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1.RIASSUNTO

In molti animali, i diversi comportamenti sociali, come I’aggressivita e il
comportamento sessuale, sono modulati da segnali chimici emessi da animali della
stessa specie, definiti feromoni, che agiscono attraverso il sistema olfattivo. | feromoni
sono contenuti in diversi fluidi corporei come 1’urina, la saliva, secreti vaginali e
lacrimali.

Dati presenti in letteratura mostrano che le lacrime del topo maschio rappresentano una
grande sorgente feromonale in grado di modulare differenti comportamenti sociali,
quali per esempio I’incremento dell’aggressivita tra maschi e il comportamento
recettivo nelle femmine. Poiché ad oggi non sono noti gli effetti comportamentali
indotti dalle lacrime della femmina, nel mio progetto di dottorato, ho studiato
I’influenza di questo fluido lacrimale sull’aggressivita dei maschi.

A tale scopo il fluido lacrimale delle femmine ¢ stato spennellato sulla regione dorsale,
facciale e ano-genitale di un intruso prima di un test di aggressivita tra maschi
conspecifici.

| risultati mostrano che le lacrime delle femmine sono in grado di inibire in modo
drammatico 1’aggressivita stimolando il comportamento sessuale e di investigazione.

Il ciclo estrale delle femmine non incide sulla produzione delle molecole inibitorie,
tuttavia le ovaie risultano importanti per la secrezione di queste sostanze lacrimali.
Tentativi preliminari volti a caratterizzare la natura delle molecole inibitorie
dimostrano che tali sostanze sono di basso peso molecolare e non volatili.

Data la natura non volatile di queste molecole é possibile supporre un coinvolgimento
del sistema vomeronasale. Per questo motivo ho valutato I’attivita neuronale delle aree
cerebrali dell’asse vomeronasale implicate nell’induzione del comportamento
aggressivo esponendo i residenti al fluido lacrimale di entrambi i sessi. | miei risultati
mostrano un’elevata attivazione neuronale a livello dell’amigdala mediale (MeA)
conseguente alla stimolazione con le lacrime sia di maschio che di femmina; tuttavia
non é stato possibile identificare delle sotto regioni amigdaliche differenzialmente

attive in seguito a stimoli sesso-specifici.



Differenze significative, invece sono state evidenziate a livello dell’area ventrolaterale
dell’ipotalamo ventromediale (VMHvI), un sub-nucleo che riveste un ruolo centrale
nella genesi del comportamento aggressivo.

| residenti esposti al fluido lacrimale di femmina presentano un numero ridotto di
neuroni attivi a livello del VMHvI se confrontate con residenti esposti al fluido
lacrimale del maschio.

Inoltre € stato interessante notare che il fluido lacrimale delle femmine determina
I’inattivazione del nucleo dorsomediale dell’ipotalamo (DMH), un centro di
regolazione di risposte neuroendocrine, cardiovascolari e fisiologiche legate allo stress.
Viceversa, le lacrimale della femmina attivano un’altra area cerebrale quale 1’abenula
laterale generalmente coinvolta nella regolazione della valenza di un comportamento
violento.

In conclusione, lo studio dimostra come il fluido lacrimale delle femmine riveste un
ruolo centrale nella modulazione del comportamento aggressivo dei topi maschi.
Questo avviene mediante I’attivazione di circuiti neuronali inibitori ed eccitatori che

stimolano 1’aggressivita e ’aspetto motivazionale.



2.INTRODUZIONE

Il sistema olfattivo

In molte specie animali, i diversi comportamenti sociali sono modulati da segnali
chimici, definiti feromoni, che agiscono attraverso il sistema olfattivo.

Negli organismi superiori, nonostante la chemiorecezione coinvolga sia gusto che
olfatto, molti animali si affidano all’olfatto come principale modalita chemiosensoriale
(Lledo et al., 2005).

Gli animali sono in grado di riconoscere e discriminare diversi tipi di odori presenti
nell’ambiente che influenzano il loro comportamento e forniscono informazioni
essenziali per la loro sopravvivenza (Dulac et al., 2006).

Il sistema olfattivo & infatti coinvolto in differenti meccanismi fisiologici, quali risposte
emozionali (ansia, paura o piacere), il mantenimento dell’omeostasi, funzioni
riproduttive (comportamenti sessuali o materni), e relazioni sociali (riconoscimento di
individui della stessa specie o famiglia, ma anche le prede e predatori) (Lledo et al.,
2005).

Nel topo (Mus musculus), tali funzioni sono regolate da due organi sensoriali
anatomicamente differenti: il sistema olfattivo principale (MOS), costituito da epitelio
olfattivo principale (MOE) e bulbo olfattivo principale (MOB), deputato al
riconoscimento di molecole volatili; e il sistema olfattivo accessorio o sistema
vomeronasale (VNS) suddiviso in organo vomeronasale (VNO) e bulbo olfattivo
accessorio (AOB), specializzato nel rilevamento di una vasta gamma di molecole
(volatili e non volatili) che una volta secreti regolano risposte fisiologiche e
comportamentali (Figura 1).

