti postsinaptiche nel-
le sottoaree del Nucleo Accumbens. | neuroni TH-positivi e i neuroni medi
spinosi (MSN) sottoposti ad impregnazione argentica secondo il metodo di
Golgi-Cox sono stati valutati dopo trattamento cronico con cannabinoidi e
astinenza al fine di ottenere ulteriori informazioni sulle caratteristiche mor-
fologiche del sistema dopaminergico mesolimbico e del suo coinvolgimento
nella dipendenza da cannabis, mentre il ruolo dei cannabinoidi endogeni
stato indagato attraverso la somministrazione dell’antagonista SR del recet-
tore CB1. Al fine di esplorare ulteriormente la rilevanza funzionale dei cam-
biamenti morfologici dopo I’astinenza, ¢ stato utilizzato un modello biofisico
per valutare |'alterazione nell’attivita dei MSN prodotta dalla dipendenza da
cannabis.

Materiali e metodi
Soggetti, sostanze e trattamento con cannabinoidi

Sono stati utilizzati ratti maschi albini Sprague-Dawley (n = 48; Charles
River,Como, ltalia), del peso di 200-225 g all’inizio del trattamento. | ratti
sono stati tenuti 12 ore alla luce e 12 ore al buio con somministrazione “ad
libitum” di cibo e acqua. | protocolli sperimentali sono stati approvati dal Co-
mitato Etico (EC) dell’Universita di Sassari e realizzati in stretto accordo con
le normative CEE relative all’'uso di animali sperimentali (CEE N°86/609), e le
con le linee guida per il trattamento e I'uso di animali sperimentali raccoman-
date e approvate dalla Societa di Neuroscienze.

Ai ratti veniva somministrato D9-THC (Sigma, Milano, Italia) o CP55 940
(Sigma-Aldrich, Milano, Italia) emulsionate con 1% di Tween 80 poi diluite in
soluzione salina e somministrate i.p. in un volume di 3 ml/kg.

La somministrazione avveniva due volte al giorno (alle 8.00 e alle 20.00), una
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alla luce e una al buio per 6,5 giorni.

Gli animali sono stati assegnati ai seguenti gruppi: salina cronica (1% Tween)
(CTRL) (n = 6); CP cronica (0.4 mg/kg) (CP-Chr) (n = 6); D9-THC cronico (15
mg/kg) (THC-Chr) (n = 6); 24 ore di astinenza spontanea dal CP cronico (CP-
Sw) (n = 6); 24 ore di astinenza spontanea da THC cronico (THC-Sw) (n = 6);
SR (5 mg/kg) astinenza precipitata da CP cronico (0.4 mg/kg/somministrazio-
ne) (CP-SR) (n = 6); SR (5 mg/kg) precipitato astinenza da D9-THC (15 mg/
kg/somministrazione) (THC-SR) (n = 6); e SR (5 mg/kg) in CTRL (SR) (n = 6)
(Diana et al. 1998). Al mattino del 7° giorno, i ratti hanno ricevuto la prima
somministrazione quotidiana (veicolo, CP o THC) e 1 ora prima di essere
sacrificati sono stati testati per verificare segni di astinenza spontanea e di
astinenza precipitata da SR (dati non riportati, vedi Diana et al.1998).

Istologia

Gli animali sono stati anestetizzati con uretano (1,3 g/kg i.p.) prima della
perfusione transcardiaca con 100 ml di soluzione salina ghiacciata seguita
immediatamente da 400 ml di paraformaldeide al 4% ghiacciata. Il cervello
e stato suddiviso in due parti a -2 mm dal bregmata.

Immunomarcatura della tirosina idrossilasi nell’area ventrotegmentale (VTA)
e nella parte compatta della sostanza nera (SNc)

