Dottorato di Ricerca in

SCIENZE BIOMEDICHE
(Morfologia e Morfogenesi Umana)

CICLO XXVIII

COORDINATORE Prof. Persio Dello Sbarba

Effetti biologici del cadmio sul sistema nervoso centrale umano
e suo ruolo nelle malattie neurodegenerative

Settore Scientifico Disciplinare BIO/16

Dottorando Tutore
Dott. Jacopo Junio Valerio Branca Prof. Massimo Gulisano

Coordinatore
Prof. Persio Dello Sbarba

Anni 2012/2015



INDICE

INDICE

PREMESSA ..ouootiintentennincnininensesssscssisssssssessssesssssssasssssssssssssssssassssasssssssassssassssasssssssasss 2

1 INTRODUZIONE....ciiieicrnnricnsssaniecsssssssesssssssscssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssss 4
1.1 MALATTIE NEURODEGENERATIVE
1.1.1 Malattia di Alzheimer
1.1.2  Morbo di Parkinson...

1.1.3  Disturbi dello Spettro Autistico (DSA) 2

1.2  RISCHIO AMBIENTALE .15
1.2.1 Cadmio (Cd).. .18

1.3 MICROGLIA ED INFIAMMAZIONE DEL SNC .26

2 OBIETTIVO DELLA RICERCA .......cconniiiinnnnricssssanrecsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssass 32
3 MATERIALI E METODNL......uiiiiiiicnnnnnicnsssannecsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnass 33
3.1 LINEE CELLULARI .33
3.1.1 SH-SY5Y .33
3.1.2 BV-2.. .35
3.1.3 CI3NJ .36

3.2 STIMOLI .. .38
3.3 SAGGIO DI VITALITA CELLULARE (WST-8) .39
3.4 TRYPAN BLUE — PROLIFERAZIONE CELLULARE .41
3.5 MORFOLOGIA CELLULARE .. .42
3.6 WESTERN BLOTTING... .44
3.7 CO-COLTURA NEURONI/MICROGLIA .46
3.8 ANALISI STATISTICA... .47

4 RISULTATcouuuiiiiiinnniicnssnniesssssssecssssssessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnass 48
4.1 CLORURO DI CADMIO (cdcCly) .48
4.2 CLORURO DI ZINCO (ZnCly)... .50
4.3 CANNABIDIOLO (CBD) .56
4.4 SELENITO DI SODIO (NaxSe0;3) .59
4.5 MICROGLIA MURINA (BV-2).. .64
4.6 MICROGLIA UMANA (CI3NJ) . 69
4.7 CO-COLTURA .... .74

5 DISCUSSIONE ....ciiiinnnnnriccssssnnicsssssssecsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 77
6 CONCLUSIONI ...cuuuiiiiiinnneriecssssssicssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnass 920



PREMESSA

PREMESSA

In base a quanto reso noto dal Dipartimento di Sanita Pubblica della Commissione
Europea, le malattie neurodegenerative sono comunemente definite come condizioni
sporadiche, ereditarie, caratterizzate da una progressiva disfunzione del sistema nervoso
(http://ec.europa.eu/health/major _chronic_diseases/diseases/brain_neurological/index_en.h
tm). Tali disordini sono per lo piu associati ad atrofia cellulare a livello del sistema nervoso
centrale (SNC) o periferico. Le patologie che colpiscono il SNC sono piu di 600 e, tra
queste, vi sono la malattia di Alzheimer, il morbo di Parkinson e i disturbi dello spettro

autistico (DSA).

Ci0 che caratterizza queste patologie ¢ la progressiva perdita di una o piu funzioni nervose
che portano 1 soggetti a situazioni altamente invalidanti e che, ad oggi, non risultano ancora

efficacemente trattabili.

Secondo le stime redatte dall’Organizzazione Mondiale di Sanita (OMS), le malattie
classificate all’interno del “Manuale diagnostico e statistico dei disturbi mentali” (DMS-5)
(American Psychiatric Association, 2013. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, 5th ed. American Psychiatric Association, Arlington, VA) affliggono circa 36

milioni di persone.

Nell’ambito di questo ampio spettro di patologie, secondo indagini statistiche promosse
dal’ISTAT 2013 (http://dati.istat.it/) in Italia, 1 soggetti che soffrono di malattia di
Alzheimer sono circa 600.000 quelli affetti da morbo di Parkinson circa 250.000 mentre le
stime sono decisamente meno precise per quanto riguarda il numero di soggetti affetti da

DSA (infatti solo un soggetto su ottantotto sembra soffrirne).
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Questi numeri sono destinati a crescere sia per ’innalzamento dell’eta media della
popolazione sia a causa dell’eziologia ignota che a sua volta si associa ad una ridotta o

assente capacita di prevenzione e trattamenti terapeutici specifici e mirati.
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1 INTRODUZIONE

1.1 MALATTIE NEURODEGENERATIVE
1.1.1 Malattia di Alzheimer

Come precedentemente accennato, si stima che nel mondo ci siano circa 35 milioni di
persone affette da Alzheimer, con la convinzione che il numero quadruplichera nel 2050 a
causa dell’aumento dell’eta media della popolazione. L’Alzheimer ¢ una patologia che
colpisce il SNC e si associa ad un progressivo declino delle capacita cognitive e motorie
che, inevitabilmente, interferiscono con le normali funzioni giornaliere: tali condizioni
infatti sono la prima causa della dipendenza e della disabilita che si avverte tra la
popolazione affetta da tale patologia (Wimo A. et al., 2013; World Health Organization

(WHO), 2012; Alzheimer’s Disease International, 2013).

Per quanto riguarda il quadro neuropatologico utile ai fini della diagnosi, 1’Alzheimer ¢
determinato principalmente dalla formazione di placche amiloidi extracellulari e da
ammassi neurofibrillari intraneuronali, elementi associati ad una perdita sinaptica e
neuronale che a sua volta si traduce in una progressiva diminuzione dello spessore della

corteccia cerebrale (figura 1).
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Figura 1: sezione frontale di encefalo di soggetto sano (sinistra) e di un soggetto affetto da Alzheimer
(destra). Nell’encefalo di soggetto malato ¢ possibile notare un aumento volumetrico dei ventricoli ed una

atrofizzazione particolarmente evidente nella zona corticale corrispondente all’ippocampo.

La prima diagnosi di questa malattia risale al secolo scorso: era il 1907 quando il Dott.
Alois Alzheimer riportd per primo la patologia in una sua paziente (Alzheimer A., 1907).
Dal manoscritto si apprende che 1’encefalo della paziente, sottoposto ad autopsia,
presentava delle placche amiloidi e degli ammassi fibrillari, elementi questi che
spalancarono le porte all’avanzare di una nuova patologia differente da quella che ai tempi
era identificata come “demenza”. Difatti con il passare del tempo, le indagini
istopatologiche rivelarono che le placche e gli ammassi neurofibrillari rappresentavano una
caratteristica comune nei soggetti di eta avanzata, tanto da far argomentare al Dott.
Katzman nel 1976 che I’ Alzheimer e la demenza senile dovessero essere considerate come

aspetti della stessa patologia (Katzman R., 1976).

Ad oggi ’eziologia di questa malattia non ¢ chiara, sebbene molti studi osservazionali
abbiano elencato una serie di fattori di rischio legati essenzialmente a diversi stili di vita
(Mangialasche F. ef al., 2013; Mi W. et al., 2013) o ad altre patologie (Ojo O. et al., 2015).
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La mole principale di dati disponibili in letteratura sembra evidenziare come principale
fattore di rischio 1’avanzamento dell’eta del soggetto poiché I’incidenza di Alzheimer
aumenta di pari passo con il progredire dell’eta (Solomon A. ef al., 2014; Prince M. et al.,

2013). Tuttavia altri fattori vanno sempre piu prendendo corpo.

Tra 1 fattori di rischio associati allo stile di vita, si possono elencare il grande gruppo dei
rischi vascolari (tra cui deve essere collocata I’ipertensione), il fumo, il diabete mellito e
I’obesita, I'infarto ed altre malattie legate al sistema cardiocircolatorio; tali fattori
accrescono ’incidenza di malattia di Alzheimer in particolare quando si manifestano dopo

140-50 anni di eta (Mangialasche F. et al., 2013).

Anche la nutrizione ricopre un ruolo importante: antiossidanti, vitamine, cibi ricchi in
omega 3 e grassi insaturi (Mi W. ef al., 2013) riducono significativamente 1’incidenza di

tale patologia.

Infine, fattori psicosociali quali I’isolamento sociale e la depressione si associano ad un
aumento del rischio di demenza/Alzheimer (Mangialasche F. ef al., 2013; Johansson L. et

al., 2013).

Nel corso degli anni, sono state numerose le ipotesi volte a mettere in relazione fattori
genetici, ambientali e patofisiologici alla base della patologia, (tra quest’ultime particolare
rilievo ¢ stato attribuito allo stress ossidativo e alle vie di segnalazione vascolari-
inflammatorie (Wyss-Coray T., 2012; Orsucci D. et al., 2013)) ma, le piu accreditate sono
quelle che vedono protagoniste la cascata amiloide, la cascata mitocondriale e il ruolo

svolto dagli inquinanti ambientali.

L’ipotesi della cascata amiloide si basa sull’osservazione che le placche localizzate a
livello della corteccia cerebrale nei pazienti affetti da Alzheimer sono prevalentemente
costituite dalla proteina B-Amiloide (AB), un peptide di 36-43 aminoacidi il cui gene ¢

localizzato sul cromosoma 21. Nella sua prima formulazione, tale ipotesi proponeva che il
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precursore della proteina amiloide (APP) fosse metabolizzato in modo anomalo,
promuovendo cosi la formazione del peptide AP (costituente delle placche amiloidi) con
conseguente neuro-degenerazione e perdita neuronale, aspetto clinico tipico dei quadri di
demenza e Alzheimer (Hardy J.A. ef al., 1992). Questa tesi fu ampiamente validata negli
anni successivi, quando Scheuner e colleghi (Scheuner D. et al., 1996) osservarono che
mutazioni di altri due geni, il gene della presenilina 1 (sul cromosoma 14) e quello della
presenilina 2 (sul cromosoma 1) erano associate ad una over-produzione di peptide AP,
dimostratosi tossico per le cellule in coltura (Levy-Lahad E. ef al., 1995; Iversen L.L. et
al., 1995). La tossicita del suddetto peptide risiedeva nella capacita di formare complessi
oligomerici dalla cui spontanea aggregazione si generano fibrille insolubili, le placche
senili, responsabili della degenerazione vascolare e neuronale caratteristica dei soggetti

affetti da Alzheimer (Hardy J., 2009).

L’ipotesi della cascata mitocondriale si concentra invece sul meccanismo fisiologico dei
mitocondri e come la loro alterazione funzionale sia alla base dell’avanzamento dell’eta
cerebrale e quindi della patologia di Alzheimer. Questa teoria si basa essenzialmente
sull’ipotesi postulata da Harman nel 1956 secondo la quale ’aumento di radicali liberi
sarebbe una delle potenziali cause dell’invecchiamento del SNC (Harman D., 1956);
secondo questa ipotesi, infatti, ’accumulo intracellulare dei prodotti derivanti dal
metabolismo ossidativo indurrebbe danni strutturali irreversibili. Qualche anno piu tardi
questa teoria fu coadiuvata dall’identificazione dei mitocondri quali sede elettiva di
produzione di radicali liberi (Miquel J., 1980), e quindi di “orologi biologici” cellulari
(Harman D., 1972). La conferma della validita di questa ipotesi ¢ derivata dal reperimento
di alcune disfunzioni di tale organulo in tessuti bioptici ottenuti da pazienti affetti da
Alzheimer; in particolare Gibson e colleghi (Gibson G.E. et al, 1998) osservarono
alterazioni a carico di 3 enzimi mitocondriali: il complesso della piruvato deidrogenasi,

dell’alfa-chetoglutarato deidrogenasi e della citocromo ossidasi. Inoltre, studi in vitro
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evidenziarono che un alterato funzionamento della citocromo ossidasi, si associava ad una

sovrapproduzione di AB-42 (Gabuzda D. et al., 1994; Khan S.M. et al., 2000).

Il metabolismo mitocondriale ¢ strettamente correlato all’invecchiamento tissutale e sue
alterazioni si associano ad una cascata di eventi negativi: basti pensare che il
malfunzionamento di questi organuli comporta una fuoriuscita di specie reattive
all’ossigeno (ROS — Reactive Oxigen Species), un aumento dello stress ossidativo e
un’attivazione delle caspasi che, a loro volta, esitano nella morte cellulare (Orrenius S.,
2007), nel deterioramento delle spine dendritiche e delle sinapsi neuronali e
nell’alterazione della comunicazione intracellulare che sussite tra cellule gliali (astrociti,
oligodendrociti, microglia) e neuroni (Talantova M. et al., 2013). Oltre ai ROS quali
maggiori responsabili del danno mitocondriale, nel 2003 Li e colleghi (Li M. et al., 2003)
dimostrarono che un metallo pesante, il cadmio (Cd), era in grado, non solo di causare
stress ossidativo ed attivare la caspasi 3 (e quindi di innescare una via di segnalazione
apoptotica a partenza mitocondriale), ma anche di aumentare la permeabilita dell’organulo

(Risso-de Faverney C. et al., 2004).

Partendo da tali osservazioni e dall’osservazione che soggetti affetti da Alzheimer
presentavano elevate concentrazioni epatiche (Lui E. et al., 1990) e nervose (Panayi A. et
al., 2002) di Cd, negli ultimi anni P’attenzione della comunita scientifica si € concentrata
sul ruolo rivestito dagli inquinanti ambientali e dai metalli pesanti, tra cui il Cd, nelle
alterazioni neurologiche che soggiacciono alla perdita della memoria al ritardo mentale
(Wang B. et al., 2013). Tale correlazione ¢ stata ulteriormente consolidata grazie a studi
che hanno messo in evidenza il ruolo del Cd nella formazione degli ammassi fibrillari
(Jiang L.F. et al., 2007) e nell” aumento dell’espressione della proteina amiloide sia in
pazienti affetti dalla patologia (Syme C.D. et al., 2006; Yano K. ef al., 2003), che in

modelli murini (Li X. et al., 2012).
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1.1.2  Morbo di Parkinson
A livello nazionale approssimativamente 250.000 persone sono affette da morbo di
Parkinson e, secondo le statistiche, il 2% dei soggetti mostra segni e sintomi della malattia
oltre il sessantesimo anno di eta anche se, nel 5 % dei casi, i primi segni possono
manifestarsi intorno ai 50 anni di eta
(http://www .salute.gov.it/portale/salute/pl_5.jsp?lingua=italiano&id=167&area=Malattie

del sistema_nervoso).

Dal punto di vista storico, il morbo di Parkinson sembra avere origini antiche. Come ¢
stato riportato da Garcia Rui nel 2004 (Garcia Ruiz P.J. et al., 2004), la malattia era stata in
parte descritta in tempi biblici: descrizioni dei sintomi del morbo sono presenti nei testi
egiziani ed indiani, e Galeno di Pergamo (Pergamo 129 — Roma 199) pose la propria
attenzione sui tremori a riposo. Certo ¢ che 1 sintomi furono dettagliatamente descritti solo
dal francese Jean-Martin Charcot, neurologo della seconda meta dell’800, che portd avanti

gli studi iniziati da James Parkinson nel 1817 (Lees A.J., 2007).

I1 morbo Parkinson ¢ una patologia neurodegenerativa, multifattoriale e progressiva
caratterizzata da 4 sintomi cardinali: tremore a riposo, rigidita, bradicinesia ed instabilita
posturale. Si tratta di una tra le pit comuni patologie neurodegenerative il cui fenotipo ¢
dovuto ad una morte massiccia (60%) di neuroni dopaminergici nigro-striatali (Jankovic J.,
2008; Wirdefeldt K. et al., 2011) e da una riduzione dell’85% del contenuto di dopamina

(figura 2).
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Figura 2: confronto anatomo-funzionale tra un encefalo normale (in alto) ed uno affetto da morbo di
Parkinson (in basso). Nella parte centrale dell’immagine e chiaramente evidente (cerchio nero tratteggiato)
la diminuzione della “substantia nigra” in un soggetto affetto da Parkinson (sezione trasversale del
mesencefalo). A destra (http://feinsteinneuroscience.org/about-us-2/research#Parkin), esame PET (Positron
Emission Tomography) che indica la diminuzione della funzione dopaminergica (cerchio bianco

tratteggiato) in un soggetto affetto dal morbo.

La morte neuronale dipende essenzialmente da un malfunzionamento delle vie di
segnalazione che assicurano un corretto ed efficiente metabolismo cellulare. Tra queste
rivestono particolare importanza il sistema ubiquitina/proteosoma, atto alla rimozione
dall’ambiente intracellulare delle proteine che posseggono un’alterata conformazione
tridimensionale, e 1’autofagia, grazie alla quale gli aggregati cellulari e gli organuli

citoplasmatici danneggiati vengono degradati.

Si capisce quindi come la mancata rimozione di componenti cellulari alterate costituisca il
primum movens per la formazione di oligomeri ed aggregati proteici quali cause principali
della patogenesi del morbo di Parkinson (McNaught K.S. et al., 2002; McNaught K.S. et

al.,2003; Rideout H.J. et al., 2001).
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La correlazione tra alterato funzionamento dei meccanismi proteolitici e processi
neurodegenerativi che comportino la morte neuronale ¢ stata ampiamente dimostrata in
numerosi modelli animali e cellulari. In particolare, alcuni dati hanno dimostrato che
I’esposizione a Cd di cellule murine in coltura induce profonde alterazioni del sistema
ubiquitina/proteosoma caratterizzato dall’accumulo di proteine poliubiquitinate ad elevato
peso molecolare, dall’aumento dello stress ossidativo e dalla diminuzione della vitalita
cellulare (Yu X. et al., 2008; Figueiredo-Pereira ML.E. et al., 1999); parallelamente,
Lafuente e colleghi (Lafuente A. et al., 2005) hanno evidenziato come, in vivo, il Cd alteri
1 ritmi circadiani della produzione ipofisaria di neurotrasmettitori quali la serotonina e la

dopamina.

Un altro fattore che gioca un ruolo importane nella funzione nervosa e nella trasmissione
dei segnali, ¢ il mitocondrio. L’omeostasi ed il corretto funzionamento di questo organulo
¢ importante per il suo ruolo primario nella produzione di ATP, molecola necessaria per
’attivita ionica di pompe e canali e per la trasmissione sinaptica. Cosi come ¢ stato
osservato per la malattia di Alzeheimer, tra le cause patogenetiche del morbo di Parkinson
sono state evidenziate un’alterata funzionalita mitocondriale (Exner N. et al., 2012), lo stile
di vita e ’esposizione ai pesticidi, in particolar modo a quelli contenenti metalli pesanti
(Gorell J.M. et al., 1998; Gorell J.M. et al., 2004; Costello S. et al., 2009). Tuttavia,
nonostante la letteratura sia ampiamente ricca di dati riguardanti il tipo di causa alla base
del morbo di Parkinson, sono invece rare le ricerche che stabiliscano un rapporto di causa-
effetto tra gli stili di vita e/o il rischio ambientale e I’eziologia della malattia. In tal senso,
ricerche piu approfondite sono state condotte sul ruolo di alcuni pesticidi nello sviluppo
della malattia di Parkinson. In particolare Uversky e colleghi (Uversky V.N. ef al., 2001)
hanno dimostrato che i pesticidi e 1 metalli ivi contenuti causano una variazione
conformazionale dell’a-sinucleina, una proteina di 140 aminoacidi molto abbondante nel

sistema nervoso, il cui ruolo fisiologico ¢ quello di mantenere un corretto svolgimento dei

11
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segnali sinaptici che assicurano il normale sviluppo cognitivo (Kokhan V.S. et al., 2012).
Tale variazione tridimensionale oltre ad impedire una corretta degradazione della proteina,
¢ alla base della formazione di aggregati fibrillari che si accumulano nei neuroni
dopaminergici della substantia nigra e ne provocano la perdita, segno patognomonico della

malattia di Parkinson.