Tali organi derivano da placodi olfattivi, ispessimenti che compaiono sull’ ectoderma
craniale di rivestimento in seguito alla chiusura del tubo neurale durante il processo

embriogenetico.



Figura 1: Rappresentazione del sistema olfattivo nel topo.
Abbreviazioni: bulbo olfattivo accessorio (AOB), bulbo olfattivo principale (MOB),
epitelio olfattivo principale (MOE), organo vomeronasale (VNO). (modificato da
Dulac and Wagner 2006 Annu. Rev. Genet.; 40: 449-467).

Per molto tempo, si ¢ sostenuta 1’ipotesi che i due sistemi chemiosensoriali, il sistema
olfattivo principale e accessorio, fossero responsabili di differenti funzioni. Mentre il
sistema olfattivo principale era ritenuto responsabile esclusivamente per il
riconoscimento di molecole odorose convenzionali di tipo volatili, il sistema olfattivo
accessorio, invece era ritenuto responsabile della percezione di feromoni e
semiochimici prodotti da individui della stessa specie o di specie diverse (Ache and
Young 2005; Dulac et al., 2003).

Sebbene i due sistemi differiscono per funzione ed anatomia , prove recenti dimostrano
che entrambi i sistemi chemiosensoriali agiscono sinergicamente nella percezione degli
odori. In questi sistemi i neuroni sensoriali ubicati nella cavita nasale esprimono
distinte famiglie di recettori che rilevano i feromoni e innescano una cascata di eventi
molecolari che, in ultima analisi, influenzano aspetti del comportamento sociale

dell’individuo.
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Figura 2: Schema rappresentativo delle proiezioni tra sistema olfattivo e aree

Endocrine
responses
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Piriform cortex =
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cerebrali nel topo. (A) Rappresentazione schematica di una sezione sagittale del
sistema olfattivo del topo (a2 e a3) mostra nel dettaglio le strutture del VNO e
dell’AOB e le loro connessioni; (B) rappresentazione spaziale delle proiezioni dall’ OB
(in verde) e AOB (in blu) alle strutture riceventi della corteccia; (C) Diagramma
schematico delle vie anatomiche dei sistemi olfattivi principale e accessorio nel topo.
Abbreviazioni: AOB, bulbo olfattivo accessorio; AON, nucleo olfattivo anteriore; GL,
strato glomerulare; GrL, strato granulare; LOT, tratto olfattivo laterale; ML, strato di
cellule mitrali; OB, bulbo olfattivo; OE, epitelio olfattivo; ON, nervi olfattivi; OSN,
neuroni olfattivi sensoriali; RMS, flusso migratorio rostrale; SVZ, zona
subventricolare; OT, tubercolo olfattivo; VNO, organo vomeronasale. (modificato da
Suarez Ret al., 2012 Frontiers in neuroanatomy 6, 50; Tirindelli et al., 2009
Physiol Rev 89: 921-956).
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Anche se i due sistemi condividono un’ organizzazione istologica simile essi mostrano
delle differenze nel repertorio recettoriale e nelle vie di trasmissione a specifiche aree
cerebrali (Figura 2C) (Munger et al., 2009).

Ogni sistema possiede un neuroepitelio costituito da neuroni sensoriali olfattivi primari
I cui assoni inviano le informazioni ai neuroni di secondo ordine (cellule mitrali) del
bulbo olfattivo principale (nel sistema olfattivo principale) o del bulbo olfattivo
accessorio (nel sistema vomeronasale). Le proiezioni delle cellule mitrali del bulbo
olfattivo principale giungono ai centri superiori tra cui la corteccia piriforme e
I’amigdala corticale. Invece, le proiezioni del bulbo olfattivo accessorio giungono ai
nuclei dell’amigdala mediale (o anche denominata amigdala vomeronasale), ai nuclei
del letto della stria terminale (BNST) e al nucleo del tratto olfattivo accessorio (von
Campenhausen et al., 2000; Dulac et al., 2006). Da qui le informazioni vengono
trasmesse a livello ipotalamico (Lledo et al 2005; Tirindelli et al 2009; Baum et al
2012) (Figura 2B) dove regolano risposte neuroendocrine, fisiologiche e
comportamentali. L’amigdala mediale rappresenta un centro importante per
I’elaborazione delle informazioni provenienti dal sistema vomeronasale (Yang et
al.,2014) che vengono trasmesse a livello dell’ipotalamo ventromediale (VMH)
(Samuelsen et al.,2009; Swanson et al., 2000; Stowers et al.,2016) importante per la
stimolazione dei diversi comportamenti sociali (come 1’aggressivita e la riproduzione)
(Anderson., 2012; Yang et al.,2013; Unger et al.,2015; Lee et al.,2014). L’ MeA e il
VMH possono essere suddivisi in subnuclei anatomicamente distinti dove
I’informazione viene elaborata stimolando differenti comportamenti sociali (Samuelsen
et al., 2009; Swanson et al., 2000). Ad esempio le risposte difensive da odori dei
predatori coinvolgono principalmente I’amigdala mediale ventrale e il dorsomediale
del VMH (VMHdm); mentre le risposte comportamentali aggressive e riproduttive
stimolate da feromoni invece, coinvolgono principalmente 1’amigdala posteriore

mediale e il venterolaterale del VMH (VMHuvI).