La parte posteriore del cervello (contenente I’area ventrotegmentale e la parte
compatta della sostanza nera (Figura 1) & stata lasciata postfissare per 24 ore
nella soluzione al 4% di paraformaldeide e crioprotetta nella soluzione di
saccarosio al 30/ in salina tamponata al fosfato (PBS). Sezioni coronali tra
5.80 mm e 6.30 mm del VTA-SN (25 mm spessore) dal bregmata secondo
Paxinos & Watson (1998) (Figura 1) sono state ottenute per mezzo di un crio-
stato (Micron Cryo-Star HM 560, Walldorf, Germania). Le sezioni per |I'immu-
nomarcatura della tirosina idrossilasi sono state lavate per 3 x 5 minuti in PBS,
immerse per 30 minuti in siero normale di capra al T0%(NGS) in 0.1 M PBS
addizionato con 0.5% Triton X-100 (PBS-TX) e incubate per due ore con un
anticorpo di un topo monoclonale anti-tirosina idrossilasi (1:500;Chemicon,
Temecula, CA, USA) in PBS-TX. Le sezioni sono state poi lavate (3 x 5 minuti)
in PBS-TX e incubate con topicida biotinilato gG (1:300, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) in PBS-TX e 1% NGS per 30 minuti, sciacquate (3 x
5 minuti) in PBS-TX e incubate con avidin-TRITC (1:200, Sigma- Aldrich) in
PBS-TX e 1% NGS durante la notte a 4°C. Tutte le sezioni sono state poi lavate
(3 x 20 minuti) in PBS-TX e ricoperte con soluzione di Glycergel mounting
(Dako, Milano, Italia).

Impregnazione argentica del Nucleo accumbens secondo il metodo
di Golgi-Cox

Dopo la perfusione, la parte anteriore del cervello (contenente il nucleo ac-
cumbens) e stata immediatamente risciacquata (Figura 1) (15 minuti x 3 volte)
in PBS 0.1 M e immersa in una soluzione Golgi—Cox (Glaser & Van der Loos
1981) composta dal 5% di bicromato di potassio, dal 5% di cloruro di mer-
curio e dal 5% di cromato di potassio (pH 6.5). La soluzione é stata cambiata
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una volta dopo due giorni, e il cervello e stato lasciato in soluzione fresca
Golgi—Cox per altri 14 giorni.

Dopo questo periodo, i cervelli sono stati crioprotetti con una soluzione di
saccarosio al 30% per due-tre giorni. Sono state ottenute, con un criostato.
fette coronali di 50 mm di spessore, partendo a 1.70 mm dal bregmata e ter-
minando a 0.70 mm, secondo Paxinos & Watson (1998).

Le fette galleggianti sono state sciacquate in acqua distillata per un minuto e
poste al buio in idrossido di ammonio (30%). Dopo il risciacquo (1 minuto),
sono state collocate in soluzione Kodak Fix Film (llford, UK) al buio per 40
minuti, in seguito sono state risciacquate ancora (due minuti) e fissate per 10
minuti con carta fissante Kodak 1:7.

Dopo il risciacquo e la disidratazione con scala ascendente alcolica (da 50°
a 100°), sono state collocate in xilene (tre minuti). Infine, sono state ricoperte
con balsamo del Canada.

Elaborazione dell'immagine: tecniche di resa della superficie

E’ stato utilizzato un microscopio confocale a scansione laser Leica 4-D (Lei-
ca Microsystems, Heidelberg, Germania) con laser argon-krypton utilizzato
per analizzare i neuroni TH-positivi e le sezioni impregante d’argento secon-
do il metodo Golgi—Cox. Sono state generate immagini confocali utilizzando
40x in olio (na = 1.00-0.5) e 100x in olio (na = 1.3). Ciascuna immagine &
stata acquisita otto volte e poi fatta una media per ottenere immagini senza
rumore. Sezioni ottiche, in genere ad intervalli consecutivi di 0.5um in asse
z, sono state raffigurate attraverso la profondita dei neuroni marcati e salvate
come immagini come descritto precedentemente (Tredici et al. 1993; Spiga
et al. 2003, 2005). E’ stato utilizzato un algoritmo della massima intensita
(Image)) per ricostruzioni tridimensionali delle cellule immunomarcate alla
tirosina idrossilasi, mentre un algoritmo dal focus esteso é stato utilizzato per
ricostruzioni 3-D dei neuroni impregnati d’argento secondo il metodo Golgi-
Cox (Bitplane Imaris V.5.7.2).

Figura 1 - lllustrazione schematica, modificata da Paxinos & Watson (1998), del posi-
zionamento dei neuroni campionati. VTA-SNc (riquadro sinistro) e shell/core del Nucleo
accumbens (riquadro destro). E’ indicata la distanza dal bregmata.
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Determinazioni morfometriche
Morfometria del corpo cellulare

Le analisi morfometriche sono state effettuate da due osservatori indipendenti
che non conoscevano i trattamenti farmacologici in corso. Sono stati raccol-
ti i soma immunomarcati alla tirosina idrossilasi (n = 80/grupo) di un’area
quadrata (circa 200 mm/parte). Quando incluse totalmente nelle sezioni, i
neuroni TH-positivi sono stati ricostruiti in 3-D e utilizzati per misurazioni e
analisi statistiche utilizzando un software Bioscan Optimas (v 6.5.1; Media
Cybernetics Inc., MD, USA). | corpi cellulari sono stati marcati manualmente
seguendo il loro profilo escludendo tutti i tronchi dendritici, per misurare la
loro area (upm2), il perimetro, la lunghezza principale (M)) e la lunghezza
dell’asse minore (min).