Successivamente, Andrée colleghi (André C. et al., 2005), hanno confermato questi dati

assegnando all’a-sinucleina un ruolo critico nella patogenesi del morbo di Parkinson.

Negli ultimi quindici anni la comunita scientifica ha esplorato la possibilita che la
patogenesi della malattia potesse avere cause genetiche; alcuni studi in questo ambito
hanno portato all’identificazione di sequenze nucleotidiche responsabili di alcune forme
ereditabili della patologia (Petrucci S. et al., 2014), corrispondente peraltro solo ad una
piccola quota di soggetti affetti. Purtroppo, nemmeno I’avvento di tecniche di biologia
molecolare fortemente avanzate, come la tecnica NSG (New Sequencing Generation) ¢
riuscita a trovare nuovi geni la cui alterazione ci possa aiutare a chiarire quanta importanza

abbia I’ereditarieta della malattia (Quadri M. ef al., 2015).

1.1.3  Disturbi dello Spettro Autistico (DSA)

L’autismo, o meglio i disordini dello spettro autistico (DSA) comprendono una serie di
disfunzioni neuro-comportamentali, con differente grado di severita, che si manifestano
prima del terzo anno di eta. Da un punto di vista clinico, il DSA presenta alcune
caratteristiche descritte nell’ultima edizione del DMS-5 del 2013 ed includono, tra le
principali, disordini nelle interazioni sociali, nelle capacita comunicative e nel
comportamento abituale (American Psychiatric Association, 2013. Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 5th ed. American Psychiatric Association,

Arlington, VA). Questi sintomi sono per lo piu dovuti ad una perdita della connettivita

12



1 - INTRODUZIONE

neuronale a livello di alcune aree della corteccia cerebrale (Cheng W. et al., 2015) (figura

3).

[I] Right Left
Lateral

Q.
e

Figura 3: rappresentazione schematica di aree corticali di un soggetto affetto da DSA (immagine tratta da

Cheng W. et al., 2015). Le aree blu indicano un aumento nello spessore della corteccia cerebrale; le aree

rosse indicano una diminuzione nello spessore della sostanza grigia rispetto a soggetti di controllo.

Il DSA ¢ entrato a far parte della conoscenza comune circa 20 anni fa, anche se le origini
del termine risalgono alla seconda guerra mondiale. Il primo medico a dare una definizione
di “autismo infantile” fu Leo Kanner nel 1943 (Kanner L., 1943) che cosi identifico e
classifico un gruppo di bambini socialmente isolati e caratterizzati da severi disturbi
comportamentali. In maniera del tutto indipendente, nello stesso periodo, Hans Asperger
(Asperger H., 1944) identificO bambini con le stesse caratteristiche comportamentali

sebbene meno marcate, tanto da raggrupparli nella “sindrome di Asperger”.

Sebbene queste due patologie percorrano strade molto simili, esse tuttavia presentano delle
differenze che Yu e colleghi (Yu K.K. et al., 2011) hanno descritto mediante una meta-
analisi di risonanze magnetiche nucleari a cui erano stati sottoposti alcuni soggetti affetti

da tali disordini. Da tali studi ¢ emerso che, per quanto riguarda i soggetti affetti da DSA

13
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rispetto ai casi di controllo, il volume totale di sostanza grigia risulta diminuito in varie
aree del cervelletto e in alcune porzioni dell’ippocampo. D’altra parte, il volume di
sostanza grigia ¢ aumentato nelle aree del nucleo caudato ed in porzioni del lobo pre-
frontale e temporale. Invece, per quanto riguarda la sindrome di Asperger, la corteccia
cerebrale appare diminuita di volume nelle zone amigdala/ippocampo, nel lobo pre-
frontale, nel giro occipitale, nel porzione destra del cervelletto, nel putamen e nel precuneo
mentre, un aumento della sostanza grigia ¢ stato riscontrato nella porzione inferiore del
lobo parietale e nella circonvoluzione del lobo temporale sinistro. Sostanzialmente questo
studio evidenzia come la riduzione del volume di sostanza grigia, rispetto ai controlli, sia
piu limitato nei soggetti affetti da sindrome di Asperger che nei soggetti affetti dai

disordini dello spettro autistico.

Altre caratteristiche comuni, sebbene non universalmente distribuite nei bambini affetti da
DSA, sono rappresentate da una diminuzione dell’attenzione, disturbi dell’apprendimento,
anomalie sensitive e motorie ed epilessia (Geschwind D.H., 2009; Voineagu 1. et al.,

2013).

Negli ultimi anni I’attenzione della comunitd scientifica si ¢ concentrata sul ruolo
dell’apparato gastrointestinale e del il sistema immunitario ad esso connesso per spiegare
la patogenesi del DSA. Infatti sono state osservate correlazioni tra disbiosi intestinale,
alterazioni del sistema immunitario, disfunzioni mitocondriali e DSA (Cao X. et al., 2013;

Noriega D.B. et al., 2014; Legido A. et al., 2013).

I disordini dello spettro autistico, come del resto la gran parte delle patologie che
affliggono il sistema nervoso ed altri tessuti, dipendono da una combinazione di fattori
ambientali e genetici. Ad oggi si stima che tra il 40 e 90% dei casi di DSA condividano

alterazioni genetiche (Hallmayer J. ef al., 2011).

Poiché qualsiasi organismo vivente possiede la naturale capacita di adattamento ai fattori

ambientali e ai suoi vari cambiamenti, non sorprende vedere che nei soggetti affetti da

14
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DSA le mutazioni epigenetiche sono piu comuni di quelle a carico delle sequenze
nucleotidiche (Qiu J. et al., 2006). Difatti queste mutazioni rappresentano un ottimo
compromesso tra 1’adattabilita dell’organismo e i cambiamenti ambientali. Recentemente
un gruppo di ricerca inglese (Wong C.C. ef al., 2013) ha messo in evidenza 1’associazione
tra alcuni tratti di DNA soggetti a metilazione (espressione o silenziamento genico) e la
severita dei disordini autistici. Lo studio si ¢ focalizzato solo su gemelli monozigoti, cosi
da escludere il fattore genetico. Il lavoro evidenzia considerevoli differenze nel grado di
metilazione del DNA di gemelli monozigoti discordanti per la patologia (Wong C.C et al.,

2013).

Disfunzioni a carico genico ed epigenetico si riflettono in un’alterata connettivita sinaptica
e, come conseguenza, in un’anomala morfogenesi tissutale che si manifesta in una intricata

rete di connessioni che ¢ caratteristica dei soggetti affetti da disordini autistici.

E assodato che gli inquinanti ambientali rivestano un ruolo primario nella patogenesi di
malattie genetiche (Arita A. ef al., 2009) ed in particolar modo il Cd viene considerato un

“mutageno” con un forte ruolo nella patogenesi del DSA (Jin Y.H. et al., 2003).

A questo proposito, un gruppo di ricercatori giapponesi ha condotto uno studio sui livelli di
alcuni metalli in bambini di eta compresa tra 0 e 3 anni concludendo che un aumento della
concentrazione di alcuni ioni metallici, quali alluminio (Al), Cd e piombo (Pb), cosi come
una diminuzione dei livelli di zinco (Zn) e magnesio (Mg) possono essere alla base dello

spettro autistico (Yasuda H. et al., 2013).

1.2 RISCHIO AMBIENTALE

I1 ruolo che i fattori ambientali svolgono nei riguardi della patogenesi e nella progressione

dei disturbi neurodegenerativi ¢ stato caratterizzato soprattutto dopo un’attenta analisi della
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relazione tra esposizione a pesticidi e persone affette da Parkinson ed Alzheimer (Grant

W.B. et al., 2002; Priyadarshi A. et al., 2001).

La meta-analisi di Priyadarshi e colleghi (Priyadarshi A. et al., 2011) ha evidenziato che
vivere in zone rurali, trovandosi a stretto contatto con pesticidi, aumenta il rischio di
sviluppare il morbo di Parkinson rispetto ad individui che risiedono in aree geografiche

differenti.

Infatti 1 pesticidi, che sono classificati tra gli inquinanti ambientali, stimolano Ia
produzione di ROS il cui ruolo nella degenerazione e morte neuronale ¢ stato accreditato
da alcuni anni (Braconi D. ef al., 2011). I metalli pesanti sono tra i piu noti e diffusi
inquinanti ambientali distribuiti a livello globale. Ormai da molti anni vengono estratti
dalle miniere e la loro dispersione nell’ambiente ¢ principalmente dovuta alle attivita
industriali dell’'uomo. Non tutti 1 metalli di estrazione sono tossici, anzi alcuni di essi sono
addirittura essenziali per il corretto funzionamento di alcuni sistemi enzimatici, ma quelli
che non possiedono un ruolo fisiologico (come arsenico (As), Pb, mercurio (Hg) e Cd)
comportano elevati danni biologici che scaturiscono dal loro accumulo in organi e tessuti e

che si traducono nell’insorgenza di una tossicita cronica.

Ogni anno I’Agenzia federale ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry) stila una classifica delle sostanze tossiche con le quali ¢ possibile entrare in
contatto. L’elenco ¢ ordinato in base alla prevalenza ed alla tossicita delle sostanze relative
corredate dell’indicazione del ruolo svolto nel determinare 1’insorgenza di malattia.
Nell’ultimo aggiornamento del 2013, il Cd si trova al settimo posto preceduto soltanto da
altri tre metalli pesanti: As, Pb e Hg rispettivamente collocati al primo, secondo e terzo
posto

(http://www.atsdr.cdc.gov/spl/resourcess/ ATSDR 2013 SPL Detailed Data Table.pdf)

(figura 4).
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Figura 4: (in alto) tavola periodica degli elementi con indicati il ferro (Fe) (viquadro blu) dopo il quale si
inizia a parlare di metalli pesanti (riquadri rossi) come l’arsenico (As), il cadmio (Cd), il mercurio (Hg) ed
il piombo (Pb) ordinati secondo il peso atomico. In basso, la lista delle sostanze tossiche redatta dalla

ATSDR (il Cd si trova al settimo posto) aggiornata al 7 maggio 2014 e rimasta invariata.

Solitamente 1 metalli pesanti penetrano nell’organismo per inalazione (fumi industriali ed
urbani) o per ingestione (cibi ed acque contaminate) anche se il loro assorbimento a livello
del tratto respiratorio, come quello digerente, varia da individuo ad individuo a seconda

dell’eta e dello stato nutrizionale del soggetto (Howard H., 2002).

Dal primo contatto con le vie respiratorie e/o digerenti, attraverso il torrente circolatorio, il
metallo va rapidamente a localizzarsi a livello epatico e renale. In particolare il rene
rappresenta il primo bersaglio dei metalli pesanti poiché I’escrezione del metallo attraverso

la minzione ¢ troppo lento per non consentirne un accumulo.
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L’As ¢ noto da anni come una delle principali cause di cancro sia dopo un’esposizione
acuta che cronica (Tsai S.M. et al., 1999). Per quanto riguarda il Pb, questo metallo
pesante ¢ caratterizzato da una patogenesi che va dall’ipertensione, all’insufficienza renale
sino alla morte (US Agency for Toxic Substances and Disease Registry. Lead.
Toxicological profiles. Atlanta: Centers for Disease Control and Prevention; 1999.
PB/99/166704). 11 Hg invece induce danni principalmente a livello epatico e neurologico

(Nierenberg D.W. et al., 1998).

Infine, il Cd, oltre ad essere associato alla tossicita renale (Jarup L. ef al., 2000) e ossea
(Staessen J.A. et al., 1999) ¢ fortemente coinvolto sia nell’insorgenza di neoplasie (Ye J. et

al.,2000) che allo sviluppo di malattie neurodegenerative (André C. et al., 2005).

1.2.1 Cadmio (Cd)

Il Cd ¢ un metallo pesante presente come contaminante nelle falde acquifere in quanto
sottoprodotto di smaltimento dei processi industriali, in particolare quelli che si occupano
di coloranti, di lavorazioni metallurgiche, di plastiche e di produzione di batterie. Esso ¢
inoltre componente integrale di molti fertilizzanti (Loganathan P. et al., 2008) e pesticidi
(http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp5.pdf). La contaminazione delle acque e quindi del
suolo estende la contaminazione da Cd anche ai prodotti agricoli esponendo in maniera
cronica I’uomo. Per quanto riguarda 1’inquinamento atmosferico, il Cd puo provenire dalle
aree municipali a causa della combustione dei rifiuti gestita in maniera non corretta (in
particolar modo da oggetti contenenti batterie al nichel-Cd e materiale plastico), dal fumo
di sigaretta e dagli scarichi dei veicoli, fattori questi che contribuiscono all’aumento della

diffusione del Cd mediante inalazione (Howard H. et al., 2002).

I1 livello di tollerabilita/tossicita del Cd ¢ dovuto all’incapacita dell’organismo

nell’espellerlo, con conseguente suo accumulo.
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Anche in assenza di esposizioni acute, i danni da esposizione cronica possono essere molto

gravi causando ’instaurarsi e la progressione di differenti patologie.

Il principale organo di escrezione, il rene, ¢ uno dei bersagli primari del Cd che ne
compromette I’integrita ed il meccanismo delle sue unita funzionali (i nefroni). La tossicita
¢ legata al fatto che il Cd compete e sostitisce ioni, quali il calcio, indispensabili per il
corretto metabolismo dell’organo; in particolare, le proteine che maggiormente risultano
coinvolte in tale meccanismo sono le metallotioneine e le calmoduline (Satarug S. et al.,
2000). La sostituzione del calcio con il Cd ha come ripercussione piu evidente quella di
provocare un impoverimento sistemico dello ione. Tale carenza si manifesta in maniera
particolarmente evidente come indebolimento del tessuto osseo, la piu grande riserva di

calcio dell’organismo.

Il fenomeno che lega il danno indotto dalla tossicita del Cd alla rarefazione del tessuto
osseo ¢ stato per la prima volta studiato in Giappone. Infatti, nei primi del ‘900, 1’isola
nipponica ¢ stata vittima di un’imponente contaminazione da Cd a causa dell’incessante
estrazione mineraria che ebbe inizio gia nel XVI secolo, intaccando principalmente i fiumi
ed il raccolto di riso. In seguito a tale contaminazione, i soggetti che abitavano nelle zone
rurali circostanti, iniziarono a presentare disfunzioni renali e del metabolismo osseo
sviluppando la cosiddetta sindrome “itai itai” (Kobayashi E. ef al., 2009; Baba H. et al.,
2014) il cui sintomo piu evidente ¢ rappresentato dall’aumento dell’incidenza di fratture e
dalla presenza di deformazioni del rachide per deminarilazzazione vertebrale (figura 5)

(Staessen J.A. et al., 1999).
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Figura 5: a sinistra, veduta aerea del fiume Jinzi, nella prefettura di Toyama, Giappone, usato
principalmente per l’irrigazione dei campi di riso (centro) e che subi una massiccia contaminazione di Cd
intorno al 1912. A destra, un paziente affetto dalla sindrome “itai itai” in cui e evidente la deformazione

ossea a carico della colonna vertebrale.

A livello occupazionale, studi scientifici hanno dimostrato che 1’esposizione al Cd induce
notevoli danni anche a livello epatico, testicolare (Benoff S. et al., 2000) e prostatico (in

quest’ultimo caso annoverato fra le cause di insorgenza di neoplasie (Ye J. et al., 2000)).

Trattandosi di un inquinante ambientale, ¢ possibile trovare tracce di Cd anche a livello
atmosferico (http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp5.pdf); esso ¢ infatti abbondante nelle
polveri sottili che, oltre a presentare elevati livelli di monossido di carbonio (il piu noto
inquinante), contengono anche ossido, cloruro e solfato di Cd che rendono il metallo

volatile (http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp5.pdf).

Le sorgenti dell’inquinamento atmosferico possono essere molteplici: tubi di scappamento,
fumi provenienti da raffinerie o dai processi industriali che trattano metalli/plastiche, e
dalle combustioni in generale. Ovviamente 1 metalli pesanti volatili, cosi come tutti gli altri
componenti delle polveri sottili, vengono introdotti nell’organismo in primis attraverso la

mucosa olfattiva, in secundis attraverso le vie aeree che li conducono fino al polmone; la
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localizzazione intrapolmonare ¢ stata tradizionalmente associata ad un aumentato rischio di
sviluppare patologie a carico proprio di quest’organo (Riedl M.A., 2008) ma, la capacita di
tali sostanze di superare la barriera aria-sangue, entrare nel torrente circolatorio e quindi
raggiungere tutti gli altri organi e tessuti (Muhlfeld C. et al., 2008), rendono ragione del
fatto che tali metalli vengano annoverati anche tra le cause dell’instaurarsi di patologie
neurodegenerative quali il morbo di Parkinson o la malattia di Alzheimer (Calderon-

Garciduenas L. et al., 2002).

Molte evidenze sono emerse circa la capacita degli inquinanti ambientali, in particolar
modo quelli atmosferici, di alterare la barriera ematoencefalica (Shukla A. et al., 1996;
Oberdorster G. et al., 2004), e di penetrare nel SNC promuovendo fenomeni infiammatori

a carico della microglia (Qin L. ef al., 2007).

Ad oggi, le statistiche mostrano un legame di tipo causa/effetto tra inquinamento aereo e
rischio neurodegenerativo. Inoltre, nei primi anni del XXI secolo, alcuni studi effettuati in
modelli animali, nella maggior parte dei casi cani, esposti ad alte dosi e concentrazioni di
inquinanti atmosferici hanno mostrato un incremento nella degenerazione del tessuto
nervoso presente a livello della mucosa nasale, del bulbo olfattivo e della corteccia frontale
(Calderon-Garciduenas L. et al., 2002; Calderon-Garciduenas L. et al., 2003). In stretta
similarita, marcati segni di neurodegenerazione a livello dei bulbi olfattivi, sono stati
descritti come primo sintomo del danno neuronale in soggetti affetti da Alzheimer e
Parkinson. Come ulteriore riscontro, nel 2008 uno studio ha evidenziato come
I’inquinamento atmosferico tenda ad aumentare I’invecchiamento cerebrale (Calderon-
Garciduenas L. et al.,, 2008a). Dunque, gli inquinanti ambientali colpiscono differenti
organi e tessuti culminando, stando a quanto descritto dall’ipotesi del “colpo multiplo”, in
patologie a carico del SNC (Carvey P.M. et al., 2006), tanto che la malattia di Alzheimer e
il morbo di Parkinson sono le principali patologie a carico del SNC associate

all’inquinamento ambientale.
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L’estrema suscettibilita dell’encefalo nei confronti di stimoli esterni ha resa necessaria la
presenza di una barriera difensiva, la barriera emato-encefalica, capace di serrare la strada
a tutte le sostanze ritenute dannose (Dallas S. ef al., 2006). Tuttavia, la presenza di
sostanze tossiche genera nella barriera una risposta di tipo infiammatorio che esita in un
aumentato rilascio di ROS, citochine ed altre molecole che trasmettono I’inflammazione a
livello del parenchima cerebrale e contribuiscono all’instaurarsi ed al progredire di

patologie neurodegenerative (Long T.C. et al., 2007).