Conteggio delle spine dendritiche

Per ciascun gruppo (n = 80), i segmenti dendritici (lunghi almeno 20 mm)
dei dentriti di secondo ordine sono stati raccolti per I'analisi da 0.7-1.70 pm
dal bregmata e identificati attraverso cellule confocali. La densita delle spine
dendritiche & stata calcolata tracciando una linea di 10-15 pm di lunghezza
lungo il tronco dendritico e contando il numero di spine [i presente. La pro-
cedura e stata ripetuta per tutta la lunghezza dendritica dalla biforcazione
dal primo ramo dei dendriti principali alla biforcazione successiva. 'anali-
si statistica e stata effettuata attraverso un’analisi di varianza unidirezionale
(ANOVA) seguita dal test Student t, per confronto post hoc.

Modellazione computazionale

Per la modellazione computazionale sono stati ricostruiti i neuroni mediali
spinosi (MSNs) utilizzando una versione modificata del Neuron Morpho plu-
gin per I'immagine J v1.1.6 e Neuromantic v1.6.3.

Tutte le simulazioni sono state effettuate con il programma NEURON (v7,
61;Yale University, CT, USA). Per tutte € stata utilizzata una ricostruzione in
3D di un neurone medio spinoso composto da 519 segmenti, comprensivi
esplicitamente di 216 spine dendritiche (31% della membrana dendritica).
Utilizzando i valori medi sperimentali per la costante di tempo della mem-
brana [7 ms, ottenuti dai neuroni della conchiglia del nucleo accumbens a
temperatura fisiologica (O’Donnell & Grace 1993) e un valore standard per
la capacita della membrana (1 mF/cm2], il modello neuronale ha portato ad
una resistenza all’input di 160 MQ. Per modellare le proprieta attive di base
sono stati utilizzati modelli di canali scaricati dal registro pubblico - Model-
lo DB (http://senselab.med.yale.edu/ModelDB)/), realizzato per riprodurre le
proprieta elettrofisiologiche dei neuroni spinali mediali del nucleo accum-
bens (Wolf et al. 2005). Su tutte le sinapsi ¢ stato effettuato I'input eccitatorio
sinaptico (amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole—propionate [AMPA]) uti-
lizzando un meccanismo doppio esponenziale di cambiamento della con-
duttivita con aumento e di diminuzione delle costanti di tempo rispettiva-
mente di 0.5 and 3 ms. Lo stesso picco di conduttanza sinaptica (0.15 nS) &
stato utilizzato per tutte le sinapsi e sono stati testati diversi valori (0.2-0.6
nS) ottenendo gli stessi risultati qualitativi (dati non riportati). Gli stati up and
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down osservati in questi neuroni in vivo (Gruber & O’Donnell 2009) sono
stati realizzati attivando le sinapsi in modo asincrono e casuale (Poissonian)
ad una frequenza media di 3 Hz per il down (nel range dei ritmo di ¥) o a 40
Hz (nel range ). Lo stato up e stato attivato a 0.8 Hz con una durata di 400
ms (Gruber & O’Donnell 2009). | livelli medi di emissione in diverse condi-
zioni sono stati calcolati dagli ultimi 20 secondi di stimolazione della durata
di 22 secondi. Viene mostrato come materiale supplementare una pellicola
dei primi quattro secondi dalle stimolazioni sotto controllo dopo I’astinenza
(vedi film ST nelle informazioni supplementari). Sono disponibili per la con-
sultazione pubblica il modello completo e i file di simulazione nel database
del Modello DB.

Risultati
Dimensione delle cellule del VTA e del SNc

Al fine di valutare gli effetti del trattamento sono stati analizzati morfometetri-
camente dati confocali dei neuroni immunomarcati alla TH presenti nel VTA
e nella parte dorsomediale della SNc (Figure 1 e 2) (Gonzalez-Hernandez &
Rodriguez 2000). Secondo precedenti pubblicazioni questi neuroni mostra-
vano notevole variabilita nella forma e nelle dimensioni (ovoidale, poligonale
o fusiforme) (Grace & Bunney1983; Oades & Halliday 1987; Tepper, Saw-
yer & Groves1987; Spiga et al. 2003) in entrambe le aree (Tabella 1, Figura
3). ANOVA ha evidenziato differenze anatomiche tra i gruppi sperimentali
nel VTA dell’area media calcolata (F639 = 82.83; P < 0.0001) del perimetro
(F639 =71.35; P < 0.0001), M) (F639 = 37.71; P < 0.0001) e della lunghezza
minima (F639 = 32.76; P < 0.0001). l'analisi post hoc ha rivelato che i corpi
cellulari nel VTA mostravano soma pit piccoli dopo entrambe le condizioni di
astinenza. In particolare, una riduzione media, rispetto al gruppo di controllo
CTRL, e stata riscontrata per area [(t158 = 15.2: P < 0.0001); (t158 = 10.9; P <
0.0001)], perimetro [(t158 = 14.3 P < 0.0001); (t158 = 11.6; P < 0.0001)], M)
[(t158 = 11.6; P < 0.0001); (t158 = 7.6; P < 0.0001)] e la lunghezza minima
[(t158 = 8.43 P < 0.0001); (t158 = 6.88; P < 0.0001)] del CP-Sw e del THC-
Sw, rispettivamente. Inoltre, simili risultati sono stati riscontrati per astinenza
precipitata su ratti trattati con I’antagonista SR del CB1 dopo CP cronico [area
(t158 = 12.3 P < 0.0001), perimetro (t158 = 12.8 P < 0.0001), MJ(CP-SR t158
=9.45, P < 0.0001), min (CP-SR t158 = 7.06, P < 0.0001] e THC [area (t158
=13.5, P <0.0001), perimetro (t158 = 12.8, P < 0.0001), MJ (t158 = 11.1; P
< 0.0001), min (t158 = 7.22; P < 0.0001)]. Nello specifico, CP-SR e THC-SR
hanno mostrato una riduzione statisticamente significativa dei parametri mor-
fometrici rispetto al gruppo di controllo CTRL. Inaspettatamente, sono stati
rinvenuti anche cambiamenti nel gruppo SR simili qualitativamente alle altre
condizioni di astinenza [area (t158 = 12.1, P < 0.0001), perimetro (t158 =
13.2 P<0.0001), M) (t158 =10.4, P < 0.0001), min (t158 = 6.9, P < 0.0001)].
Al contrario, nessun cambiamento significativo & stato osservato nei gruppi
CP-Chr [area (t158 = 0.82, P = 0.41), perimetro (t158 = 0.39, P = 0.69), MJ
(t158 = 0.29, P = 0.77), min (t158 = 0.39, P = 0.7)] and nel THC-Chr [area
(t158 = 0.70, P = 0.48), perimetro (t158 = 1.83, P = 0.068), MJ (t158 = 1.92,
P = 0.055), min (t158 = 0.77, P = 0.44)]. Nessuna diferenza statistica € stata
rinvenuta nei neuroni positivi alla TH dalla SNc [area (F639 = 0.58; P =0.77),
perimetro (F639 = 1.17; P =0.31), MJ (F639 = 1.68; P = 0.11), Min (F639 =
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1.41; P =0.19)] (Figura 4, Tabella 1).

Figura 2 - Le Sezioni istologiche raffigurano le aree campionate. | neuroni positivi alla TH
nella sezione coronale del mesencefalo dei ratti (parte superiore) e nei MSN sotto posti
a metodo Golgi nel NAcc (parte inferiore). Le abbreviazioni indicano: cp, peduncolo ce-
rebrale, parte basale; VTA, area ventrale tegmentale; SNc, sostanza nera, parte compatta.
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Tabella 1 - Effetto dei trattamenti e risultati ANOVA ad una via, sui cambiamenti morfome-
trici dei neuroni dopaminergici (a) e della densita spinale (b) dei neuroni spinosi mediali

accumbali.

(a) Morfometria dei neuroni mesencefalici TH-positivi

Area (pm2) (%)

Perimetro (%)

MJ lunghezza (%)

Lunghezza minima (%)