Alcuni studi hanno messo in evidenza come, sia in animali che in soggetti umani,
I’esposizione a inquinanti ambientali/metalli pesanti provochi un aumento di alcuni
antigeni microgliali quali CD-14, CD-68, CD-163 (tutti indicativi di uno stato attivato),
cosi come di altri marcatori localizzati prevalentemente a livello della corteccia frontale,
della substantia nigra e del nervo vago (Calderon-Garciduenas L. ef al., 2008a).In accordo
con quanto detto sopra, il danno strutturale a carico della corteccia cerebrale frontale ¢
associato a sintomi quali disfunzioni cognitive (Calderon-Garciduenas L. et al., 2008b),
diminuzione dell’attenzione e disturbi della socialita (Bao Q.S. et al., 2009), tipici di
Alzheimer, Parkinson e DSA. Questi studi hanno confermato precedenti ricerche
concernenti la contaminazione da metalli pesanti associata ad un incremento della

disabilita motoria e dell’apprendimento (Bonithon-Kopp C. et al., 1986).

I1 Cd, come accennato, ¢ in grado di danneggiare il SNC, raggiungendolo mediante la “via
olfattiva” (ovvero tramite la mucosa nasale) (Lafuente A. et al., 1999) e/o aumentando la

permeabilita della barriera emato-encefalica (Shukla G.S. ef al., 1987).

Inizialmente, secondo la FAO/OMS (Food and Agriculture Organization (Organizzazione
dell’Alimentazione e dell’ Agricoltura)/Organizzazione Mondiale di Sanita), la dose di Cd
tollerabile per una persona era stimata attorno a 400-500 pg settimanali (FAO/WHO,
“Evaluation of certain food additives and con- taminants (Thirty-third report of the Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)”, WHO Technical Report Series No.
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776, WHO, Geneva, Switzerland, 1988). Nel 2010, I'ultima stima del CPSC (Consumer
Product Safety Commission) valuta la dose di Cd tollerabile per soggetto come 0,1
ng/Kg/giorno (Mead M.N., 2010). E noto da tempo che la vita media di questo metallo
pesante a livello dell’organismo, oscilli tra i 15 e 1 20 anni e che sia proprio questa la causa
responsabile del suo accumulo a livello di organi e tessuti ove induce la formazione di
neoplasie e/o di altre patologie come quelle neurodegenerative (Waalkes M.P., 2000;
Lopez E. et al., 2003; Cao Y. et al, 2009). Alcune delle prime associazioni tra
contaminazione da Cd e neurodegenerazione si ebbero nei primi anni ottanta (Thatcher
R.W. et al., 1982; Marlowe M. et al., 1983). Questi studi misero in relazione i livelli del
metallo pesante nei capelli dei soggetti in esame con le loro difficolta di apprendimento,
con il loro quoziente intellettivo, e con problemi di dislessia. Molte ricerche, con il passare
del tempo, hanno consolidato queste correlazioni (Calderon-Garciduenas L. et al., 2008b;

Bao Q.S. et al., 2009; Bonithon-Kopp C. et al., 1986).

I1 SNC ¢ particolarmente vulnerabile ad agenti esterni nelle prime fasi del suo sviluppo, ed
il Cd ¢ considerato tossico soprattutto a questo stadio; esso ¢ infatti in grado di superare la
placenta ed arrivare sino al feto; tracce di Cd sono state anche trovate a livello del latte
materno (Korpela H. et al., 1986). Il principale motivo a cui si deve la vulnerabilita del
SNC durante la vita fetale ¢ legato al fatto che la barriera emato-encefalica non ¢
completamente sviluppata durante questa fase: in tal modo il metallo pesante ¢ in grado di
superarla e di provocare danni neurologici prima della nascita (Pal R. et al., 1993). Gia nel
1984, in uno studio post-mortem, era stato descritto un accumulo di Cd ed altri metalli
pesanti a livello dei plessi corioidei e del fluido cerebrospinale (Manton W.I. ef al., 1984).
Il conseguente danno ultrastrutturale ¢ causa di una maggior permeabilita al metallo
pesante che tende, di conseguenza, ad accumularsi a livello cerebrale provocando
neurodegenerazione (Shukla G.S. et al, 1987; Gonc alves J.F. et al.,, 2010; Mendez-

Armenta M. et al., 2007). 1 plessi coroidei costituiscono un facile bersaglio in quanto
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questa regione cerebrale ¢ particolarmente ricca di proteine che legano metalli. Come gia
accennato, il Cd puo raggiungere la corteccia cerebrale mediante le terminazioni nervose
dei bulbi olfattivi, evitando cosi la barriera emato-encefalica (Tjalve H. et al., 1999); tale
via di intossicazione spiega anche come I’inalazione del Cd possa essere dannosa al senso
dell’olfatto (Bondier J.R. et al., 2008). Poiché 1 neuroni olfattivi sono cellule nervose di
senso, € poiché sono le prime cellule nervose ad entrare in contatto con agenti presenti
nell’ambiente esterno, un danno a livello olfattivo (che potrebbe essere utilizzato come

biomarker) rappresenta il primo livello di danno a carico del sistema nervoso.

I1 Cd, come metallo pesante e come inquinante ambientale, promuove stress ossidativo con
la produzione di ROS a livello encefalico (Fern R. ef al., 2003). Inoltre, studi in vitro su
neuroni corticali hanno evidenziato, dopo 24 ore di trattamento con Cd alla concentrazione
1uM, cambiamenti morfologici soprattutto a carico dei prolungamenti citoplasmatici e
morte (necrosi) cellulare (Lo'pez E. et al., 2003). Le stesse osservazioni sono state
evidenziate in altre linee cellulari non corticali (Yoshida S., 2011). L’aumento della
produzione di ROS e quindi del grado di stress ossidativo, unitamente alle alterazioni
morfologiche e alla morte cellulare suggeriscono che il Cd induca morte cellulare per via
apoptotica (ne sarebbero “sintomo” i ROS e lo stress ossidativo) che si trasforma in necrosi

all’aumentare della dose.

Ulteriori conferme dei dati sopra accennati, descrivono le stesse alterazioni in linee
cellulari differenti come le SH-SY5Y (neuroblastoma umano, neuroni dopaminergici) e le
PC12 (feocromocitoma murino, cellule neuronali di Rattus norvegicus) dove, a seguito
della generazione dei ROS viene innescata la via di segnalazione delle MAPKinasi (Yuan
Y. etal.,2013; Chen L. ef al., 2008a) che si conclude con apoptosi cellulare. Inoltre ¢ stato
dimostrato come il Cd induca I’apoptosi nei motoneuroni delle corna ventrali del midollo
spinale di feti umani di eta compresa tra le 10 ed 11 settimane di gestazione (Sarchielli E.

etal.,2011).
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I1 ruolo del Cd a livello del SNC ¢ stato valutato anche in vivo. In questo caso ne ¢ stato
visto I’effetto sulla perdita di peso del SNC sull’inibizione dell’attivita di alcuni enzimi
funzionalmente importanti nel sistema colinergico come 1’acetilcolinesterasi e 1’ATPasi
(Gupta A. et al., 1991). Infatti il Cd, oltre a danneggiare il citoscheletro, altera le vie di
segnalazione innescate dall’acetilcolina e dall’acido glutammico, (Desi 1. et al., 1998;
Borges V.C. et al., 2007), entrambi importanti nella plasticita sinaptica e nelle funzioni
cognitive. Inoltre il glutammato, ha un ruolo fondamentale durante la crescita dei neuriti
servendosi dello ione calcio, noto secondo messaggero, per la sua regolazione (Ryan S.K.

etal.,2007).

Il calcio, ione bivalente positivo ubiquitariamente diffuso a livello cellulare, presenta tra le
altre funzioni, la peculiarita di regolare la crescita, il differenziamento e la morte cellulare.
I Cd ¢ capace di danneggiarne 1’omeostasi intracellulare provocando cosi apoptosi
neuronale, come provato in varie ricerche scientifiche (Xu B. et al., 2011; Yuan Y. et al.,

2013), proprio grazie al suo legame con proteine calcio specifiche, le calmoduline.

Per quanto riguarda i meccanismi di difesa nei riguardi di questo metallo pesante, uno dei
principali ¢ rappresentato dalle metallotioneine. Si tratta di proteine caratterizzate da un
basso peso molecolare (da 500 Da a 14 kDa) che hanno una elevata affinita per gli ioni
metallici grazie alla numerosa presenza di residui cisteinici (Jin T. ef al., 1998). Sono state
classificate varie isoforme di metallotioneine; il sistema nervoso ¢ caratterizzato dalla
presenza di metallotioneine di tipo III ed ¢ stato dimostrato che in pazienti affetti da

Alzheimer la sua concentrazione tende a diminuire (Uchida Y. et al., 1991).

Le metallotioneine III a livello cerebrale sono ricche in Zn e, svariati studi hanno
sottolineato il ruolo del Cd nell’inibire 1’assorbimento di Zn nel SNC (Jin T. et al., 1998;

Ishitobi H. et al., 2005; Senger M.R. et al., 2006).

Infine, il Cd non ¢ considerato un agente mutageno ovvero non risulta in grado di

provocare effetti a carico del genotipo, mentre sembra promuoverli a livello fenotipico.
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Questa ipotesi ¢ stata portata alla luce da uno studio che ha evidenziato come, in seguito ad
esposizione a metalli pesanti, si verifichi una diminuzione del grado di metilazione del
DNA e come quest’ultima si manifesti clinicamente, a livello cerebrale, con ritardo

mentale e comportamenti autistico simili (Shahbazian M.D. et al., 2002).

Nell’insieme 1 dati dimostrano come il Cd sia associabile alle variaizioni biochimiche e

funzionali responsabili degli effetti tossici del metallo nel SNC.

1.3 MICROGLIA ED INFIAMMAZIONE DEL SNC

Oggi giorno I'infiammazione ¢ ampiamente riconosciuta dalla comunita scientifica come
uno dei fattori scatenanti le patologie che riguardano il SNC (Block M.L. et al., 2007a).
Nuove ricerche hanno evidenziato come la vascolarizzazione encefalica e la glia siano dei

fattori al centro del danno cellulare causato dalla flogosi.

I tipi gliali maggiormente coinvolti da questi fenomeni, proprio perché la loro funzione
fisiologica ¢ quella di fornire supporto trofico e regolare 1’omeostasi neuronale, sono gli

astrociti e la microglia.

Gli astrociti hanno svariate funzioni tra le quali quelle di regolare il trasporto di metaboliti
diretti al neurone, di permettere il trasporto degli stessi (Theusen O.B. et al., 2010), di
mantenere 1’omeostasi ionica a livello della barriera emato-encefalica, tamponando
I’eccesso di neurotrasmettitori, di favorire la secrezione di fattori neurotrofici e, infine, di
contribuire al mantenimento delle connessioni glia-neuroni (Seifert G. et al., 2006). Alcuni
studi hanno messo in evidenza come, sia nell’animale che nell’'uomo, 1’esposizione a
inquinanti ambientali provochi, a livello cerebrale, un’attivazione astrocitaria caratterizzata
da aumento dell’espressione di GFAP (glial fibrillary acidic protein), IL-6 (interleuchina-
6) e TNF- a (tumor necrosis factor a) (Calderon-Garciduenas L. ef al., 2008a; Araneda S.

et al., 2008).
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La microglia, viene considerata alla stregua di un cellula macrofagica e quindi responsabile

della difesa immunitaria all’interno del SNC.

L’attivita macrofagica delle cellule microgliali si estrinseca solo in particolari condizioni
patologiche, di cui Alzheimer e Parkinson ne sono un tipico esempio. Al riguardo, alcuni
studi effettuati su campioni autoptici prelevati da soggetti affetti da patologie
neurodegenerative, hanno riscontrato che, in risposta a esposizione cronica di inquinanti
ambientali, si registra un elevato livello di CD-14, la cui espressione si manifesta solo in

caso di danno tissutale (Calderon-Garciduenas L. et al., 2008a).

Se da una parte I’attivazione della microglia ha un ruolo protettivo nei confronti del SNC
(come si verifica ad esempio in presenza delle proteine AP delle placche amiloidi nei
soggetti affetti da Alzheimer (Koenigsknecht J. ef al., 2004)), dall’altra la cronicizzazione

di tale attivazione puo diventare dannosa (Block M.L. ef al., 2007b).

Infatti, studi in vitro su co-colture neuroni-microglia hanno dimostrato che 1’attivazione
delle cellule microgliali conseguente a stimoli tossici, provoca il rilascio di fattori pro-
infiammatori che, a loro volta, innescano una lunga cascata segnalatoria che ha come
effetto finale quello di indurre la morte neuronale (Block M.L. et al, 2004). Queste
osservazioni sono state confermate da svariati studi sia su animali che nell’'uomo in cui ¢
stato visto come 1’esposizione ad inquinanti ambientali a livello cerebrale provochi un
aumento di CD-14, CD-68 e CD-163, (rispettivamente, co-recettore per il legame con 1
lipopolisaccaridi batterici, glicoproteina che lega le lipoproteine a bassa densita, recettore
per il complesso emo-aptoglobulina, tutti espressi sulla membrana di cellule appartenenti al
sistema immunitario) proprio in quelle aree cerebrali, (corteccia frontale, nervo vago e
substantia nigra) maggiormente interessate nella patologie degenerative (Calderon-

Garciduenas L. et al., 2008a; Calderon-Garciduenas L. et al., 2008b).

Oltre allo stadio attivato, la microglia ¢ caratterizzata da altri due stati di attivita; uno di

questi ¢ rappresentato dalla microglia “a riposo” il cui compito ¢ quello di sorvegliare e

27



1 - INTRODUZIONE

proteggere le aree neuronali circostanti da eventuali danni (Stollg G. et al., 1999).
Morfologicamente le cellule sono caratterizzate da un corpo cellulare piccolo da cui
emergono prolungamenti pit o meno ramificati che hanno il compito di scansionare
I’ambiente circostante. In risposta ad eventi traumatici o patologici, le cellule si attivano
assumendo un aspetto ameboide, che varia da una forma globulare e con pochi e corti
prolungamenti, nel caso la cellula stia svolgendo funzioni macrofagiche (Wake H. et al.,
2009), a quella globosa e priva di prolungamenti nel caso I’attivita si estrinsechi

principalmente nella secrezione di molecole pro-infiammatorie (figura 6).

Figura 6: rappresentazione schematica dei tre stadi microgliali. A sinistra, cellula microgliale “a riposo”
caratterizzata da numerosi prolungamenti ramificati. Nel centro, una cellula attiva “ameboide” con pochi
prolungamenti principalmente atti alla fagocitosi. A destra, cellula “attiva” non fagocitica caratterizzata
dall’assenza dei prolungamenti citoplasmatici ma in grado di produrre molecole pro-infiammatorie. Inoltre,

le cellule microgliali sono in grado di passare da uno stato all’altro come indicato dalle frecce.

E fondamentale sottolineare che I’importanza della microglia non si esplica solo quando si
trova nello stato attivato, ma che essa ha anche I’importante ruolo di mantenere I’omeostasi
neuronale quando si trova nello stato cosiddetto “a riposo”. Infatti, grazie ai numerosi
prolungamenti citoplasmatici possiede un’elevata mobilita (Nimmerjahn A. et al., 2005)
che le permette di stabilire contatti transienti con sinapsi, neuroni, astrociti e vasi sanguigni
(Wake H. et al., 2009). Quest’ultima caratteristica, accompagnata dal rilascio di fattori
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neurotrofici, rende la microglia fondamentale nella plasticita neuronale, nella neurogenesi
e nella formazione della memoria, come dimostrato in individui non affetti da patologie
neurodegenerative (Morris G.P. et al., 2013). A questo proposito, nel 2013 ¢ stato
evidenziato come I’invecchiamento di tale popolazione gliale sia implicato nel
deterioramento della plasticita sinaptica e nella diminuzione della connettivita neuronale

(Wong W.T., 2013).

Precedentemente infatti, alcuni ricercatori avevano messo in evidenza come la microglia
fosse in grado di fagocitare le connessioni sinaptiche deboli e/o inattive, favorendo cosi la
nascita di nuove connessioni e ridefinendo i circuiti neuronali (Schafer D.P. et al., 2012;

Paolicelli R. et al., 2011).

Considerando tutte le informazioni sopra descritte, ¢ abbastanza ragionevole dedurre che in
pazienti affetti da Alzheimer e DSA, danni alla connettivitd neuronale possano essere
causati dall’alterazione del complesso circuito che si stabilisce tra gli elementi della triade

neuroni-astrociti-microglia.

Durante le prime fasi dello sviluppo la microglia ha I’importante ruolo di controllare ed
eliminare le sinapsi che sono presenti in eccesso per stabilire una corretta connettivita
neuronale (Campbell G. ef al., 1992; Huberman A.D. et al., 2008; Tang G. et al., 2014).
Quest’ultima considerazione ci fa comprendere come nel DSA, una malattia fortemente
legata al neurosviluppo, il malfunzionamento microgliale causi uno squilibrio tra sinapsi
eccitatorie e sinapsi inibitorie, aggravando la malattia sino a livelli critici (Paolicelli R.C. et

al., 2011).

Suzuki e colleghi hanno inoltre dimostrato che la microglia ¢ particolarmente attiva in
alcune regioni encefaliche, quali il cervelletto e il giro del cingolo in soggetti affetti da

DSA (Suzuki K. et al., 2013).
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Considerando invece 1I’Alzheimer, durante la progressione della malattia ¢ stato visto un
aumento del numero di cellule microgliali attive. Tale attivazione sembra causata
dall’adesione tra la cellula di microglia e la porzione N-terminale delle proteine AP
(Kitazawa M. et al., 2004) e scaturisce dall’esigenza di eliminare le placche amiloidi che
vengono avvertite come strutture estranee. Una volta attivata, la microglia produce fattori
inflammatori come citochine, TNF-a, IL-1, IL-6, prostaglandine, che accelerano la
degenerazione e la morte neuronale per necrosi (McDonald D.R. et al., 1997; Block M.L.
et al., 2007a). L attivazione della risposta immunitaria in questo caso esita inevitabilmente
in apoptosi neuronale e deterioramento sinaptico promuovendo un decremento cognitivo

cronico e progressivo (Akiyama H. et al., 2000).

In letteratura sono presenti numerosi studi che sottolineano come il rilascio di questi fattori
pro-inflammatori sia particolarmente abbondante a livello della substantia nigra,
affliggendo di conseguenza i neuroni di natura dopaminergica. Questo ¢ il principale
motivo per cui molte cure prevedono I’impiego di farmaci che proteggano le cellule

dopaminergiche da morte per necrosi neuronale (Kurkowska-Jastrzebska 1. ef al., 2002).

Dr’altra parte pero, I’attivazione microgliale nella patologia di Alzheimer possiede anche
un’altra peculiarita: infatti essa ¢ adibita alla rimozione dei depositi delle proteine AP e a
secernere fattori neurotrofici per il sostentamento neuronale e la protezione cerebrale (Surh

Y.J. etal.,2009; D’Andrea M.R. et al., 2004; Koenigsknecht J. et al., 2004).

Inoltre, la microglia ¢ anche in grado di promuovere da parte del neurone la secrezione di
fattori di crescita in grado di promuovere la riparazione tissutale (Polazzi E. ef al., 2002) e
I’interazione con altre cellule del sistema immunitario a livello dell’area infiammata

(Raivich G. et al., 2004).