SNC
CTRL 156.4 £3.4 (100.0) 53.2+ 0.7 (100.0) 20.7+ 0.3 (100.0) 11.520.7+ 0.2 (100.0)
CP-Chr 158.2 +2.3 (101.2) 52.8 +0.5(99.2) 21.2 £0.3 (102.8) 11.1 £ 0.2 (97.0)
THC-Chr 157.7 +4.5 (100.8) 52.2 +0.8 (98.0) 21.3 £0.4 (103.3) 11.3 £0.2 (98.8)
CP-Sw 156.6 +3.1 (100.1) 53.3 0.7 (100.1) 20.9 £ 0.4 (101.1) 11.1 £ 0.2 (96.7)
THC-Sw 156.3 +3.9 (99.9) 51.1 0.7 (96.0) 20.1 £0.3 (97.2) 11.5 £ 0.2 (100.4)
CP-SR 157.1 £ 2.9 (100.4) 52.9 + 0.6 (99.4) 21.3 £0.3 (102.9) 10.9 +0.2 (95.2)
THC-SR 158.4 £2.8 (101.3) 52.4 +0.6 (98.5) 20.1 £ 0.3 (97.3) 11.6 £ 0.2 (100.6)
SR 150.6 £ 2.7 (96.3) 52.0+ 0.7 (97.7) 20.7 £ 0.4 (100.2) 11.0 +£ 0.3 (96.2)
VTA
CTRL 181.5 + 3.6 (100) 56.2 £0.7 (100) 21.9 £ 0.4 (100) 12.4 + 0.3 (100)
CP-Chr 177.4 £3.5(97.7) 56.5 +1.0 (100.7) 21.2 £0.6 (96.8) 12.5 +£0.2 (101.0)
THC-Chr 177.2 4.2 (97.6) 54.4 + 0.7 (96.8) 20.4 £ 0.3 (93.2) 12.6 £0.3 (102.2)
CP-Sw 116.3 ! 2.4 (64.1) 44.5 £ 0.6 (79.2) 17.2 +£0.4 (78.2) 10.0 + 0.2 (80.6)
THC-Sw 130.7 £3.0 (72.0) 46.6 £ 0.8 (83.0) 18.7 £ 0.3 (85.4) 10.3 +! 0.2 (83.5)
CP-SR 124.1 £2.3 (68.4) 45.4 £0.5 (80.9) 17.5 0.5 (79.7) 10.2 £ 0.3 (82.4)
THC-SR 124.7 £2.9 (68.7) 45.4 £ 0.6 (80.9) 17.7 £0.2 (80.6) 10.1 £ 0.3 (82.1)
SR 128.4 £2.5 (70.7) 46.1 £ 0.9 (82.1) 17.7 £ 0.4 (80.7) 10.4 £ 0.2 (84.2)
(b) Densita delle spine dei neuroni medi spinosi accumbali (spine/10 mm)
Conchiglia (%) Core (%)
CTRL 8.065 + 0.096 (100) 10.741 +£0.138 (100)
CP-Chr 8.431 +0.164 (106.54) 10.565 + 0.143 (98.36)
THC-Chr 7.885 £ 0.151 (97.76) 10.590 + 0.156 (98.59)
CP-Sw 5.383 +0.132 (66.75) 10.433 £ 0.162 (97.13)
THC-Sw 5.121 £ 0.186 (63.49) 10.443 +!1 0.148 (97.22)
CP-SR 4.611 £0.144 (57.17) 10.706 + 0.216 (99.67)
THC-SR 6.113 £0.121 (75.79) 10.617 + 0.173 (98.85)
SR 898 + 0.149 (73.12) 10.427 +0.131 (97.08)

I dati sono espressi come valore medio + I’errore standard.

224

Densita delle spine dei MSN nel NAcc

La figura 5 mostra gli effetti di tutti i trattamenti sulla densita delle spine den-
dritiche dei MSN accumbali (guscio e cuore) rispetto al gruppo di controllo
CTRL. La densita delle spine del gruppo di controllo CTRL era notevolmente
diversa tra conchiglia e core (Figura 6). Un ANOVA unidirezionale ha rivelato
un effetto significativo sulla conchiglia (F639 = 107.2; P < 0.0001) ma non
nel core (F639 = 0.58; P = 0.77) sulla densita spinale nei gruppi sperimentali.
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L'analisi post hoc ha mostrato una riduzione selettiva sulla densita spinale
per I'astinenza spontanea [CP-Sw (t158 = 16.4 P < 0.0001), THC-Sw (t158
= 14.4 P < 0.0001)] e precipitata farmacologicamente [CP-SR (t158 = 19.9
P < 0.0001), THC-SR (t158 = 12.6 P < 0.0001)] cosi come gruppi SR(t158 =
12.2; P <0.0001) rispetto al gruppo di controllo CTRL. Queste riduzioni sono
risultate essere circa il 33% per CP-Sw, il 36% per THC-Sw, il 42% forCP-SR,
il 24% per THC-SR e il 26% per SR. Inoltre, I"analisi post hoc non ha rivelato
alcuna diferenza significativa tra la densita spinale nei MSN della conchiglia
per i gruppi P-Chr (t158 = 1.2; P = 0.056) e THC-Chr (t158 = 1;P = 0.32) ri-
spetto al gruppo di controllo CTRL.