Spostando 1’attenzione sul morbo di Parkinson, per molti anni hanno avuto notevole
considerazione le ipotesi circa un coinvolgimento della componente microgliale. In

particolare, a livello della substantia nigra, 1’aumento dello stress ossidativo che si
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riscontra nei neuroni dopaminergici sembra essere causato dall’attivazione delle cellule
microgliali e quindi dal rilascio di molecole pro-infiammatorie che promuovono il
deterioramento progressivo del tessuto nervoso (Bronstein D.M. et al., 1995; Araki E. et
al., 2001; Liu B. et al., 2002; Qin L. et al., 2002). Questi dati sono stati ampiamente
confermati dal ruolo neuroprotettivo posseduto da stimoli e/o farmaci anti-inflammatori,
(Liu Y. et al., 2003; Qian L. et al, 2006; Qian L. et al., 2007)risultati molto efficaci
nell’inibire la progressione o addirittura nel revertire il corso della patologia (Rock R.B. et

al., 2006; Mosley R.L. et al., 2006).
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2 OBIETTIVO DELLA RICERCA

Lo scopo della ricerca proposta ¢ quello di determinare i meccanismi molecolari che
sottendono ai danni neuronali indotti dalla presenza di Cd, in modo da poter comprendere
come meglio contrastare la tossicita del metallo pesante. Inoltre, lo studio si propone di
valutare come altre componenti cellulari del sistema nervoso, in particolare la microglia,
possa essere di aiuto nel ristabilire la plasticita sinaptica contrastando la perdita di

connessioni interneuronali in un modello di studio in vitro.
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3 MATERIALI E METODI

3.1 LINEE CELLULARI

L’attivita di ricerca durante il periodo di dottorato si ¢ concentrata su tre differenti linee
cellulari del sistema nervoso: una linea cellulare neuronale (SH-SY5Y) e due linee cellulari
microgliali, una murina (BV-2) e I’altra umana (C13NJ) allo scopo di valutare I’azione

neuroprotettiva e neurotossica di alcune molecole.

3.1.1 SH-SY5Y

La linea cellulare continua SH-SYS5Y deriva da cellule di neuroblastoma umano,
rappresentativa di neuroni dopaminergici tipici dell’area nigro-striatale. Questa linea
cellulare, sebbene sia derivata da neuroblastoma, nel campo delle neuroscienze ¢
considerata un valido modello cellulare (Agholme L. et al., 2010). Infatti tali cellule non
solo rappresentano un ottimo strumento per studiare la biologia di malattie
neurodegenerative (Xie H.R. ef al., 2010) ma sono anche utilizzate per valutare gli effetti

neuroprotettivi di molte sostanze (Thapa A. et al., 2013).

Dal punto di vista morfologico (figura 7), la linea cellulare presenta le tipiche
caratteristiche dei neuroni in coltura, dotati di un corpo di forma poligonale, a volte
allungato/fusiforme, da cui emergono prolungamenti citoplasmatici pit 0 meno lunghi che
si distendono sul substrato per raggiungere i vicini gruppi di neuroni in modo da stabilire

multiple e talora complesse connessioni.
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ingrandimento totale 100x ingrandimento totale 200x

Figura 7: immagine digitale a contrasto di fase della linea cellulare SH-SY5Y. Barra = 100 um.

La linea cellulare ¢ stata acquistata dall’Istituto Zooprofilattico dell’Emilia e della
Romagna (Brescia) e all’arrivo in laboratorio ¢ stata espansa su capsule Petri (100 mm di
diametro) per poterne ottenere delle aliquote da crio-conservare in azoto liquido. La coltura
cellulare ¢ stata mantenuta nel suo terreno di crescita formato da 50 %DMEM/50% Ham’s
F12 (EuroClone S.p.A., Milano) con I’aggiunta di L-Glutammina 2 mM (Carlo Erba
Reagents, Milano) e 10% FBS (Foetal Bovine Serum - siero bovino fetale) (Carlo Erba
Reagents, Milano). Al raggiungimento della sub-confluenza (80% della superficie della
piastra) le cellule, una volta staccate dal substrato tramite una soluzione di Tripsina/EDTA
0,05%/0,02% (EuroClone S.p.A., Milano) sono state suddivise in rapporto 1:2 o 1:3 e
coltivate su nuovi supporti. Le cellule sono state mantenute in incubatore alla temperatura
di 37°C, 5% di CO; e in condizioni di atmosfera umidificata. Il terreno di coltura ¢ stato
rinnovato ogni 3-4 giorni. Al fine di condurre gli esperimenti, le cellule sono state staccate
dal substrato, contate mediante emocitometro e piastrate a densita differente a seconda

degli esperimenti.

Per valutare la vitalita cellulare, sono state piastrate 2x10* cellule per pozzetto su di un
multipozzetto da 96 pozzetti in un volume totale di 100 pl per pozzetto. Per quanto
riguarda invece le indagini di morfologia cellulare, il numero di cellule utilizzato ¢ stato di

103 cellule per vetrino copri-oggetto/pozzetto in un volume iniziale totale di 200 ul per
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vetrino. Infine, per valutare 1’espressione di specifiche proteine mediante la tecnica di
western blotting, & stato necessario utilizzare 107 cellule in piastre Petri da 100 mm di

diametro.

3.1.2 BV-2

La linea cellulare BV-2 ¢ stata ottenuta infettando con un retrovirus murino, utilizzato
come veicolo degli oncogeni v-raf e v-myc, colture cellulari primarie microgliali di topi
appena nati C57Bl/6 (Blasi E. et al, 1990). Nel nostro caso, la linea cellulare ¢ stata
acquistata dalla Banca Biologica e Cell Factory - Centro di Risorse Biologiche-IRCCS
Azienda Ospedaliera Universitaria, San Martino - IST - Istituto Nazionale per la Ricerca
sul Cancro (Genova), ed ¢ stata scelta in base ai dati riportati in letteratura (Lin Y.C. et al.,
2007; Gibbons H.M. et al., 2006). Morfologicamente la linea cellulare presenta tutte le
caratteristiche proprie della microglia in cui sono apprezzabili le cellule “a riposo”
particolari per la presenza di estroflessioni citoplasmatiche pit 0 meno ramificate (figura

8).

ingrandimento totale 100x ingrandimento totale 200x

Figura 8: immagine digitale a contrasto di fase della linea cellulare BV-2. Barra = 100 um.
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La quota di cellule ramificate presenti nella coltura ¢ esigua poiche, anche in assenza di
stimolo, come riportato in letteratura, le cellule microgliali risultano in uno stato

parzialmente attivato.

La linea cellulare ¢ mantenuta in terreno di crescita completo composto da RPMI 1640
(EuroClone S.p.A., Milano), L-Glutammina 2 mM e 10% FBS; all’arrivo in laboratorio ¢
stata espansa su capsule Petri (100 mm di diametro) per poterne ottenere delle aliquote da
crio-conservare. La linea cellulare ¢ stata mantenuta in incubatore alla temperatura di
37°C, 5% di COz e in condizioni di atmosfera umidificata. Le caratteristiche di questa linea
cellulare sono quelle di crescere in semi-sospensione e di possedere un alto tasso di
duplicazione, tanto da richiedere dei passaggi 1:2 o 1:3 ogni due/tre giorni in nuove piastre.
Al fine di valutare gli effetti di alcune sostanze sulla vitalita cellulare, sono state piastrate
3x10° BV-2 in ciascun pozzetto di un multipozzetto da 96 pozzetti in un volume totale di
100 pl per pozzetto. Per quanto riguarda la valutazione della proliferazione mediante
colorazione vitale Trypan Blue, sono state utilizzate 10° cellule per punto sperimentale,
piastrate nei pozzetti di un multipozzetto da 6 pozzetti in un volume totale di 1 ml. Le
osservazioni al microscopio ottico dopo colorazione citologica con ematossilina/eosina,
hanno richiesto un numero pari a 3x10* cellule su vetrino copri-oggetto/pozzetto in un
volume 1iniziale totale di 200 ul su ciascun vetrino. Invece, 4x10° cellule, che
corrispondono ad uno stato di confluenza sulla superficie di una piastra Petri di 100 mm di
diametro, sono state utilizzate per poter valutare I’espressione di proteine specifiche, come

ad esempio marcatori di attivazione microgliale, mediante western blotting.

3.1.3 CI3NJ

Poiché la linea cellulare BV-2 ¢ di origine murina, e poiché il passo successivo alla

valutazione degli effetti di alcuni stimoli sulle due linee cellulari ci ha portato ad effettuare
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una co-coltura neuroni-microglia, si € reso necessario cercare una linea cellulare

microgliale umana.

La linea cellulare C13NJ (Peudenier S. et al., 1991), gentilmente donata dal Dott. Jean
Mazella (Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire, Centre National de la
Recherche Scientifique, Université de Nice-Sophia Antipolis, Valbonne, Francia), ¢ stata
mantenuta in DMEM, L-Glutammina 2 mM, 10% FBS con ’aggiunta di antibiotici
(penicillina-streptomicina) all’1% (Carlo Erba Reagents, Milano). La linea cellulare
prevede cambiamenti di terreno di coltura ogni 2 giorni e passaggi 1:2 su nuove piastre
quando la superficie cellulare ricopriva 1’80% del substrato. Le cellule, come di consueto,
sono state mantenute in incubatore a 37°C 5% CO; e atmosfera umidificata. Dal punto di
vista morfologico (figura 9) la linea cellulare microgliale umana non rispecchia le
caratteristiche microgliali comunemente descritte per le linee murine; in questo caso infatti
non sono distinguibili le tre differenti tipologie di microglia come invece lo erano per la

linea cellulare microgliale murina.

ingrandimento totale 100x ingrandimento totale 200x

Figura 9: immagine digitale a contrasto di fase della linea cellulare C13NJ. Barra = 100 um.

Tutte le cellule presentano un aspetto prevalentemente fusiforme con pochi e corti
prolungamenti citoplasmatici che certamente non riflette la tipica morfologia microgliale.

Per i saggi di vitalita cellulare sono state necessarie 10* cellule per pozzetto di un
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multipozzetto da 96 pozzetti in un volume totale di 100 pl per pozzetto. La proliferazione
cellulare mediante colorazione vitale Trypan Blue ha richiesto la piastratura di 10°
cellule/pozzetto per punto sperimentale, utilizzando un multipozzetto da 6 pozzetti in un
volume totale di 1 ml. Per quanto riguarda invece le analisi di morfologia cellulare sono
state necessarie 5x10* cellule per vetrino copri-oggetto/pozzetto in un volume iniziale
totale di 200 pl. L analisi dell’espressione proteica mediante western blotting ha richiesto
invece, ancora una volta, la confluenza cellulare sul substrato che si raggiunge quando le

cellule sono in numero di 4x10°.

3.2 STIMOLI

Cloruro di cadmio - CdCly: si tratta di un sale di Cd che ¢ stato acquistato dalla ditta
Sigma Aldrich (Milano) disciolto in 1 ml di soluzione fisiologica alla concentrazione di 0,1
M, sterile. Le differenti diluizioni sono state eseguite in PBS (Phosphate Buffer Saline -
tampone fosfato salino); lo stesso volume ¢ stato aggiunto ai punti sperimentali di controllo

corrispondenti a cellule non trattate.

Cloruro di zinco - ZnCly: anche il sale di Zn ¢ stato acquistato dalla ditta Sigma Aldrich
(Milano) ed ¢ arrivato disciolto in 50 ml di soluzione fisiologica sterile alla concentrazione
di 0,1 M. Le differenti diluizioni, necessarie per i punti sperimentali degli esperimenti,
sono tutte state eseguite in PBS sterile sino ad ottenere le concentrazioni desiderate nelle

differenti prove.

Cannabidiolo — CBD: i1 CBD ¢ stato acquisito dalla ditta Sigma Aldrich (Milano) ed ¢
arrivato in polvere da sospendere in Etanolo (EtOH). Le concentrazioni necessarie, una
volta ottenuta una concentrazione di partenza di 32 mM in EtOH e filtrata con filtri di

porosita 0,2 pm, sono state effettuate in PBS sterile in modo tale da ridurre al minimo le

38



3 —MATERIALI E METODI

tracce di EtOH che avrebbe potuto interferire con la vitalita cellulare e con le altre

valutazioni da noi effettuate.

Selenito di sodio - Na;SeQa: si tratta di un sale selenio (Se) acquistato dalla Sigma Aldrich
(Milano). Il Na,SeOs ¢ arrivato in polvere che ¢ stata prima diluita in PBS, poi filtrata con
filtri di porosita 0,2 pm, e successivamente diluita nuovamente in PBS sterile sino ad

ottenere le concentrazioni idonee per condurre gli esperimenti.

Vitamin D Binding Protein-Oleaic Acid - VDBP-OA: si tratta della proteina di legame
della vitamina D con I’aggiunta dell’Acido Oleico (OA, Oleic Acid) cui ¢ stato
complessato al fine di poterne aumentare la stabilita a livello della membrana plasmatica
ed aumentare ’effetto di attivatore macrofagico (Williams M.H. et al., 1988; Camell C. et
al.,2013). La molecola ¢ stata acquistata dalla ditta ImmunoBiotech Ltd. (Guernesey, UK)
ed ¢ arrivata in laboratorio sterile, diluita in PBS alla concentrazione di 8 nM. Per tale
motivo la concentrazione massima che ¢ stata utilizzata negli esperimenti era di 800 pM.

Tutte le diluizioni sono state effettuate in PBS sterile.

3.3 SAGGIO DI VITALITA CELLULARE (WST-8)

Per valutare la tossicita o la neuro-protezione delle molecole sopra elencate, ¢ stato deciso
di impostare un saggio di vitalita cellulare che consiste nell’utilizzo di un sale di tetrazolio
2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitro-phenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H (WST-8) che
viene ridotto dall’attivita delle deidrogenasi cellulari totali a formazano, un prodotto
cromogenico artificiale il cui colore vira dal giallo all’arancio intenso a seconda della
attivita metabolica delle cellule oggetto dell’analisi. Il saggio, che consiste in una soluzione
di 5 ml di colore rosa contenente il sale di tetrazolio (WST-8), ¢ stato acquistato dalla ditta
Sigma Aldrich (Milano). Al fine di valutare l’attivitd metabolica delle differenti linee

cellulari in presenza dei diversi stimoli, le cellule sono state prima staccate dal loro
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substrato, poi sono state contate mediante emocitometro ed un numero adeguato ¢ stato
piastrato in ciascun pozzetto di un multipozzetto da 96 pozzetti in modo da ottenere 5
replicati per ciascun punto sperimentale. Passate 24 ore dalla piastratura delle linee
cellulari nell’appropriato terreno di crescita, il tempo necessario alle cellule per aderire al
substrato dei pozzetti, il terreno di coltura ¢ stato sostituito con del terreno di starvazione,
cio¢ terreno completo di crescita privo di FBS, che ¢ stato lasciato per 24 ore in modo da
indurre le cellule ad arrestare la loro progressione nel ciclo cellulare. Le 24 ore di
starvazione hanno caratterizzato tutti gli esperimenti qui riportati prima di effettuare
qualsiasi tipo di stimolazione sulle diverse linee cellulari. Dopo il periodo di starvazione, le
cellule sono state trattate con i differenti stimoli a differenti concentrazioni per 24 e/o 48

ore a seconda della tipologia di esperimento.

Per quanto riguarda gli esperimenti di vitalita cellulare impostasti per indagare gli effetti
neuroprotettivi di ZnCly, CBD, Na;SeO3; e VDBP-OA nei confronti di CdCl,, questi sono
stati aggiunti al terreno di starvazione 24 ore prima che fosse aggiunto il CdCl e
mantenuto per la durata di 24 ore; in tal modo, gli stimoli neuroprotettivi sono rimasti nel
terreno di starvazione per un totale di 48 ore. Al termine di ciascun trattamento, il terreno
di starvazione contenente i differenti stimoli, ¢ stato sostituito con del nuovo terreno di
starvazione nel volume finale di 100 pl a cui sono stati aggiunti 10 pl di soluzione
cromogena WST-8. Il multipozzetto cosi allestito & stato posto in incubatore alla
temperatura di 37°C. Dopo 3 ore di incubazione, il multipozzetto da 96 pozzetti ¢ stato
alloggiato all’interno di un fotometro MULTISCAN FC (Thermo Scientific, Milano) con
filtro posizionato alla lunghezza d’onda di 450 nm. L’assorbanza (O.D. - Optical Density)
¢ stata letta direttamente dallo strumento che ha registrato i dati per ciascun pozzetto.
Ciascun punto sperimentale ¢ stato effettuato in quintuplicato, e ciascun esperimento ¢

stato ripetuto tre volte.
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3.4 TRYPAN BLUE — PROLIFERAZIONE CELLULARE

Poiché il test di vitalita cellulare ¢ molto spesso utilizzato come saggio di proliferazione
cellulare, ¢ stato deciso di verificare se un aumento della vitalita cellulare fosse dovuto ad
un aumento del numero di cellule oppure ad un aumento dell’attivita metabolica delle
stesse. A questo proposito un incremento di vitalita cellulare/attivita metabolica puo essere
dovuto ad un differenziamento della linea cellulare oltre che ad una proliferazione
cellulare. A questo scopo, le cellule sono state prima staccate dal substrato su cui sono
state fatte crescere in terreno di crescita completo, sono state contate mediante
emocitometro e sono state piastrate in dei pozzetti di un multipozzetto da 6 in terreno di
crescita completo. Passate 24 ore, le cellule hanno subito il processo di starvazione e
successivamente, sempre in terreno di starvazione, sono state stimolate. Dopo 24 o 48 ore
di trattamento, il terreno di starvazione contenente gli stimoli ¢ stato rimosso, le cellule
sono state staccate dai substrati mediante una soluzione di Tripsina/EDTA e risospese in 1
ml di volume di terreno di starvazione. Un’aliquota ¢ stata prelevata dalla sospensione
cellulare e miscelata in una provetta da 2 ml con uno stesso volume di colorante vitale
Trypan Blue (Sigma Aldrich, Milano). Dopo 1 minuto circa, il tempo necessario al
colorante di penetrare la membrana delle cellule morte, ¢ stato contato il numero di cellule
vive mediante emocitometro (figura 10). Ciascun punto sperimentale ¢ stato effettuato in

duplicato, e ciascun esperimento ¢ stato ripetuto tre volte.
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Figura 10: conteggio cellulare mediante colorante vitale Trypan Blue. Immagini a contrasto di fase di
sospensione cellulare posizionata su emocitometro. Sono evidenti cellule morte, colorate in blu (teste di

freccia blu) e cellule vive rifrangenti (frecce bianche). Barra = 100 um.

3.5 MORFOLOGIA CELLULARE

Al fine di valutare la morfologia cellulare mediante I’ausilio della microscopia ottica, ¢
stata effettuata una colorazione citologica con ematossilina-eosina. Dopo aver staccato le
cellule dal substrato su cui precedentemente erano state fatte crescere, queste sono state
contate ed un numero adeguato ¢ stato sospeso in un volume totale di terreno completo di
200 pl. Con I’ausilio di una micropipetta, la sospensione cellulare ¢ stata distribuita solo
sulla superficie del vetrino copri-oggetto sterile precedentemente alloggiato nei pozzetti di
un multipozzetto da 6 pozzetti. Passate circa 8 ore, in modo da permette alle cellule di
aderire al vetrino, ¢ stato aggiunto il restante (800 pl) terreno completo fino al
raggiungimento di 1 ml totale di soluzione appropriata alla linea cellulare in esame. Il
giorno seguente, alle cellule ¢ stato sostituito il terreno completo con il terreno di
starvazione. Passate 24 ore, gli stimoli sono stati aggiunti a del nuovo terreno di
starvazione per 24 e/o 48 ore a seconda delle esigenze sperimentali. Al termine della
stimolazione, il terreno di starvazione contenente 1 vari stimoli € stato rimosso € sono stati
eseguiti due lavaggi sequenziali in PBS. Rimosso il PBS, ad ogni vetrino copri-

oggetto/pozzetto ¢ stato aggiunto 1 ml di paraformaldeide (PFA) allo 0,5% che ¢ stata

42



3 —MATERIALI E METODI

lasciare agire per 10 minuti. La PFA 0,5% ¢ stata cosi rimossa dai vetrini copri-
oggetto/pozzetti, ed ulteriori due lavaggi in PBS sono stati effettuati. La procedura di
fissazione ¢ terminata lasciando asciugare i vetrini, inclinati di 45° su carta assorbente, a
temperatura ambiente sotto cappa chimica. I vetrini cosi manipolati possono essere
conservati a -20°C. Al momento della colorazione con ematossilina-eosina, i vetrini sono
stati lasciati a temperatura ambiente per 10 minuti e successivamente ¢ stata seguita una
procedura standard di colorazione definita nei seguenti passaggi eseguiti sotto cappa

chimica:
> acqua distillata (3-5 secondi);
» ematossilina (6 minuti);
» acqua corrente (5 minuti);
> acqua distillata (3-5 secondi);
» eosina (3 minuti);
» alcol 80% (3 secondi);
» alcol 95% (3 secondi);
» alcol 100% (3 secondi);
» xilolo (3 secondi).

I vetrini a questo punto sono stati sovrapposti a dei vetrini porta-oggetto, in modo che le
cellule si trovassero tra le due superfici di vetro, e fatti aderire tra loro mediante balsamo
del Canada (Carlo Erba Reagents, Milano). I vetrini cosi montati sono stati lasciati ad
asciugare a temperatura ambiente tutta la notte ed il giorno seguente sono stati osservati al
microscopio ottico Zeiss Axioskop 20 (Carl Zeiss S.p.A., Milano); grazie all’ausilio di una
fotocamera digitale Nikon Coolpix 990 (Nikon Instrument, Milano) connessa al

microscopio sono state acquisite immagini a differenti ingrandimenti.
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3.6 WESTERN BLOTTING

Per poter determinare 1’espressione di specifiche proteine intracellulari, si ¢ resa necessaria
la tecnica del western blotting. Le cellule, dopo essere state staccate dal substrato e contate,
sono state piastrate in terreno completo, alla densita desiderata, su dei nuovi supporti di
una piastra Petri da 100 mm di diametro. Il giorno successivo hanno subito il processo di
starvazione e successivamente le differenti linee cellulari sono state stimolate con
differenti sostanze a varie concentrazioni per 24 e/o 48 ore di trattamento. Terminato il
periodo di stimolazione, le cellule sono state staccate mediante uno scraper e sono state
raccolte con il proprio terreno di starvazione, contenente i differenti stimoli, in delle
provette da 15 ml. La sospensione cellulare ¢ stata centrifugata per 10 minuti, a 1.000 rpm,
a temperatura ambiente. Il sovranatante ottenuto ¢ stato rimosso ed ¢ stato effettuato un
lavaggio in PBS al fine di rimuovere i possibili residui di stimolo e di terreno di
starvazione. La nuova sospensione cellulare, in PBS, ¢ stata nuovamente centrifugata per
10 minuti, a temperatura ambiente, a 1.000 rpm. Il sovranatante ¢ stato nuovamente
rimosso ed il pellet ottenuto ¢ stato trattato con una soluzione di tampone di lisi a pH 7
(composto da: Tris 50 mM pH 7 — NaCl 150 mM — Triton X-100 1% — EDTA 1,5 mM —
SDS 0,25 mM) con I’aggiunta di una miscela di inibitori di proteasi (Protease inhibitors
cocktail — 100x solution, Sigma Aldrich, Milano). La soluzione, 200 pl per ciascun punto
sperimentale/pellet, ¢ stata lasciata agire per 30 minuti in delle provette da 2 ml agitandole
mediante vortex ogni 5 minuti. Al termine dei 30 minuti, I’omogenato ¢ stato sottoposto a
centrifugazione a 12.000 rpm, per 10 minuti, alla temperatura di 4°C. Al termine della
centrifugazione, il pellet ¢ stato scartato ed il sovranatante ¢ stato analizzato con il metodo
Bradford (Bradford M.M., 1976) per determinare la concentrazione proteica del lisato
cellulare. Una volta ottenuta la concentrazione proteica del lisato cellulare, una
concentrazione uguale di proteine (30 pg) ¢ stata aggiunta ad una soluzione tampone

(Sample Buffer, contenente: Tris 250 mM - Glicerolo 20% — SDS 8% - B-
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Mercaptoetanolo 20% — Blu di Bromofenolo — acqua distillata). Quindi la soluzione ¢ stata
caricata nei pozzetti di un gel al 12% di poliacrilammide (acrylamide/bis-acrylamide 30%
solution, Sigma Aldrich, Milano) precedentemente preparato mediante gli appositi supporti
della camera per corsa elettroforetica (Bio-Rad Laboratories S.r.1., Milano) ed immerso in
una soluzione tampone (Tris 250 mM — Glicina 2 M — SDS 10% — acqua distillata). La
corsa elettroforetica ¢ stata effettuata a 120 volts per 1 ora e 30 minuti circa al termine
della quale le proteine sono state trasferite su di una membrana di nitrocellulosa (Porablot
NPC; Macherey-Nagel, Carlo Erba Reagents, Milano) (figura 11). Il trasferimento ¢ stato
effettuato in tampone Tris 125 mM — Glicina 960 mM — Metanolo 10% — acqua distillata, a

100 volts, per 1 ora.

Figura 11: a destra, proteine distribuite lungo il gel di acrilamide al 12% e messe in risalto dopo
colorazione con Blue Comassie. A sinistra, proteine trasferite sulla membrana di nitrocellulosa e messe in

evidenza dalla colorazione con Rosso Ponceau.

Una volta trasferite le proteine sulla membrana di nitrocellulosa, questa ¢ stata immersa in
una soluzione di BSA (Bovine Serum Albumin — albumina di siero bovino) al 5% in TBS-
Tween (Tris-Buffered Saline — soluzione salina tamponata con Tris contenente Tween-20
allo 0,1%), in modo tale da bloccare tutti i siti aspecifici. La membrana ¢ stata
successivamente incubata a 4°C per tutta la notte con una soluzione di anticorpi primari

specifici per GAP-43 (neuromodulina) e B7-2 (CD86) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
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Cruz, CA, USA) alla diluizione di 1:1.000 in BSA 5%. Il giorno successivo, la soluzione
contenente 1’anticorpo primario ¢ stata scartata e sono stati eseguiti 3 lavaggi sequenziali in
TBS-Tween per rimuovere I’anticorpo primario in eccesso. Al termine dei lavaggi, alle
membrane ¢ stato aggiunto ’anticorpo secondario goat anti-mouse HRP (Horse-Radish
Peorxidase) IgG (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) alla diluizione 1:5.000
in TBS-Tween. Dopo un’incubazione di 1 ora a temperatura ambiente, 1’anticorpo
secondario ¢ stato scartato e sono stati seguiti tre lavaggi sequenziali in TBS-Tween, ed un
ultimo lavaggio in TBS. Le membrane cosi trattate sono state incubate per 5 minuti con
una soluzione di substrato chemioluminiscente (Amersham ECL Plus Western Blotting
Detection Reagent, EuroClone S.p.A., Milano) che, ossidato dall’enzima HRP, emette
luce. La luce emessa ¢ rivelata esponendo la membrana di nitrocellulosa ad una lastra
autoradiografica (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Sigma Aldrich, Milano). Le
lastre sono state quindi sviluppate, sciacquate in acqua corrente, asciugate e le lastre
impressionate sono state scansionate. L’analisi densitometrica delle bande ¢ stata compiuta
mediante il  software ImageJ (ImageJ; National Institutes of Health;
http://imagej.nih.gov/ij, 1.47t). 1 risultati ottenuti sono stati riportati come istogrammi.

Ciascun esperimento di western blotting ¢ stato ripetuto 3 volte.

3.7 CO-COLTURA NEURONI/MICROGLIA

Le analisi morfologiche di co-coltura sono state ottenute mettendo insieme due linee
cellulari, quella neuronale umana SH-SYSY, e quella microgliale murina BV-2. Per tale
scopo, dopo avere staccato le cellule dai substrati su cui erano state fatte crescere, e dopo
averne contato il numero, sono state unite nella stessa soluzione di terreno completo
(composto da: DMEM, L-Glutammina 2 mM, FBS 10%) in rapporto 1:10, rispettivamente
BV-2 (10.000 cellule) ed SH-SY5Y (100.000 cellule). La notevole differenza nel numero
di cellule piastrate per la co-coltura, si ¢ resa necessaria per il fatto che le cellule
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microgliali si moltiplicano molto piu velocemente rispetto alla linea cellulare neuronale. La
sospensione contenente le due linee cellulari in rapporto 1:10 (BV-2:SH-SYS5Y) ¢ stata
piastrata su dei vetrini copri-oggetto sterili alloggiati all’interno dei pozzetti di un
multipozzetto da 6 pozzetti in un volume totale di 200 pl. Dopo circa 8 ore, alle cellule ¢
stato aggiunto del terreno di crescita completo (800 pl) per raggiungere il volume totale di
1 ml. Il giorno successivo le cellule hanno subito il processo di starvazione a cui ¢ seguita
la stimolazione per 24 e/o 48 ore. Terminato il periodo di stimolazione, il terreno di
starvazione contenente i diversi stimoli ¢ stato scartato e sono stati effettuati due lavaggi
sequenziali in PBS. A seguire le cellule sono state fissate su vetrino copri-oggetto con PFA
0,5% per 10 minuti e, successivamente alla fissazione, altri due lavaggi in PBS sono stati
eseguiti in modo tale da eliminare qualsiasi residuo di PFA 0,5%. I vetrini sono stati cosi
fatti asciugare a temperatura ambiente, inclinandoli di 45° su carta assorbente, per 1 ora e
quindi conservati a -20°C. La colorazione citologica con ematossilina-eosina ¢ stata
eseguita ricalcando la procedura sperimentale standard descritta nella sezione “3.5 -
Morfologia cellulare”. Una volta allestiti i vetrini di co-coltura, questi sono stati osservati
al microscopio ottico catturando immagini dei campi piu rappresentativi mediante

fotocamera digitale connessa al microscopio ottico.

3.8 ANALISI STATISTICA

Tutti 1 dati riportati in questo studio sono espressi come media + S.E.M. (Standar Error of
the Mean — errore standard della media) come indicato nelle legende delle figure relative.
Per determinare differenze statisticamente significative tra i risultati ottenuti, il # di Student
¢ stato applicato in tutte le valutazioni sperimentali. Il p<0,05 ¢& stato considerato

statisticamente significativo.
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4 RISULTATI

4.1 CLORURO DI CADMIO (CdcCly)

L’azione neurotossica del CdCl, ¢ stata valutata sulla linea cellulare SH-SYS5Y, neuroni
umani dopaminergici. Nella prima fase dello studio il danno cellulare ¢ stato valutato in
termini di vitalita ed attivita metabolica trattando le cellule SH-SY5Y con dosi crescenti di
CdCl; per 24 ore. I risultati, riportati in figura 12, hanno evidenziato come le cellule siano
suscettibili alla presenza del metallo pesante e come la loro vitalita diminuisca in maniera
dose-dipendente all’aumentare della concentrazione di CdCl> presente nel terreno di
starvazione. Dall’istogramma si evince inoltre come la concentrazione di CdCl 10 uM sia
tossica per le cellule, in quanto ne abbassa I’attivita metabolica, ma non letale. Questo
punto puo essere reso ancora piu evidente da un’attenta analisi morfologica. A tale scopo,
le cellule sono state piastrate su vetrini copri-oggetto di dimensioni idonee per essere
alloggiati all’interno di pozzetti di un multipozzetto da 6 pozzetti; quindi, dopo avere fatto
aderire le cellule al substrato le abbiamo trattate con le stesse concentrazioni crescenti di
CdCl e successivamente fissate in PFA 0,5%. Le immagini, a differenti ingrandimenti,
sono state catturate mediante I’ausilio di una fotocamera digitale connessa al microscopio
ottico (figura 13). La valutazione morfologica ha messo in evidenza come danni cellulari
siano gia riscontrabili a carico del citoplasma e della membrana plasmatica dopo un
trattamento di 24 ore con CdCl> 10 uM. Sono infatti ben riconoscibili detriti cellulari (teste
di freccia bianche) e cellule altamente danneggiate in particolare a carico della membrana
plasmatica (teste di freccia nere). A questa concentrazione di CdCl, che ¢ possibile
definire sub-letale, sono comunque ancora presenti cellule che hanno mantenuto la tipica
morfologia poligonale delle cellule di controllo, non trattate, caratterizzate dalla presenza
di prolungamenti citoplasmatici che protrudono dai corpi cellulari (frecce nere). Le

tipologie di alterazioni citoplasmatiche sopra descritte, si possono riscontrare a maggior
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ragione su cellule trattate con CdCl> 20 pM dove, tra I’altro, la presenza di detriti cellulari
(teste di freccia bianche) e di cellule danneggiate e prive di prolungamenti risulta essere
maggiore. Come atteso e come evidenziato dai saggi di vitalita cellulare, all’aumentare
della concentrazione del metallo pesante si assiste ad una significativa riduzione del
numero di cellule adese al substrato mentre quelle ancora adese mostrano alterazioni molto
marcate. [ risultati ottenuti sia dall’attivitd metabolica che dalla analisi morfologica ci
hanno fatto scegliere per le nostre indagini come concentrazione ottimale di CdCl> quella
10 uM, cio¢ una dose in grado di danneggiare le cellule ma non cosi tanto come osservato
a concentrazioni piu elevate. Tale scelta inoltre ¢ in accordo con quanto riscontrato in
letteratura (Chen L. et al., 2008a; Chen L. et al., 2008b) ¢ si colloca nell’ambito della dose

tollerabile per I’'uomo (0,1 pg/Kg/giorno).
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Figura 12: saggio di vitalita cellulare (WST-8) su linea cellulare SH-SY5Y trattata per 24 ore con dosi
crescenti di CdClz. I risultati mostrano come la vitalita cellulare e di conseguenza I’attivita metabolica
diminuiscano in modo dose-dipendente all’aumentare della concentrazione di CdCl.. I risultati sono espressi

come media + S.E.M.. *p<0,05. Ciascun punto sperimentale ¢ stato effettuato in quintuplicato.
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Figura 13: immagini di microscopia ottica. Colorazione citologica con ematossilina-eosina sulla linea
cellulare SH-SYSY trattata per 24 ore con dosi crescenti di CdCl.. La diminuzione del numero di cellulle
all’aumentare della concentrazione di CdCl: é chiaramente visibile. Inoltre é possibile notare, nei punti
sperimentali CdCl> 10-20 uM una diminuzione del numero dei prolungamenti citoplasmatici (connessioni
intercellulari) rispetto alle cellule non trattate (sinistra). Cellule morte di forma rotondeggiante e con
visibile deterioramento dei contorni cellulari sono rappresentate nei restanti pannelli, relativi a CdCl> 50-70

uM. Barra = 100 um.

4.2 CLORURO DI ZINCO (ZnCly)

Come noto dalla letteratura scientifica (Chan H.M. et al., 1993; Nordberg M., 1984), uno
dei meccanismi utilizzati per rimuovere 1 metalli pesanti dall'ambiente intracellulare sono
le metallotioneine. Le metallotioneine di tipo III sono presenti a livello neuronale, e poiché
sono ricche in Zn, ¢ stato valutato anzitutto quali fossero le concentrazioni non tossiche per
la linea cellulare SH-SYSY effettuando una curva dose risposta. Un accurato studio della
letteratura scientifica ci ha consentito di individuare le concentrazioni di ZnCl» da
utilizzare sulla linea cellulare SH-SYSY. Dai risultati di vitalita cellulare ¢ emerso che le
dosi utilizzate non modificano in modo significativo la vitalita cellulare in confronto alle
cellule di controllo, non trattate (figura 14). E comunque necessario aggiungere che la
concentrazione di ZnCly 70 puM, seppur in modo non significativo, tende ad abbassare
l'attivita metabolica delle SH-SY5Y che diminuisce significativamente a concentrazioni

maggiori come atteso dalla curva dose risposta (dati non mostrati). Tali risultati sono stati
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confermati da analisi al microscopio ottico sia a contrasto di fase sia dopo colorazione con
ematossilina-eosina; in entrambi i casi l'aspetto morfologico della linea cellulare rimane
inalterato rispetto al punto sperimentale di controllo rappresentato da cellule non trattate,
(dati non mostrati). Anche in questo caso le cellule sono state esposte alle differenti

concentrazioni di ZnCly per 24 ore.
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Figura 14: saggio di vitalita cellulare (WST-8) sulla linea cellulare SH-SY5Y trattata per 24 ore con dosi
crescenti di ZnCl». L’istogramma evidenzia come la vitalita cellulare dei neuroni trattati con ZnCl> non sia
alterata rispetto al punto sperimentale di controllo dopo 24 ore di stimolazione. I risultati sono espressi
come media + S.E.M.. Ciascun punto sperimentale é stato effettuato in quintuplicato. L aspetto morfologico
della linea cellulare rimane inalterato rispetto al punto sperimentale di controllo, rappresentato da cellule

non trattate (dati non mostrati).

Dai risultati sopra descritti, abbiamo deciso di utilizzare la concentrazione di ZnCl, 50 uM
come pre-trattamento sulla linea cellulare neuronale seguito da un trattamento con CdClx
10 uM, dose sub-letale che danneggia le cellule sia dal punto di vista metabolico (figura
12) che da punto di vista morfologico (figura 13). Dopo aver pre-trattato le cellule per 24
ore con ZnCl> 50 uM e dopo aver aggiunto al terreno di starvazione CdCl> 10 uM, ¢ stata
valutata la vitalita cellulare delle SH-SYSY. I risultati emersi dal saggio hanno messo in

evidenza come lo ZnCl, alla concentrazione di 50 pM riesca a prevenire in modo
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significativo 1 danni metabolici a cui le cellule vanno incontro quando trattate con il solo
CdCl, 10 uM per 24 ore (figura 15, pannello A). E infatti evidente come il pre-trattamento
con ZnClz 50 uM non permetta al CdCl, di interagire con i meccanismi biomolecolari delle
cellule SH-SYSY portando 1 livelli di vitalita cellulare statisticamente sopra quelli del
punto sperimentale CdCl, 10 uM e molto vicini al livello di controllo corrispondente alle
cellule non trattate. Questo dato ¢ stato confermato dall’analisi di morfologia cellulare
(figura 15, pannello B). Come precedentemente osservato in figura 13, le cellule trattate
con CdCl> 10 uM presentano alterazioni morfologiche importanti (teste di freccia nere); in
particolare si osserva una perdita di prolungamenti citoplasmatici con conseguente
scomparsa dei classici circuiti neuronali, osservabili anche in studi in vitro (Pak E.J. et al.,
2014). D’altra parte, lo ZnCl, alla concentrazione di 50 pM non altera l'aspetto
morfologico delle SH-SYS5Y in confronto al punto di controllo delle cellule non trattate.
Quando il CdCl, viene aggiunto al terreno di starvazione assieme allo ZnCl, e dopo che
questo era gia presente nelle 24 ore precedenti, il metallo pesante non intacca I’aspetto
morfologico delle cellule. Infatti lo ZnCl> previene e contrasta gli effetti tossici del CdCl,
mantenendo le cellule di forma poligonale con citoplasma ampio e non alterato, la
membrana compatta e la presenza di prolungamenti citoplasmatici (frecce nere) ¢
apprezzabile ed in misura visibilmente superiore rispetto al punto sperimentale in cui le

cellule erano state trattate con CdCl, 10 pM per 24 ore.
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Figura 15: saggio di vitalita cellulare (WST-8) (pannello A) e analisi di microscopia ottica (pannello B)
della linea cellulare SH-SYSY trattata con CdCl> 10 uM dopo pre-trattamento con ZnClz 50 uM. E evidente
come la linea cellulare neuronale sia protetta dallo ZnCl: dai danni indotti dal metallo pesante sia dal punto
di vista metabolico (pannello A), sia dal punto di vista morfologico (pannello B). I risultati sono espressi
come media + S.E.M.. *p<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo; **p<0,05 rispetto al punto

sperimentale CdCl> 10 uM. Ingrandimento totale 200x; barra = 100 um.