Figura 3 - Figura rappresentativa confocale dei neuroni positivi alla TH nel VTA, ottenuti da
una proiezione di 53 scansioni per un totale di 26.5 ym nell’asse z.

Modelling computazionale

Sono state indagate le possibili conseguenze funzionali dei cambiamenti mor-
fologici utilizzando un modello computazionale realistico dei neuroni della
conchiglia del NAcc per studiare in che modo il livello medio di trasmissione
del segnale potrebbe esser modificato dopo I’astinenza dalla sostanza. Per
modellare gli effetti dell’astinenza dalla sostanza, sono stati confrontati i ri-
sultati della simulazione in una condizione di controllo supponendo che tutte
le sinapsi fossero attive, con i risultati dalle due simulazioni in cui il 30% dei
compartimenti sinaptici scelti a random sono stati cancellati dalla morfolo-
gia. Inoltre, per modellare i ben noti cambiamenti nell’input dopaminergico
D2, e in particolare il suo effetto inibitorio sulle correnti AMPA (fino al 15% di
riduzione del picco corrente, Herndndez-Echeagaray et al. 2004), sono stati
testati i possibili effetti di diverse quantita di riduzione del’input dopaminer-
gico, aumentando i picchi di conduttanza sinaptica fino al 115% del valore
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di controllo.

Nella Figura 7b vengono mostrate tracce tipiche, e nella Figura 7c sono sin-
tetizzati i risultati del modelling. Una riduzione del 30% nelle sinapsi attive
ha causato una diminuzione ~45% nel livello medio di trasmissione (figura
7¢, input DA 100%). Il modello comunque suggerisce che questa riduzione
potrebbe essere progressivamente bilanciata da una riduzione nell’input del-
la DA poiché questo ridurrebbe ’effetto inibitorio dell’attivazione dei recet-
tori D2 sui canali AMPA (Hernandez-Echeagaray et al. 2004). La riduzione
dell’input dopaminergico dopo I"astinenza potrebbe essere considerato come
una specie di segnalazione omeostatica (illustrato in Davis 2006) per mante-
nere il ruolo funzionale di questi neuroni in condizioni patologiche.

Figura 4 - Misure morfometriche dei neuroni positivi alla TH del VTA. I dati sono presentati
come % di controllo +SEM. * indica P < 0.05 rispetto al gruppo di controllo CTRL.
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Figura 5 - Gli istogrammi rappresentano la media +SEM della densita delle spine dendri-
tiche (numero di spine /10 pm dei dendriti di secondo ordine) dei MSN della conchiglia
e del core del NAcc. * indica P < 0.05 rispetto al gruppo di controllo CTRL (analisi t-test
post hoc).
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Figura 6 - Ricostruzioni confocali rappresentative che sintetizzano i principali risultati
nel NAcc. (a) MSN sottoposti al metodo Golgi—Cox dal cuore del gruppo di controllo, (b)
MSN dalla shell del gruppo di controllo e (c) MSN dalla conchiglia del gruppo THC-Sw,
utilizzando un algoritmo esteso (parte sinistra) con Voxblast v3 (SGI Iris). | riquadri a de-
stra mostrano gli stessi neuroni ricostruiti sulla sinistra, utilizzando ‘Surpass’ e ‘Filament
Tracer’ con software Bitplane Imaris v 5.7.2 software. ‘Filament Tracer’ viene utilizzato per
il rilevamento automatico di filamenti in oggetti in 3-D (microscopio confocale), e si basa
sulla soglia interattiva e sulle proprieta anatomiche e geometriche (lunghezza e radio) dei
filamenti come rami dendritici. Dal database che ne & emerso € possible estrarre varie
informazioni tra cui il numero dei “punti terminali”. Questa caratteristica puo offrire una
rappresentazione delle spine dendritiche (punti verdi) dei neuroni scansionati.
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Figura 7 - Risultati della simulazione. (a) La ricostruzione in 3-D di un neurone medio
spinoso della conchiglia del NAcc utilizzata in tutte le simulazioni; (b) trace somatiche
tipiche in 5 secondi durante le simulazioni in condizioni di controllo (in alto), e dopo
una riduzione del 30% delle sinapsi attive (in basso); (c) numero medio di APs (rispetto al
gruppo di controllo) in funzione del’input dopaminergico.
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Discussione

[ risultati del presente studio mostrano che I’astinenza dalla somministrazione
di un regime cronico di cannabinoidi agisce in modo profondo sulle carat-
teristiche morfologiche dei neuroni positivi alla TH della densita dei neuroni
del VTA e delle spine dendritiche della conchiglia del nucleo accumbens. Al
contrario, i neuroni positivi alla TH della SNc e la densita delle spine del core
non hanno subito alcuna influenza.