Per confermare se lo ZnCl; ¢ in grado di revertire gli effetti tossici del CdCl> ed in
particolare se ¢ in grado di conservare I’integrita dei prolungamenti citoplasmatici che

mantengono le connessioni tra i neuroni, ¢ stato deciso di valutare la presenza di proteine
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specifiche presenti a livello dei coni assonici delle cellule nervose ed in particolare ci
siamo concentrati sulla neuromodulina (Growth-Associated Phosphoprotein 43, GAP-43).
Si tratta di un marcatore della plasticita sinaptica poich¢ ha un ruolo chiave nella
generazione dei neuriti durante lo sviluppo; infatti la sua espressione aumenta durante la

crescita o rigenerazione neuritica.

A questo scopo le cellule hanno subito lo stesso trattamento dei precedenti esperimenti sia
per durata che per concentrazione degli stimoli ed i risultati del western blotting (figura 16)
hanno confermato le osservazioni ottenute dalle analisi morfologiche al microscopio ottico.
I1 CdCl; 10 uM, come atteso, dopo solo 24 ore di trattamento ¢ in grado di diminuire la
presenza della proteina GAP-43 all’interno dei neuroni SH-SYSY in maniera
statisticamente significativa. Dall’altra parte, lo ZnCl> 50 uM non sembra aumentare o
diminuire la presenza di questa proteina rispetto al punto di controllo, cellule non trattate.
Lo ZnCl; pero ¢ in grado di prevenire la perdita di GAP-43 dal cono assonico quando le
cellule vengono trattate con il CdCly; infatti, la presenza della proteina aumenta
significativamente rispetto al punto sperimentale trattato con CdCl> 10 uM riportando 1

livelli della proteina a quelli di controllo.
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Figura 16: espressione di GAP-43 mediante analisi di western blotting sulla linea cellulare SH-SY5Y. 1l
CdCl: 10 uM inibisce significativamente [’espressione della proteina, i cui livelli sono paragonabili a quelli
di controllo quando la linea cellulare € pre-trattata con ZnClz 50 uM. I risultati sono espressi come media +
S.EM.. *p<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo: **p<0,05 rispetto al punto sperimentale CdClI:

10 uM.

Questa prima serie di risultati sottolinea il ruolo dello ZnCly, uno degli elementi essenziali
nel nostro organismo e presente nelle mettallotioneine, nel prevenire e contrastare i danni
neuronali indotti dal CdCl> 10 uM. Infatti, lo ZnClz 50 uM ¢ in grado di prevenire la morte
neuronale delle SH-SYSY riportando la vitalita cellulare ai livelli di controllo. Inoltre, per
quanto riguarda la connettivita neuronale, lo ZnCl ¢ in grado di mantenere le connessioni
interneuronali inibendo gli effetti tossici che il CdCl> provoca mantenendo elevata e
paragonabile a quella del controllo, 1’espressione di GAP-43, una proteina localizzata a
livello dei coni assonici indispensabile per promuovere la formazione di nuovi

prolungamenti citoplasmatici mantenendo integro il network interneuronale.
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4.3 CANNABIDIOLO (CBD)

Da alcuni anni si sta portando avanti il dibattito sull’utilizzo del CBD, molecola estratta
dalla Cannabis sativa, come sostanza neuro-attiva e terapeutica. Ultimamente a Firenze, lo
Stabilimento Chimico Farmaceutico Militare
(http://www.farmaceuticomilitare.it/attivita.aspx?Inrid=8)  sta  portando avanti la
coltivazione sperimentale della Cannabis sativa a scopo puramente terapeutico. Inoltre,
I’efficacia e gli effetti del CBD sono stati valutati anche a livello di organi diversi
dall’encefalo per la sua capacita nel contrastare gli effetti tossici indotti dal Cd (Fouad
A.A. et al., 2013). Data quindi I’attualita del tema e le potenzialita della sostanza, abbiamo
deciso di valutare gli effetti del principio attivo CBD sulla linea cellulare SH-SYSY.
Anzitutto, ne ¢ stata valutata I’efficacia a livello di vitalita cellulare (figura 17). Dopo 24
ore di trattamento, i risultati hanno mostrato che all’aumentare della concentrazione del
CBD aumenta di pari passo la vitalita cellulare; queste osservazioni sono state confermate
anche a 48 ore (dati non mostrati). Questa prima analisi ha permesso di focalizzare i
successivi esperimenti sulla concentrazione di CBD 1 uM che mantiene i livelli di vitalita
cellulare significativamente piu alti rispetto al punto sperimentale di controllo, cellule non

trattate.
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Figura 17: saggio di vitalita cellulare (WST-8) sulla linea cellulare SH-SY5Y trattata per 24 ore con dosi
crescenti di CBD. La vitalita cellulare aumenta significativamente rispetto al controllo quando i neuroni
sono trattati con CBD 0,1-1 uM. I risultati sono espressi come media + S.E.M.. *p<0,05. Ciascun punto
sperimentale é stato effettuato in quintuplicato. L aspetto morfologico della linea cellulare rimane inalterato

rispetto al punto sperimentale di controllo, cellule non trattate (dati non mostrati).

Quando il CBD 1 uM viene utilizzato come pre-trattamento nei confronti di eventuali
danni tossici che il CdCl, 10 pM induce alle SH-SYSY (figure 12, 13), esso si mostra in
grado di mantenere stabile I’attivitd metabolica della linea cellulare neuronale (figura 18,
pannello A). Inoltre, ’aspetto morfologico delle SH-SYSY sottolinea come il CBD
mantenga intatto il network interneuronale ed eviti il danneggiamento della componente
citoplasmatica e la morte cellulare (figura 18, pannello B) rispetto a quanto accade quando
le cellule sono in presenza di solo CdCl, 10 uM. La diminuzione del numero di cellule
danneggiate a seguito del pre-trattamento con CBD ¢ ancora piu marcata rispetto a quella

osservata pre-trattando le cellule con ZnCl> 50 uM (figura 15, pannello B).
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Figura 18: saggio di vitalita cellulare (WST-8) (pannello A) e analisi di microscopia ottica (pannello B)
della linea cellulare SH-SY5Y trattata con CdCl> 10 uM dopo opportuno pre-trattamento con CBD 1 uM. E
chiaramente apprezzabile come il CBD aumenti significativamente la vitalita cellulare delle SH-SY5Y
rispetto al punto sperimentale CdCl> 10 uM (pannello A), e come riesca a mantenere le cellule
morfologicamente simili al punto di controllo mantenendo le connessioni tra i gruppi cellulari (frecce nere).
1 risultati sono espressi come media + S.E.M.. *p<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo; **p<0,05

rispetto al punto sperimentale CdCl> 10 uM. Ingrandimento totale 200x; barra = 100 um.

Per quanto riguarda il mantenimento delle connessioni neuronali, questo dato sembra non

essere confermato con forza dai risultati sull’espressione di GAP-43 (figura 19) come
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invece avevamo osservato per lo ZnClo. E comunque possibile affermare che dal punto di
vista morfologico, rispetto al punto sperimentale CdCl> 10 uM, la popolazione cellulare
sia molto piu numerosa dopo il pre-trattamento con CBD 1 uM e le connessioni siano
rimaste del tutto invariate sia rispetto al punto sperimentale di controllo, cellule non
trattate, sia rispetto al punto sperimentale in cui le cellule erano entrate in contatto con il

CBD 1 uM per 48 ore.
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Figura 19: espressione di GAP-43 mediante analisi di western blotting sulla linea cellulare SH-SY5Y. 1l
CdCl: 10 uM inibisce significativamente [’espressione della proteina, i cui livelli tendono ad aumentare,
seppur non significativamente, quando la linea cellulare é pre-trattata con CBD 1 uM. I risultati sono

espressi come media = S.E.M.. *p<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo.

4.4 SELENITO DI SODIO (Na:Se05)

Uno dei micronutrienti noto nella comunita scientifica per le sue proprieta nella
prevenzione dello stress ossidativo (Liu H. et al., 2012), ¢ il Se. Si tratta di uno degli

elementi essenziali per il nostro organismo, soprattutto a livello neuronale, poiché
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implicato nei meccanismi di mantenimento della memoria e nello sviluppo delle capacita
cognitive (Pillai R. ef al., 2014; Cardoso B.R. et al., 2015). L’effetto sortito sulla vitalita
cellulare delle SH-SYS5Y a concentrazioni crescenti di Na;SeOs3 dopo 24 ore (figura 20) ci
ha consentito di valutare come concentrazione piu adatta alle nostre indagini quella di 100
nM. Infatti tale concentrazione mantiene la vitalita cellulare significativamente piu alta
rispetto al punto sperimentale di controllo anche dopo 48 ore di stimolazione (dati non

mostrati).
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Figura 20: saggio di vitalita cellulare (WST-8) sulla linea cellulare SH-SY5Y trattata per 24 ore con dosi
crescenti di Na:SeOs. La vitalita cellulare aumenta significativamente rispetto al punto di controllo quando
le SH-SY5Y sono trattate con NaxSeOs 10-100 nM. I risultati sono espressi come media = S.E.M.. *p<0,05.
Ciascun punto sperimentale é stato effettuato in quintuplicato. L aspetto morfologico della linea cellulare

rimane inalterato rispetto al punto sperimentale di controllo, cellule non trattate (dati non mostrati).

Il Na2SeOs ¢ in grado di revertire gli effetti tossici del CdCl> 10 uM sulla linea cellulare
riportando la vitalita cellulare, diminuita a causa della presenza del metallo pesante nel
terreno di starvazione, ai livelli di controllo (figura 21, pannello A). Questi dati sono

supportati dalle analisi morfologiche che sottolineano come le alterazioni cellulari a carico
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della membrana plasmatica (teste di freccia nere) e la presenza di detriti cellulari (teste di
freccia bianche) siano assenti quando il trattamento con il CdCl; ¢ stato preceduto dalla
presenza di Na»SeOs. Inoltre, le connessioni intercellulari (frecce nere) sono mantenute

dopo il pre-trattamento con Na>SeO3 100 nM (figura 21, pannello B).
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Figura 21: saggio di vitalita cellulare (WST-8) (pannello A) e analisi di microscopia ottica (pannello B)
della linea cellulare SH-SYSY trattata con CdCl> 10 uM dopo opportuno pre-trattamento con NaxSeOs 100
nM. E possibile notare come il Na:SeOs aumenti significativamente la vitalita cellulare delle cellule
neuronali rispetto al punto sperimentale CdCl> 10 uM (pannello A), e come le cellule siano
morfologicamente simili al punto di controllo mantenendo le connessioni tra i gruppi cellulari (frecce nere).
1 risultati sono espressi come media £ S.E.M.. *p<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo; **p<0,05

rispetto al punto sperimentale CdCl> 10 uM. Ingrandimento totale 200x; barra = 100 um.

Quest’ultima valutazione puramente soggettiva riguardo 1’aumento delle connessioni

interneuronali, ¢ confermata dall’espressione di GAP-43 (figura 22). Infatti 1’analisi delle
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proteine mediante western blotting, effettuata nelle stesse condizioni delle procedure
sperimentali utilizzate per il saggio di vitalita cellulare e ’analisi morfologica, mostra
come il NaxSeOs;, aumenti significativamente 1’espressione di GAP-43 a livello dei coni
assonici neuronali rispetto al punto sperimentale di controllo, cellule non trattate. La
presenza di NaxSeOs nel terreno di starvazione fa inoltre in modo che il metallo pesante
non alteri I’espressione della proteina in questione, facendo risultare la presenza di GAP-

43 significativamente superiore rispetto al punto sperimentale relativo a CdCl> 10 pM.

Questi ultimi risultati confermano come la connettivita neuronale, in vitro, possa essere
mantenuta dalla presenza di Na»SeOs che, inibendo lo stress ossidativo causato dalla
presenza del CdCl,, protegge le cellule dalla rottura delle connessioni neuronali e dalla

morte cellulare.
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Figura 22: espressione di GAP-43 mediante analisi di western blotting sulla linea cellulare SH-SY5Y. Gli
effetti tossici dovuti alla presenza del CdCl: 10 uM nel terreno di starvazione, sono inibiti dal pre-
trattamento con NaxSeOs 100 nM che aumenta significativamente [’espressione di GAP-43. I risultati sono
espressi come media + S.E.M.. *p<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo; **p<0,05 rispetto al

punto sperimentale CdCl> 10 uM.

4.5 MICROGLIA MURINA (BV-2)

E noto ormai da anni come la glia svolga un ruolo fondamentale a livello del SNC. Il primo
ruolo attribuitogli fu quello di supporto per le cellule nervose ma, con il passare del tempo,
sono state scoperte altre funzioni non meno importanti. Le cellule microgliali sono infatti
definite come i macrofagi del SNC giocando un ruolo molto importante anche nel
rimaneggiamento delle connessioni sinaptiche (Tang G. et al., 2014). La letteratura
scientifica ha tuttavia messo in risalto come 1’attivazione cronica delle cellule microgliali
innescata dalla presenza di metalli pesanti possa diventare causa di aumento di stress

ossidativo e neuro-inflammazione (Block M.L. ef al., 2007a; Liu M.C. et al., 2012). Alla
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luce di queste osservazioni, abbiamo deciso di valutare quali fossero gli effetti del
trattamento con CdCl, su una linea cellulare di microglia murina. Per iniziare ¢ stato deciso
di valutare la vitalita cellulare delle BV-2 a dosi crescenti di CdClz. Dai risultati ottenuti
(figura 23), ¢ emerso che l‘attivita metabolica della linea cellulare diminuisce in maniera
dose-dipendente all’aumentare della concentrazione di CdCl,. Inoltre, i dati evidenziano
che questa linea cellulare ¢ piu sensibile alla presenza di CdCl: rispetto alla linea cellulare
neuronale SH-SYS5Y. Infatti, da questa prima analisi emerge come gia il CdCl> 1 pM, ossia
ad una concentrazione 10 volte inferiore a quella che era stata presa in considerazione per

le cellule neuronali umane, risulti essere tossico rispetto al punto sperimentale di controllo.
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Figura 23: saggio di vitalita cellulare (WST-8) (pannello A) e analisi di microscopia ottica (pannello B)
della linea cellulare BV-2, microglia murina, stimolata con CdCl: per 24 ore. L’istogramma evidenzia una
diminuzione dose-dipendente della vitalita cellulare, significativa rispetto al punto sperimentale di controllo,
cellule non trattate, gia a concentrazione di 1 uM. I risultati sono espressi come media + S.E.M.. *p<0,05

rispetto al punto sperimentale di controllo. Ingrandimento 100x, barra = 100 um.

65



4 — RISULTATI

Trattandosi di una linea cellulare che costituisce il sistema immunitario del SNC, ¢ stato
deciso di valutare quali fossero gli effetti di una molecola che fa parte della via di
segnalazione della vitamina D, la VDBP (Vitamin D Binding Protein - proteina di legame
della vitamina D), nota in letteratura per essere un attivatore macrofagico (Yamamoto N. et
al., 1991), unita all’Acido Oleico (OA — Oleic Acid) che stabilizza la struttura della
proteina a livello della membrana plasmatica (Williams M.H. et al., 1988; Camell C. et al.,
2013). Dalla figura 24 emerge che all’aumentare della concentrazione di VDBP-OA
aumenta la vitalita cellulare che risulta significativamente maggiore rispetto al punto di
controllo, cellule non trattate, quando le BV-2 sono trattate alla concentrazione massima

800 pM per 24 ore. Gli stessi risultati sono stati ottenuti dopo 48 ore (dati non mostrati).
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Figura 24: saggio di vitalita cellulare (WST-8) (pannello A) e analisi di microscopia ottica (pannello B)
della linea cellulare BV-2, microglia murina, trattata con VDBP-OA per 24 ore. L’istogramma evidenzia
come la vitalita cellulare aumenti significativamente rispetto al punto sperimentale di controllo quando le
BV-2 sono trattate con VDBP-OA4 800 pM. I risultati sono espressi come media + S.E.M.. *p<0,05 rispetto al

punto sperimentale di controllo. Ingrandimento 100x; barra = 100 um.
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Poich¢ il saggio di vitalita cellulare ¢ molto spesso considerato una valutazione della
proliferazione cellulare, ¢ stato deciso di eseguire un’analisi mirata a tale scopo utilizzando
il colorante vitale Trypan Blue. Questo passaggio si € reso necessario in quanto un’elevata
proliferazione cellulare della componente microgliale, risulterebbe nociva per I’assetto
fisiologico del SNC, una condizione nota come microgliosi. Questo tipo di patologia ¢
infatti caratterizzata da una proliferazione incontrollata di cellule microgliali che finisce
per soffocare le cellule neuronali, provocando la morte dei neuroni e dunque un danno
irreversibile a carico del SNC. Utilizzando la concentrazione massima di VDBP-OA (800
pM), dopo 24 ore di trattamento (figura 25), il numero di cellule BV-2 rimane invariato
rispetto al punto di controllo, cellule non trattate. Lo stesso risultato ¢ stato riscontrato
dopo un trattamento di 48 ore sebbene in questo caso, il punto sperimentale VDBP-OA
800 pM abbia fatto diminuire il numero di cellule ma non in maniera significativa rispetto

al punto sperimentale di controllo, cellule non trattate.
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Figura 25: saggio di proliferazione cellulare mediante colorazione vitale Trypan Blue sulla linea cellulare

BV-2 trattata con VDBP-OA 800 pM per 24 e 48 ore. I risultati sono espressi come media = S.E.M..

La lieve diminuzione osservata a carico del numero di cellule non dipende da una tossicita

intrinseca dello stimolo; infatti questo attivatore macrofagico induce un’inibizione della
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proliferazione e una concomitante differenziazione delle cellule che ¢ associata alla
produzione di sostanze neuro-trofiche e neuro-attive. Considerando che le cellule del
controllo non subiscono 1’azione del VDBP-OA e quindi non si trovano in uno stato
attivato, ’aumento del loro numero ¢ da imputarsi all’alto tasso proliferativo (tempo di

duplicazione di circa 34 ore (Stansley B. et al., 2012)) caratteristico delle BV-2.

Il ruolo del VDBP-OA nell’indurre attivazione della linea cellulare BV-2 ¢ stato
confermato dalla valutazione, mediante tecnica del western blotting, dei livelli di
espressione B7-2 (piu noto come CD86), una proteina che viene selettivamente espressa
quando le cellule microgliali si trovano nella fase attivata (Sanders P. et al., 2007;

Bohatschek M. et al., 2004).
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Figura 26. espressione di B7-2 (CD86), marker di attivazione microgliale, mediante analisi di western
blotting sulla linea cellulare BV-2 dopo 48 ore di trattamento. I risultati sono espressi come media + S.E.M..
*»<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo. Ciascun punto sperimentale é stato effettuato in

triplicato.
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La valutazione della vitalita cellulare a seguito del trattamento con CdCl; 10 uM in

presenza del VDBP-OA ha mostrato che quest’ultima non ha alcun ruolo protettivo (figura

27).
1 %
£
0.9 3
0.8 -~
- 07
= 0.6
S
u
- 0,5 —
-~
N’
. 04 -+
<
O 3
0,2 =
y | ' |
0 7
Controllo CdCl, VDBP-OA CdCl; 10 uM +
10 uM 800 pM VDBP-OA
800 pM

Figura 27: saggio di vitalita cellulare (WST-8) sulla linea cellulare BV-2 trattata con CdClz 10 uM dopo
pre-trattamento con VDBP-OA 800 pM. I risultati confermano I’aumento della vitalita cellulare indotto sulle
cellule microgliali da VDBP-OA 800 pM dopo 48 ore di trattamento. D’altra parte pero, i risultati
sottolineano che [’attivatore microgliale non e in grado di revertire gli effetti tossici indotti da CdCl> 10 uM.

1 risultati sono espressi come media = S.E.M.. *p<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo.

Malgrado 1’apparente contraddizione, il dato non deve sorprendere, da un lato perche la
dose di CdCl; di 10 uM ¢ risultata molto piu tossica per questa linea cellulare rispetto a
quella neuronale, dall’altro percheé la VDBP-OA non svolge alcun ruolo di chelante nei

confronti del metallo pesante o di scavanger nei confronti dei radicali liberi.

4.6 MICROGLIA UMANA (C13NJ)

Una delle critiche che possono presentarsi nell’utilizzo di una linea cellulare umana (SH-

SY5Y) e di una linea cellulare murina (BV-2) puo scaturire dall’allestimento di una co-
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coltura in quanto, una convivenza in vitro di due linee cellulari provenienti da due
differenti specie, potrebbe dare risultati fuorvianti proprio a causa della loro differente
origine. Questo ¢ il principale motivo per cui ¢ stato deciso di focalizzare la nostra

attenzione su una linea cellulare microgliale umana.

La linea cellulare C13NJ non rispecchia le tipiche caratteristiche morfologiche della
microglia in quanto non ¢ possibile distinguere i tre differenti stadi microgliali, come
invece era possibile nella linea murina. Seguendo lo stesso schema sperimentale adottato
nei confronti della linea cellulare murina, le C13NJ sono state anzitutto sottoposte al
saggio di vitalita cellulare con concentrazioni crescenti di CdCl, per 24 ore. Dai risultati
ottenuti sulla valutazione dell’attivitd metabolica della linea cellulare (figura 28) ¢
possibile osservare come la microglia umana sia piu resistente rispetto alla sua controparte
di origine murina. Infatti la vitalita cellulare diminuisce significativamente rispetto al punto
di controllo, cellule non trattate, quando viene raggiunta la concentrazione di 50 uM. Si
tratta dunque di una concentrazione 50 volte maggiore rispetto a quella che induceva lo
stesso effetto sulla microglia murina (1 uM) e 5 volte superiore rispetto a quella utilizzata

negli esperimenti sulle SH-SYSY (10 uM).
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Figura 28: saggio di vitalita cellulare (WST-8) (pannello A) e analisi di microscopia ottica (pannello B)
della linea cellulare C13NJ, microglia umana, stimolata con CdCl: per 24 ore. L’istogramma evidenzia
come la vitalita cellulare diminuisca significativamente rispetto al punto sperimentale di controllo, cellule
non trattate, quando le C13NJ sono trattate con CdClz 50 uM per 24 ore. Inoltre i dati riportati mostrano
come la linea cellulare microgliale umana sia piu resistente rispetto alla controparte murina, anche dal
punto di vista morfologico (pannello B): infatti anche in presenza di alte concentrazioni di CdCl: le cellule
C13NJ restano ben adese al substrato seppur alterazioni morfologiche siano ben visibili come la perdita di
importati porzioni citoplasmatiche e la presenza di detriti cellulari. I risultati sono espressi come media +

S.E.M.. *p<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo. Ingrandimento 100x; barra = 100 um.

Alla luce di queste osservazioni abbiamo deciso di utilizzare la concentrazione massima di
VDBP-OA per valutare il suo ruolo nell’indurre proliferazione cellulare. I risultati ottenuti
mediante conta cellulare con colorante vitale Trypan Blue, hanno dato dei risultati del tutto

sovrapponibili a quelli osservati sulla microglia murina (figura 29).
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Figura 29: saggio di proliferazione cellulare mediante colorazione vitale Trypan Blue sulla linea cellulare
BV-2 trattata con VDBP-OA 800 pM per 24 e 48 ore. I risultati sono espressi come media + S.E.M.. *p<0,05

rispetto al punto sperimentale di controllo.

Sebbene la linea cellulare risulti piu resistente rispetto alla microglia murina, la linea
C13NJ sembra comportarsi nello stesso modo in termini di proliferazione cellulare quando
stimolata con VDBP-OA per 24 o0 48 ore. La somiglianza tra le due linee cellulari, murina
ed umana, ¢ stata sottolineata anche da un altro risultato e cio¢ I’aumento significativo,
rispetto ai controlli, dei livelli di espressione del marcatore di attivazione microgliale B7-2
in presenza di VDBP-OA 800 pM (figura 30). Tra I’altro tale marcatore viene espresso,

come atteso, anche nelle cellule di controllo.
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Figura 30: espressione di B7-2 (CD86), marker di attivazione microgliale, mediante analisi di western
blotting sulla linea cellulare CI13NJ dopo 48 ore di trattamento. I risultati sono espressi come media +
S.E.M.. *p<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo. Ciascun punto sperimentale é stato effettuato in

triplicato.

Ad ulteriore conferma della somiglianza esistente tra le due linee cellulari vi ¢ infine il
reperto che la presenza di VDBP-OA 800 pM non ¢ in grado di prevenire e/0 tamponare
I’effetto tossico indotto dalla presenza di CdCl> 50 uM nel terreno di starvazione come

mostrato in figura 31.
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Figura 31: saggio di vitalita cellulare (WST-8) sulla linea cellulare C13NJ trattata con CdClz 50 uM dopo
pre-trattamento con VDBP-OA 800 pM. Come riportato in figura 27, i risultati ottenuti sulla linea cellulare
C13NJ sottolineano che la VDBP-OA 800 pM non é in grado di revertire e/o prevenire i danni indotti dalla
presenza del metallo pesante, sebbene [’attivatore macrofagico aumenti [’attivita metabolica della linea
cellulare rispetto al controllo, cellule non trattate, come atteso. I risultati sono espressi come media *

S.E.M.. *p<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo.

4.7 CO-COLTURA

Al fine di riprodurre in vitro un modello di sistema nervoso piu rispondente alla situazione
in vivo, si ¢ proceduto all’allestimento di una co-coltura neuroni-microglia in modo da
valutare se le interazioni che normalmente sussistono tra i due tipi cellulari, potessero
modificare le risposte ai differenti tipi di trattamento rispetto a quelle osservate nelle

colture singole.

La scelta della linea cellulare microgliale ¢ ricaduta su quella murina BV-2 per due ragioni:
la maggiore vicinanza, in termini morfologici, con le cellule microgliali normali, sia nelle
condizioni di riposo che nello stato attivato, e 1’eccessiva resistenza ai trattamenti

dimostrata dalle cellule microgliali umane sia rispetto a quelle murine che rispetto a quelle
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neuronali (che avrebbe richiesto un’alterazione delle condizioni sperimentali

precedentemente utilizzate).

Come accennato alla fine del precedente sottocapitolo “4.5 - Microglia murina (BV-2)”,
non deve sorprendere che la tossicita del CdCl> 10 uM non sia contrastata dalla VDBP-OA
800 pM nella linea cellulare BV-2. Infatti questa molecola ¢ un attivatore macrofagico in
grado, come illustrato nelle figure 24-26, di attivare le cellule microgliali che possono
produrre sostanze neuro-attive e/o neurotrofiche, senza per questo indurre proliferazione

cellulare che potrebbe risultare nociva nei confronti dei neuroni.

Le osservazioni al microscopio ottico delle co-colture SH-SY5Y/BV-2 colorate con
ematossilina-eosina hanno mostrato come le due linee cellulari siano in grado di interagire
tra di loro. Sono infatti chiaramente visibili connessioni tra gruppi di neuroni, tra cellule
microgliali e tra neuroni e microglia (figura 32). Come atteso, la stimolazione con CdCl;
10 uM per 24 ore danneggia gravemente entrambi i tipi cellulari componenti la co-coltura.
Reazione opposta ¢ data invece dal trattamento con VDBP-OA 800 pM dopo 48 ore di
stimolazione, che mantiene intatta I’intricata rete di connessioni neuroni-microglia.
Quando le cellule sono pre-trattate con VDBP-OA 800 pM e successivamente messe in
contatto con CdCl> 10 pM, si osserva una conservazione delle connessioni e del tipico

aspetto morfologico.
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Figura 32: analisi di microscopia ottica sulla co-coltura SH-SY5Y/BV-2 trattata con CdCl> 10 uM dopo

opportuno pre-trattamento con VDBP-OA 800 pM. E possibile notare la completa perdita dei prolungamenti
citoplasmatici e quindi delle connessioni intercellulari, accompagnata dal decremento del numero di cellule
nel punto sperimentale CdCl> 10 uM. Quando le due linee cellulari sono pre-trattate con VDBP-OA 800 pM,
il CdCl> non é in grado di intaccare né la morfologia cellulare né l'intricato network di connessioni. Cio a
dimostrazione di come la microglia sia in grado, una volta attivata, di promuovere la formazione di molecole
neuro-attive e/o neurotrofiche che svolgono un ruolo protettivo nei confronti dei neuroni e viceversa.

Ingrandimento totale 100x; barra = 100 um.
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5 DISCUSSIONE

Una delle principali cause di decesso nei paesi industrializzati ¢ rappresentata dalle
malattie neurodegenerative che affliggono il SNC in varie fasce d’eta; si passa infatti da
patologie come il DSA, che colpisce 1 bambini manifestandosi principalmente non oltre il
terzo anno di eta, sino ad arrivare al morbo di Parkinson e alla malattia di Alzheimer che

colpiscono gli individui oltre i cinquanta anni di eta.

La caratteristica che accomuna queste patologie ¢, in primis, una degenerazione delle
cellule nervose e di altre componenti cellulari del SNC, con successiva morte delle stesse.
Oltre al danneggiamento cellulare, queste patologie sono caratterizzate anche dalla
costante perdita di connessioni sinaptiche. La mancanza di connessioni nervose o
I’interruzione dei segnali sinaptici tra cellule, spiega alcuni dei sintomi di tali patologie, tra
1 quali vi sono la perdita della memoria, e il mancato coordinamento tra 1’informazione in
ingresso e la risposta da parte degli organi bersaglio. Per quanto riguarda il caso specifico
di DSA, piu che di una perdita delle connessioni sinaptiche, ¢ piu corretto parlare di
sbilanciamento che si instaura tra sinapsi inibitorie ed eccitatore (Tang G. et al., 2014),
particolarmente evidenti in alcune regioni specifiche del SNC, come ad esempio I’area 21
di Brodmann coinvolta nell’elaborazione del linguaggio (Campbell G. et al, 1992;
Huberman A.D. et al., 2008; Tang G. et al., 2014). I protagonisti che regolano questo
bilanciamento sinaptico sono, oltre i neuroni, altre cellule che compongono il SNC come
gli astrociti e la microglia (Eroglu C. et al., 2010). Queste due tipologie cellulari hanno
importanti funzioni sui neuroni ove, attraverso la produzione di sostanze neurotrofiche e
neuro-attive, promuovono la crescita cellulare e regolano il numero di connessioni

intercellulari, bilanciando stimoli inibitori e attivatori.

Quest’ultimo ruolo ¢ stato dettagliatamente indagato nella microglia, sia a livello cellulare

che molecolare, per capire meglio la patogenesi del DSA (Koyama R. et al., 2015),
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facendo emergere la sua fondamentale importanza nello sviluppo e nella funzione dei

circuiti neuronali.

Le cellule microgliali, scoperte nei primi anni del XX secolo dal neurologo Pio del Rio-
Hortega, presentano una particolare morfologia che ¢ gia in grado di indicare la funzione di
questa linea cellulare (del Rio-Hortega P., 1937). Del Rio-Hortega identifico delle cellule
dalla morfologia ramificata, caratterizzate da importanti prolungamenti che si protrudevano
dal corpo cellulare a guisa di braccia, con il compito di supervisionare 1’ambiente
circostante in cerca di patogeni e/o detriti cellulari e di attuarne la rimozione in modo che
non danneggiassero i neuroni e le connessioni sinaptiche. A tutt’oggi alla microglia si
riconosce il ruolo fondamentale di inglobare ed eliminare i1 detriti o 1 patogeni che si
trovano nell’ambito del SNC in modo da evitare la propagazione del danno alle
componenti cellulari limitrofe (Hughes V., 2012). Questo ¢ il motivo per cui le cellule
microgliali sono universalmente conosciute come i macrofagi del SNC. Si tratta infatti di
cellule appartenenti al sistema immunitario in grado di presentare anticorpi a livello della
loro membrana plasmatica (Webster S.D. et al., 2001), di esprimere molecole di
differenziamento CD (Cluster of Differentiation — cluster di differenziazione) (Remington
L.T. et al., 2007) e di promuovere la differenziazione dei linfociti T (Carson M.J. et al.,

1999).

La microglia ha un duplice comportamento nei confronti della componente nervosa: puod
indurre sia uno stato infiammatorio sia rispondere con stimoli anti-inflammatori. Infatti, la
microglia pud essere attivata in modo da eliminare tutte le sostanze tossiche e i detriti
cellulari che possono danneggiare [’encefalo, oppure attivarsi in uno stato pro-
inflammatorio accompagnato da un incremento della proliferazione cellulare che puo

sovrastare fino a “soffocare” i neuroni provocandone la morte (Milligan E.D. et al., 2009).

Gli stati inflammatori che si riscontrano a livello del SNC possono essere causati da molti
fattori tra cui la presenza di molecole che inducono stress ossidativo alterando il corretto
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metabolismo dei mitocondri (adibiti al controllo dello stato di ossido-riduzione
dell’ambiente cellulare). Ai nostri giorni, a causa della forte industrializzazione e di un non
corretto smaltimento dei rifiuti, I’inquinamento ambientale (a livello aereo, marino e
terrestre) risulta fortemente associato ad un incremento delle patologie neurodegenerative

(Chin-Chan M. et al., 2015).

Sono molti gli inquinanti ambientali associati all’insorgere di patologie come Parkinson,
Alzheimer e DSA; tra 1 principali inquinanti che si possono trovare nella quotidianita, si
hanno 1 gas di scarico, le polveri sottili e, non meno importanti, i metalli pesanti. Tra 1
metalli pesanti piu diffusi e tossici con cui entriamo spesso in contatto, vi ¢ il Cd (Mead
M.N., 2010). I1 Cd ¢ un metallo pesante particolarmente presente nei processi industriali di
raffinazione e a livello delle polveri sottili. Esso ¢ in grado di interagire con il SNC in
quanto puo raggiungerlo per inalazione e alterare la barriera ematoencefalica (Shukla A. et
al., 1996) rendendola piu permeabile; il Cd infatti ¢ capace di danneggiare le cellule
endoteliali, alterando le tight-junction presenti tra di esse e quindi creando la formazione di
pori nella membrana (Cao X. et al., 2015). Il SNC ¢ ancor piu sensibile alla presenza di Cd
nelle prime fasi del suo sviluppo, ossia quando la barriera ematoencefalica non ¢ ancora
del tutto sviluppata. Infatti, tra molti ricercatori nel campo della neuroscienza, c’¢ la forte
convinzione che alcune patologie neurodegenerative che colpiscono i soggetti piu giovani,
siano proprio causate dagli inquinanti ambientali tra cui il Cd. Tale metallo pesante ¢
infatti in grado di alterare la morfogenesi del SNC non solo direttamente ma anche
indirettamente mediante il passaggio attraverso la placenta materna (Korpela H. et al.,

1986).

Numerosi studi hanno evidenziato come gli effetti tossici del Cd siano principalmente
dovuti ad alterazioni che riguardano il sistema di difesa anti-ossidativo (Ognlanovic B. et
al., 1995); infatti il Cd ¢ in grado di alterare la funzionalita di sistemi come il glutatione

ridotto (GSH) (Sian J. et al, 1994), la glutatione perossidasi ed altre molecole che
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proteggono 1 sistemi biologici dai danni indotti da radicali liberi (El-Sharaky A.S. et al.,
1987; Sarkar S. et al., 1998). Un aumento dei livelli di radicali liberi e di ROS provoca
danni a livello di cellule e tessuti, alla funzione e/o alla struttura di proteine e di acidi
nucleici (Spatz L. 1992). Inoltre, sono numerosi gli elementi in letteratura che sottolineano
come lo stress ossidativo porti alla morte cellulare dei neuroni dopaminergici nigrostriatali
coinvolti nella patogenesi della malattia di Parkinson (Ebadi M., 1991; Ebadi M. et al.,
1995; Ebadi M. et al., 1998; Kumari M.N.R. et al., 1998; Kumari M.N.R. et al., 2000;

Przedborski S. et al., 2000).

La presenza di ROS e/o radicali liberi pud essere contrastata enzimaticamente, grazie
all’azione di superossido dismutasi e catalasi oppure tramite la via non enzimatica, grazie
all’azione delle metallotioneine (Ebadi M. et al., 1996; Ebadi M. et al., 2000; Palmiter
R.D. et al., 1998). Queste proteine di basso peso molecolare, espresse sia a livello gliale sia
neuronale (Ebadi M. et al., 2000; Itoh M. et al., 1983), sembrano regolare il potenziale
redox delle cellule ponendosi a difesa dei tessuti e degli organi bersaglio di radicali liberi e
ROS. Inoltre le metallotioneine sono note per essere dei validi sostituti della superossido
dismutasi nel proteggere le cellule dallo stress ossidativo (Ebadi M. et al., 1996) svolgendo
dunque un ruolo critico a livello del SNC. Ad ulteriore riprova del loro coinvolgimento, ¢
noto che I’espressione di metallotioneine ¢ down-regolata in pazienti affetti da Alzheimer

(Tsuji S. et al., 1992; Uchida Y. et al., 1991).

Lo Zn ¢ un elemento fondamentale per numerose proteine: la sua presenza ¢ richiesta per
I’attivita ottimale di molti enzimi partecipando alle funzioni metaboliche, al mantenimento
della stabilita strutturale ed alle funzioni regolatorie (Vallee B.L. et al, 1990). Dati
disponibili in letteratura e confermati dal nostro gruppo di ricerca hanno dimostrato come
lo Zn sia in grado di prevenire la morte cellulare dei neuroni umani indotta dalla presenza
di Cd. Lo Zn aumenta i livelli intracellulari di metallotioneine, la cui regolazione

biomolecolare ¢ stata ben documentata gia negli anni ’80 sia a livello cerebrale, che a
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livello epatico (Ebadi M., 1986) promuovendone 1’azione anti-ossidante. Infatti, anche dai
nostri dati sperimentali emerge che I’attivita metabolica dei neuroni umani in coltura, dopo

pre-trattamento con dosi non letali di ZnCl,, aumenta rispetto a cellule esposte a CdCls.

Come precedentemente accennato, a livello del SNC ¢ presente una particolare isoforma di
metallotioneina, la metallotioneina III, importante per reclutare e rimuovere le molecole di
metallo pesante dall’ambiente circostante. In uno studio in vivo sui topi knockout per la
metallotionenina I e II, ¢ stato registrato un accumulo di un metallo pesante, Hg, proprio a
livello della metallotioneina III sottolineandone il ruolo di difesa a livello del sistema
nervoso (Kameo S. ef al., 2005). Sapendo che i1 neuroni umani in coltura esprimono di base
le matallotioneine (Wanpen S. ef al., 2004), il significato del pre-trattamento con ZnClx
puo trovare la sua spiegazione nel fatto che le metallotioneine, la cui espressione aumenta
in presenza di Zn, sono capaci di legare e sequestrare dall’ambiente cellulare 1 metalli
pesanti, in questo caso il Cd, prevenendo cosi la degenerazione dei neuroni dopaminergici

in coltura.