In particolare, I’astinenza da somministrazione cronica del CP, agonista sinte-
tico del CB1 ha determinato il restringimento dell’area somatica dei neuroni
del VTA TH-positivi come valutato dalla diminuzione dell’area, del perimetro
mJ e min. Questi cambiamenti sono stati messi in parallelo con una riduzione
della densita delle spine dendritiche nella conchiglia del nucleo accumbens.
Percio, I'astinenza spontanea sembra responsabile dei cambiamenti morfo-
logici rilevati nella VTA e nella conchiglia del nucleo accumbens. La speci-
ficita di questi effetti puo essere attribuita ragionevolmente alla sospensione
improvvisa dell’'uso cronico di cannabinoidi poiché quando |'uso cronico e
stato interrotto farmacologicamente, attraverso la somministrazione dell’an-
tagonista SR del recettore CB1, tali valori morfologici sono stati influenzati in
modo simile. Supportando ulteriormente questa affermazione, I’astinenza da
THC spontanea e affrettata ha prodotto risultati simili sia nella VTA che nella
conchiglia del nucleo accumbens. Al contrario, la somministrazione cronica
di entrambi i composti non influisce sulla morfologia dei neuroni del VTA
e sulla densita spinale nel nucleo accumbens, indicando percio un ruolo
cruciale dell’astinenza da cannabinoidi nel restringimento dei neuroni me-
sencefalici e nella perdita delle spine nella conchiglia del nucleo accumbens.
La perdita spinale descritta nel presente studio € in linea, e ne rappresenta
un approfondimento, con studi precedenti (Kolb et al. 2006) che riferiscono
un allungamento dei dendriti cosi come dei rami dendritici nella conchiglia
del nucleo accumbens e nella corteccia mediale frontale ma non in altre aree
cerebrali. Questo rafforza ulteriormente I'idea che I’astinenza da uso cronico
di cannabinoidi provoca modifiche potenti e durature (Kolb et al. 2006) nelle
strutture cerebrali principali influenzate da composti che provocano dipen-
denza. In particolare, la perdita di spine qui osservata, oltre a contribuire a
ridurre la trasmissione dopaminergica gia ridotta, potrebbe aiutare a spiegare
la diminuzione dei recettori CB1 dopo |’astinenza da THC (Breivogel et al.
2003) cosi come l'inibizione mediata dal CB1 della trasmissione sinaptica
eccitatoria delle sinapsi tra la corteccia prefrontale e il nucleo accumbens
(Mato et al. 2005).