Oltre a controllare i livelli intracellulari dei metalli pesanti, le metallotioneine controllano
anche la concentrazione di Zn, nelle connessioni cellulari, in particolare a livello dei
bottoni sinaptici (Cole T.B. et al., 2000; Erickson J.C. et al., 1997). Lo Zn dunque svolge
anche un ruolo da protagonista a livello della connettivita neuronale. A questo proposito, il
pre-trattamento con ZnClz nei confronti della esposizione a CdClz, ha mostrato nei nostri
studi, morfologicamente, un ripopolamento delle connessioni inter-neuronali. Questo
evento ¢ stato inoltre sottolineato dagli esperimenti di western blotting che hanno portato

alla luce un incremento della proteina GAP-43, dopo trattamento con ZnCl..

Le metallotioneine giocano un ruolo fondamentale nella plasticita neuronale, in particolare
quando si parla di aumento dei prolungamenti citoplasmatici. Infatti, le metallotioneine di
tipo III sono importanti per la crescita dei neuriti (Fitzgerald M. ef al., 2007; Chung R.S. et
al., 2003) oltre ad avere effetti neuro-protettivi nei confronti dei neuroni maturi (Uchida Y.
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et al., 2002). La loro importanza a livello della crescita dei neuriti ¢ anche sottolineata
sperimentalmente, in quanto il trattamento con Zn, che aumenta a livello cerebrale 1 livelli
di metallotioneina come noto in letteratura (Ebadi M., 1986), aumenta anche 1’espressione

di GAP-43 una proteina localizzata a livello del cono assonico nelle cellule nervose.

E possibile quindi che lo Zn, stimolando la produzione di metallotioneine a livello
neuronale, protegga le cellule dallo stress ossidativo provocato dalla presenza dei metalli
pesanti come il Cd. Infatti le metallotioneine sequestrano i metalli pesanti e
conseguentemente evitano I’instaurarsi dello stress ossidativo, aumentando la crescita dei

neuriti e la connettivita tra le cellule.

A sottolineare il fondamentale ruolo delle metalloproteine, nel 2004 (Hozumi 1. et al.,
2004) ¢ stato creato un simposio specifico sul ruolo delle metallotioneine nei confronti
delle patologie neurodegenerative, facendo emergere il loro fondamentale contributo nella

prevenzione e nella terapia di patologie a carico del SNC.

Negli ultimi anni in ambito neurologico, il CBD, un fitocannabinoide identificato nella
Cannabis sativa e privo di qualsiasi effetto psicotropo, ha rappresentato un promettente

agente con ampi orizzonti in campo terapeutico.

Infatti il CBD possiede potenziali terapeutici di natura anti-epilettica, ansiolitica, anti-
inflammatoria e proprieta anti-psicotiche grazie all’antagonismo nei confronti dei recettori
cannabinoidi specifici CB1 e CB2 (Drysdale A.J. et al., 2003; Pertwee R.G., 2004); in
particolare, il recettore CB2 puo essere utilizzato come bersaglio terapeutico nei confronti
di DSA (Siniscalco D. et al., 2013). Inoltre, studi in vitro ed in vivo hanno confermato il
suo ruolo neuro-protettivo (Lastres-Becker 1. et al., 2005; Esposito G. et al., 2006) ed
antiossidante, in particolar modo dovuto alla presenza di due gruppi idrofilici (-OH) nella

struttura della molecola (Mechoulam R. ef al., 1970).
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Dai risultati di attivitd metabolica condotti dal nostro gruppo di ricerca sulla linea
neuronale umana, ¢ stato visto come il pre-trattamento con CBD sia in grado di prevenire e
contrastare il danno neuronale indotto da CdCl,. Questo dato ¢ reso ancora piu evidente da

un’attenta analisi di morfologia cellulare.

Il ruolo del CBD nel contrastare gli effetti dello stress ossidativo causati dal metallo
pesante, possono essere anche dovuti ad un aumento dei livelli di ossido nitrico (NO —
Nitric Oxide) che a sua volta inibisce la via di segnalazione che porta a morte cellulare

tramite la cascata delle caspasi (Fouad A.A. ef al., 2013).

Lo studio condotto da Fouad e colleghi nel 2013, ha messo in evidenza come il CBD sia in
grado di inibire la generazione di ROS e di altri radicali liberi, prevenendo la diminuzione
di NO, di GSH e D’attivita delle catalasi, i cui livelli erano diminuiti a causa della presenza
di Cd a livello epatico (Fouad A.A. ef al., 2013). Inoltre il GSH, grazie alla presenza del
gruppo tiolico (R-SH), ha la caratteristica di legare i metalli pesanti con alta affinita,
giocando un ruolo fondamentale nella detossificazione intracellulare (Satoh M. et al.,

2000; Rooney J.P. 2007).

Solitamente, quando si parla di sopravvivenza neuronale in condizioni patologiche, 1
meccanismi essenziali a tale scopo si riscontrano nei processi relativi alla funzionalita
mitocondriale, alla sua attivita metabolica e di conseguenza ai livelli intracellulari di calcio

(Ca?") (Ryan D. et al., 2009).

Infatti, una diminuzione dell’energia libera a livello delle cellule cerebrali o comunque a
livello del SNC, ¢ correlata ad un invecchiamento progressivo dell’organo e, in questo

caso, i mitocondri e le fluttuazioni del Ca?* giocano un ruolo molto importante.

La modulazione dell’omeostasi del Ca?* & una condizione vitale per il corretto
funzionamento del SNC ed il CBD aumenta i livelli intracellulari di questo secondo

messaggero, in particolare nella regione dell’ippocampo ed in vari modelli cellulari, come
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dimostrato in letteratura (Ligresti A. et al, 2006; Giudice E.D. et al., 2007). L’ampio
spettro di azione da parte del CBD a livello mitocondriale ¢ dovuto in particolare modo
alla sua natura lipofila (Bartova A. et al., 1976; Sarafian T.A. et al., 2003; Athanasiou A. et

al., 2007).

Dall’analisi di morfologia cellulare, oltre alla protezione da stress ossidativo, appare
evidente dai nostri risultati, come il CBD sia capace di rigenerare 1’intricato network di
connessioni che si instaurano tra i neuroni in coltura. Questo fenomeno puo essere spiegato
volgendo I’attenzione sui recettori dei cannabinoidi (CB1, particolarmente abbondante a
livello encefalico e CB2, dislocati soprattutto a livello delle cellule del sistema

immunitario), che appartengono alla famiglia di recettori accoppiati alle proteine G.

Infatti quanto un agonista si lega ai recettori accopiati alle proteine G, si innesca una via
metabolica che porta all’attivazione, mediante fosforilazione, di una serie di proteine che
hanno il compito di inibire e/o promuovere 1’espressione di specifiche proteine a valle. Nel
caso specifico del CBD, il legame al suo specifico recettore CB1, induce la fosforilazione
di PKB (Protein Kinase B, Protein Chinasi B, nota anche come AKT) che, nelle cellule
nervose, si riflette in un incremento dell’espressione di GAP-43 (Stanley C.P., et al., 2015;
Secondo A. et al., 2015), responsabile dell’accrescimento dei neuriti (Dent E.W. et al.,

1998).

Il Se ¢ un componente fondamentale delle selenoproteine, enzimi che contengono un
residuo di selenocisteina, estremamente presenti nei differenti organi come muscoli, cuore,
fegato, polmoni, rene e cervello (Gu Q.P. et al., 1999; Yeh J.Y. et al., 1997a; Allan C.B. et
al., 1999). Ovviamente, la presenza di queste proteine ¢ dovuta ad un incremento delle
scorte di Se che si accumulano nell’organismo grazie ad una adeguata dieta. D’altra parte,
¢ da sottolineare il fatto di come le selenoproteine siano presenti a livello encefalico anche
in carenza di Se (Yeh J.Y. ef al., 1997b) evidenziando cosi il fondamentale ruolo di queste

proteine a livello cerebrale.
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Alterazioni nei livelli di selenoproteine sono implicate nella patogenesi di malattie
neurodegenerative, di miopatie e nella carcinogenesi (Bjorkhem-Bergman L. et al., 2005;
Chen J. et al., 2003; Ferreiro A. et al., 2004). Sono numerose infatti le vie metaboliche che
richiedono la presenza di Se a partire dal metabolismo ormonale della tiroide, dal sistema

di difesa anti-ossidante e per la corretta funzione del sistema immunitario (Brown K.M. et

al., 2001).

I risultati ottenuti sulle cellule neuronali umane hanno mostrato come il Na>SeO; ne
aumenti |’ attivita metabolica quando questo ¢ presente nel terreno di coltura; inoltre, il pre-
trattamento con Na>SeOs prima dell’esposizione dei neuroni dopaminergici umani al CdCl;

ha effetti significativamente positivi sulla vitalita cellulare che torna ai livelli di controllo.

E noto da tempo che la presenza di Se nel terreno di coltura aumenta l’attivita delle
selenoproteine grazie all’aumento dei livelli di selenocisteine (Berggren M.M. et al., 1999;
Saito Y. et al., 2002). Inoltre, ¢ stato valutato come il Se e quindi le selenoproteine, siano
in grado di diminuire la presenza di radicali liberi oltre a rigenerare i livelli di GSH (Gan

L. et al., 2002).

I ROS, la cui produzione ¢ causata dalla presenza di Cd, promuovendo la depolarizzazione
della membrana mitocondriale, innescano irreversibilmente il processo della cascata
apoptotica con conseguente morte cellulare (Chatterjee S. et al., 2008; Pathak N. et al.,
2007; Pelicano H. et al., 2003; Stohs S.J. et al., 1995). L’attivita del Se nei sistemi anti-
ossidativi ¢ nota da tempo (Stadtman T.C., 1991) e alcune selenoproteine, come la
glutatione perossidasi, hanno il compito di prevenire il collasso delle membrane lipidiche e
1 danni indotti alle macromolecole dalla presenza di perossidi (Hsu Y.T. et al., 1997). Ad
esempio, a livello renale, il Se protegge le cellule bloccando la generazione di ROS,
ristabilendo il potenziale di membrana dei mitocondri, prevedendo cosi il rilascio di

citocromo C ed infine inibendo I’attivazione delle caspasi modulando 1 livelli di
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espressione di proteine come BCL-2 (B-Cell Lymphoma 2) e BAX (Bcl-2 Associated X

protein) con funzioni rispettivamente anti- e pro-apoptotiche. (Zhou Y.J. et al., 2009).

A livello epatico il Se, come lo Zn, riduce lo stress ossidativo e quindi la morte cellulare
indotta dalla presenza di Cd, rappresentando un elemento fondamentale per ’azione di
enzimi anti-ossidanti (Jihen el H. et al., 2009). Questo meccanismo d’azione puo risultare
vero anche a livello cerebrale come ¢ stato evidenziato dai nostri risultati ottenuti sia
morfologicamente che dai saggi di vitalita cellulare. Per di piu, ad avvalorare questa ipotesi
vi ¢ anche il fatto che la morte cellulare indotta da Cd ¢ guidata dall’attivazione della via
metabolica di ERK (Chen L. et al., 2008a; Chen L. ef al., 2008b), via di segnalazione

inibita dal Se nel contrastare lo stress ossidativo (Liu H. et al., 2010; Liu H. et al., 2012).

Recentemente, Deng e colleghi (Deng Z. ef al., 2015) hanno valutato gli effetti del Se, sia
in vitro che in vivo, nei confronti di intossicazione da Pb. Questo metallo pesante, come del
resto si verifica dopo intossicazione da Cd, causa perdita della memoria ed ¢ implicato
nella formazione delle placche amiloidi nei pazienti affetti da Alzheimer. Nel lavoro di
Deng e colleghi, ¢ messo in evidenza come il Se sia in grado di tamponare |’alterazione
della proteina APP e la conseguente formazione del peptide AP, oltre a ridurre 1 livelli di
proteine pro-apoptotiche come BAX (Deng Z. et al., 2015). Questi dati sono confermati
dalle nostre analisi morfologiche e in western blotting ottenute sulla linea neuronale
umana: infatti ¢ evidente come il Se protegga le cellule mantenendone la forma poligonale

dei corpi e le numerose estroflessioni citoplasmatiche.

I1 fatto che la presenza di Na;SeOs3 aumenti la concentrazione di GAP-43 a livello dei coni
assonici della linea neuronale umana pud essere spiegato considerando che le
selenoproteine sono localizzate a livello dei margini estremi dei neuriti (Miyaguchi K.,
2004). Oltre all’importante ruolo anti-ossidante, il Se sembra vincolato anche agli eventi di
crescita dei neuriti determinandone la direzione di crescita mediante il reclutamento dei
monomeri di actina globulare (G-actina). Lo studio di Miyaguchi evidenzia come le SBP
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(Selenium Binding Protein — proteine che legano il Se) siano presenti all’estremita del
neurite e come nella stessa regione sia presente la G-actina, reclutata dalle SBP; cio

consente al processo di polimerizzazione dei filamenti di actina (F-actina) di avere inizio.

Le modificazione morfologiche a livello dei neuriti ovvero le ramificazioni, I’estensione e
la retrazione dei prolungamenti citoplasmatici, la rigenerazione dei neuriti, sono eventi
strettamente dipendenti dall’organizzazione dei filamenti di actina coordinata a sua volta
da diverse ABP (Actin Binding Protein — proteine che legano I’actina) (Letourneau P.C.,

2009).

Inoltre, uno studio in vitro su gangli delle radici dorsali, ha messo in evidenza come GAP-
43 sia importante nel regolare finemente il comportamento della F-actina, la cui cinetica di
polimerizzazione ¢ a sua volta importante nel regolare la motilita e la differenziazione
cellulare (He Q. et al, 1997); infatti GAP-43 si ancora alla F-actina a livello del cono

assonico in modo da stabilizzarne la struttura.

Inoltre le SBP, all’estremita del neurite, reclutano i monomeri di G-actina per continuare la
polimerizzazione dei filamenti di actina e permettere cosi la crescita dei prolungamenti

citoplasmatici (Denny J.B. 2006).

Ricapitolando, il Se, legandosi alle SBP, permette di reclutare e concentrare le molecole di
G-actina, monomero utile per la formazione e 1’allungamento dei filamenti di actina (F-
actina) che alla fine sono stabilizzati da GAP-43, una proteina la cui concentrazione ¢

aumentata dalla presenza di actina filamentosa.

Quando si parla di SNC, occorre considerarlo nella sua interezza, completo di tutte le
componenti cellulari, glia e neuroni. Questo ¢ il motivo per cui abbiamo deciso di
coltivare, in vitro, due linee cellulari, quella microgliale e quella neuronale, cercando cosi

di riprodurre un modello di sistema nervoso.
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Le due linee cellulari microgliali umana e murina, C13NJ e BV-2, sono state esposte a
VDBP-OA ed entrambe le linee hanno dato risposte positive in particolare dal punto di
vista di “switch” cellulare. Infatti, I’aumento dell’attivita metabolica che ¢ stato riscontrato
dai saggi di vitalita cellulare non ¢ dovuto ad un aumento della proliferazione cellulare, ma
bensi ad un “switch” cellulare. L’analisi di western blotting ha evidenziato infatti un
incremento del marker di attivazione microgliale B7-2 (CD86). Purtroppo, 1’elevata
concentrazione di CdCl, non ¢ stata contrastata dalla bassa concentrazione di VDBP-OA
che ha la funzione principale di trasportare la vitamina D, ed ¢ nota in letteratura anche per

stimolare il sistema immunitario (Wagner C.L. ef al., 2008).

Il ruolo di attivatore microgliale ¢ stato messo in risalto soprattutto quando le linee
cellulari, microgliale e neuronale, sono state coltivate in co-coltura. Infatti la microglia
attivata ha la caratteristica di controllare ed eventualmente eliminare dall’ambiente
circostante i detriti cellulari e le molecole neuro-tossiche che si possono accumulare dopo
I’esposizione a CdCl.. La capacita di eliminare elementi che possono incrementare lo
stress ossidativo e provocare quindi la neuro-degenerazione ¢ stato precedentemente
dimostrato da Morucci e colleghi nei confronti dell’oxaliplatino, composto organico del
platino (un metallo pesante) utilizzato come agente chemioterapico (Morucci G. et al.,
2015) e noto in letteratura per indurre neuropatia (Pasetto L.M. ef al., 2006). In questo caso
infatti, negli esperimenti di co-coltura, la VDBP-OA ¢ in grado di ristabilire chiaramente le
connessioni neuronali tra i differenti gruppi cellulari, riorganizzando I’intricato network tra

neuroni e cellule microgliali.

In un lavoro pubblicato dal nostro gruppo di ricerca, ¢ stato inoltre dimostrato come 1
livelli di morte neuronale e microgliale diminuiscano visibilmente quando due co-colture
(SH-SY5Y/BV-2 e SH-SY5Y/C13NJ) sono stimolate con oxaliplatino dopo opportuno
pre-trattamento con VDBP-OA (figura 33) (Branca J.J.V. et al., 2015). In base ai dati

descritti, considerando che il Cd ¢ un metallo pesante come il platino, e che entrambi
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hanno effetti dannosi a livello del SNC, ¢ possibile dedurre che la VDBP-OA ¢ in grado di
stimolare le cellule microgliali in modo da prevenire e contrastare la morte neuronale per

apoptosi provocata dalla presenza di metalli pesanti (Cd) nel terreno di coltura.

A B
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Figura 33: TUNEL assay sulla co-coltura SH-SY5Y/BV-2 (pannello A, in alto) e sulla co-coltura SH-

- -

SY5Y/CI3NJ (pannello B, in alto) stimolate con oxaliplatino 10 uM dopo opportuno pre-trattamento con
VDBP-OA 800 pM. Nelle cellule di controllo (a) e nelle cellule trattate con VDBP-OA 800 pM (c), é
riconoscibile solo un livello basale, fisiologico di apoptosi. Quando le cellule sono trattate con oxaliplatino
10 uM (b), si osserva un aumento del numero di cellule apoptotiche. L apoptosi é significativamente ridotta
quando le due co-colture sono pre-trattate con VDBP-OA per 24 ore prima di aggiungere [’oxaliplatino (d).
In quest’ultimo caso, solo pochi gruppi di cellule danneggiate sono ancora presenti. Le variazioni del
numero di cellule apoptotiche sono state successivamente quantificate con apposito sofiware ed espresse
come superficie cellulare/mm® (pannelli A e B, in basso). I risultati sono espressi come media = S.E.M..
*n<0,05 rispetto al punto sperimentale di controllo (a); **p<0,05 rispetto al punto sperimentale oxaliplatino
10 uM (b). Ciascun punto sperimentale é stato effettuato in triplicato. Ingrandimento 200x; barra = 100 um.

Immagini tratte da (Branca J.J.V. et al., 2015).
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6 CONCLUSIONI

I risultati in vitro emersi in questi anni di dottorato hanno portato alla luce che elementi
come ZnCly, CBD e Na»SeOs hanno effetti neuro-protettivi nei confronti di esposizione al
CdCl; di cellule in coltura. Questo fenomeno ¢ reso possibile anzitutto grazie all’azione
anti-ossidante che queste tre molecole presentano nei confronti dei danni indotti da CdCly;
in secondo luogo, i meccanismi molecolari guidati da Zn, CBD e Se anche se utilizzando
vie di segnalazione diverse, convergono verso il riarrangiamento dei filamenti di actina
che, a loro volta, promuovono la crescita di prolungamenti citoplasmatici, riorganizzando
cosi la connettivita neuronale e la plasticita sinaptica, le cui alterazioni sono alla base di
numerose patologie neurodegenerative che, si stima, affliggono, circa 40 milioni di
individui.

Anche la microglia svolge un ruolo di notevole importanza; essa infatti rimuovendo
elementi dannosi dall’ambiente circostante e, al tempo stesso, producendo sostanze
neurotrofiche e neuro-attive che con azione paracrina, stimola i neuroni a proliferare e ad
aumentare la produzione di prolungamenti citoplasmatici coordinati dalla microglia stessa,
aprendo cosi la strada a nuovi fronti cellulari per la prevenzione di patologie come

Alzheimer, Parkinson e DSA.
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