La somministrazione di SR, antagonista del CB1, nei ratti trattati con solu-
zione salina ha prodotto effetti qualitativamente simili a quelli osservati nei
soggetti trattati con cannabinoidi esogeni CP e THC in entrambe le aree esa-
minate (ossia la VTA e la conchiglia del nucleo accumbens). Questo risultato
inaspettato sembrerebbe indicare che i cannabinoidi endogeni sono coinvolti
nel controllo trofico degli elementi chiave del sistema mesolimbico quali i
neuroni del VTA e il loro sito postsinaptico fisiologico. Anche se sono neces-
sari ulteriori studi per rafforzare questa ipotesi, il presente studio supporta
I'idea di un ruolo trofico e protettivo dell’endocannabinoide (Galve-Roperh
et al. 2006, 2007) a livello del sistema dopaminergico (Melis et al. 2006).
Gli endocannabinoidi modulano la plasticita sinaptica nella VTA (Meli set al.
2004), nella SN reticolata (Szabo et al. 2000) e nello striato (Gerderman & Lo-
vinger 2001). In alternativa, dovrebbe essere considerata la possibilita che SR
possa agire come agonista inverso (Rubino et al. 2000; Bass et al. 2002) nel
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qual caso saranno necessari ulteriori esperimenti per chiarire questo aspetto.
Indipendentemente dai meccanismi alla base dei cambiamenti indotti da
SR, le osservazioni strutturali qui riportate € probabile che abbiano profonde
conseguenze sulla trasmissione dopaminergica nella conchiglia del nucleo
accumbens, sia a livello pre che post sinaptico. Effettivamente, la ridotta tra-
smissione della dopamina (Diana et al. 1998) & accompagnata da un restrin-
gimento della regione somatica, rendendo percio la cellula pit eccitabile
in linea con il “principio della misura” (Shepherd 1994; Spiga et al. 2003).
Sul lato postsinaptico, il ridotto numero di spine dendritiche ridurrebbe la
superficie totale della membrana (Gray 1959; Rall 1962), diminuendo percio
la resistenza della stessa (Wilson 1984) che porterebbe alla fine ad una altera-
zione dell’eccitabilita. Questa possibilita € in linea con le predizioni teoriche
classiche (Chang 1952) e i successivi test sperimentali di conferma (Wilson
1984), che hanno attribuito alla spina dendritica un effetto attenuante sui po-
tenziali sinaptici. E, cosa assai importante, recenti studi (Hoffman et al. 2003)
che utilizzano un regime cronico di THC molto simile a quello qui adottato,
hanno riferito che un’esposizione a lungo termine e una successiva astinenza
(le registrazioni sono state effettuate 24 ore dopo I'ultimo trattamento) del
principio attivo della marijuana, blocca la plasticita sinaptica nel nucleo ac-
cumbens e riduce la sensibilita delle sinapsi gabaergiche e glutamatergiche.
Quale potrebbe essere la conseguenza funzionale derivante dalla perdita di
circa il 30% delle sinapsi? Ci sono due meccanismi direttamente correlati alla
riduzione del numero di sinapsi che possono influenzare la percentuale com-
plessiva di trasmissione neuronale. Da una parte, la perdita della membrana
neuronale associata alla perdita delle sinapsi (~9% delle membrane totali
nel nostro modello morfologico) aumenta la resistenza dell’input del neuro-
ne, e in principio, cio determina un neurone pil eccitabile; dall’altro lato, il
neurone potrebbe diminuire il suo livello di emissione poiché viene ridotto
I'input eccitatorio complessivo. Il risultato del modello indica che una ridu-
zione dell’input eccitatorio con I’astinenza potrebbe essere il meccanismo
dominante, almeno nelle condizioni sperimentate in questo studio. Tuttavia,
il modello indica anche un possibile meccanismo compensatorio: a causa del
ridotto input dopaminergico su questi neuroni in seguito all’astinenza, anche
I'effetto inibitorio dell’attivazione del recettore D2 sui canali AMPA verra ri-
dotto, amplificando I'effetto delle sinapsi rimanenti (Figura 7).
Complessivamente, i dati presenti suggeriscono che |'alterazione della strut-
tura del sistema dopaminergico che si estendono alla conchiglia del nucleo
accumbens qui documentati altererebbero profondamente I’equilibrio sinap-
tico che influisce sui vari neurotrasmettitori coinvolti nei meccanismi neuro-
biologici della dipendenza da cannabis (Pulvirenti & Diana 2001; Melis et
al. 2005).

Sulla base del presente e dei precedenti risultati (Spiga et al. 2003, 2005;
Diana 1996; Diana et al. 1995, 1999, 2006) si suggerisce che il restringi-
mento dei neuroni dopaminergici e la riduzione delle densita delle spine
dendritiche nei loro elementi postsinaptici (cioe MSN) durante ['astinenza
dall’uso cronico di cannabinoidi, potrebbe rappresentare un correlato morfo-
logico dei deficit funzionali rilevati attraverso mezzi elettrofisiologici (Diana
et al. 1998) e neurochimici (Tanda et al. 1999) che potrebbe in ultima analisi
contribuire alle proprieta motivazionali negative dell’astinenza da sostanze
d’abuso (Koob & Le Moal 2001; Di Chiara 2002; Meis et al. 2005).

In generale, i dati presentati supportano I'idea che la dipendenza da sostanze
puo essere vista come una aberrante forma di plasticita neurale indotta da
sostanze (Nesler & Aghajan 1997; Nestler 2001; Pulvirenti & Diana 2001;
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Robinson & Kolb 2004; Melis et al. 2005), di cui i neuroni dopaminergici
che hanno origine nella VTA rappresentano il substrato cellulare principa-
le a livello molecolare (Nestler 2001), cellulare (White 1996; Pulvirenti &
Diana 2001; Diana & Tepper 2002) e comportamentale (Koob & Le Moal
1997, 2001; Berridge & Robinson 1998; Di Chiara 1999; Robinson & Berrid-
ge 2001) e sono coerenti con recenti ipotesi (Melis et al. 2005) che sotten-
dono uno stato ipodopaminergico come caratteristica distintiva del “cervello
dipendente” da sostanze.
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