11



Epitelio olfattivo principale (MOE)

Nei mammiferi 1’evento iniziale della comunicazione olfattiva ha luogo nell’epitelio
olfattivo, localizzato nell’estremita posteriore della cavita nasale e a diretto contatto
con l’aria proveniente dall’esterno. L’epitelio olfattivo ¢ un tessuto colonnare
pseudostratificato che riveste strutture cartilaginee , dette turbinati, ed € costituito dalla
ghiandola di Bowman e da tre tipi cellulari principali: i neuroni sensoriali olfattivi
(OSN), cellule di sostegno e cellule staminali basali (Ronnett 2002) (Figura 2al). |
neuroni sensoriali olfattivi rappresentano 70 — 80 % della popolazione totale cellulare
dell’epitelio olfattivo, dotati di capacita rigenerativa durante la vita dell’organismo, con
una emivita di circa 60 — 90 giorni (Firestein 2001). Presentano morfologia bipolare
con un unico dendrite disposto sulla superficie epiteliale, mentre i loro assoni si
dipartono per prendere contatto con il bulbo olfattivo principale (Figura 3). Il dendrite
termina con un’espansione globosa da cui si dipartono ciglia immerse nel muco delle
cavita nasali. Il muco contiene proteine leganti gli odori (olfactory binding protein

OBP) secrete dalla ghiandola di Bowman, con la funzione di legare molecole

idrofobiche facendole passare in soluzione.

Figura 3: Immagine di microscopia elettronica a scansione del neurone olfattivo
sensoriale in (A) (a — assone; s — soma; d — dendrite; ¢ - ciglia); (B) ciglia dell’epitelio

olfattivo.
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| composti odoranti presenti nell’aria inalata si legano a specifici recettori sulle ciglia
dei neuroni olfattivi, i cui assoni attraversano la lamina cribrosa proiettano al bulbo
olfattivo in specifiche regioni denominate glomeruli, nelle quali formano sinapsi con le
cellule mitrali (Figura2 al e B).

| recettori olfattivi appartengono alla famiglia dei recettori a sette eliche
transmembranarie accoppiati a proteine G (GPCR, G protein—coupled protein)
(Ronnett et al 2007).

Sono costituiti da un dominio extracellulare, deputato al riconoscimento di odoranti,
uno trasmembranario e uno intracellulare importante per 1’interazione con una proteina
eterotrimerica formata da tre subunita o (Ga,;r) B € Y (Mombaerts 1999). Una volta che
gli odori entrano nella cavita nasale, vengono disciolti nel muco che ricopre la
superficie dell’epitelio olfattivo e si legano ai recettori olfattivi presenti sulle ciglia nei
neuroni sensoriali olfattivi. Tale legame determina I’attivazione della proteina G
stimolatoria Golf che a sua volta attiva I’adenilato ciclasi di tipo 3 (AC3) portando ad
un aumento della concentrazione intracellulare di cCAMP. Questi eventi determinano
I’apertura dei canali “Cyclic Nucleotide Gated Channel Alpha 2” (CNGAZ2) che
permettono 1’ingresso di Ca2+ e di Na+. L’aumento del Ca2+ intracellulare permette
I’apertura dei canali per il Cl- che fuoriesce dalla cellula determinando una forte
depolarizzazione che porta all’insorgenza di un potenziale d’azione (Tirindelli et al

2009) (Figura 4).
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Figura 4: Schema rappresentativo del meccanismo di trasduzione del segnale del
recettore presente a livello delle membrane delle ciglia dell’epitelio olfattivo

(Firestein S. 2001. Nature 413 (6852):211 — 218).

Organo vomeronasale (VNO)

L’organo vomeronasale ¢ una sottostruttura sensoriale del sistema olfattivo accessorio
ed é costituito da neuroni chemiosensoriali deputati al riconoscimento di molecole
odorose recanti informazioni sullo stato sociale dei conspecifici. Tale informazione
viene trasmessa attraverso gli assoni dei neuroni sensoriali vomeronasali al bulbo
olfattivo accessorio, che manda afferenze ai nuclei ipotalamici responsabili delle
risposte neuroendocrine e comportamentali (Figura 2 a2; Figura 2B).

L’organo vomeronasale ¢ una struttura bilaterale tubulare ubicata in una capsula di
protezione ossea situata alla base del setto nasale. Si tratta di un organo chemorecettivo
ricoperto da epitelio sensoriale e collegato alle cavita nasali mediante il dotto
vomeronasale.

Data la sua localizzazione, non entra direttamente in contatto con il flusso d’aria che

normalmente scorre nelle cavita nasali. Durante le indagini olfattive, i chemosegnali
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che entrano in contatto con le cavita nasali vengono disciolti nel muco e tramite il dotto
vomeronasale indirizzate nel lume dell’organo in seguito ad aspirazione (Trotier.,
2011).

Il lume dell’organo vomeronasale, analogamente all’epitelio olfattivo principale, ¢
rivestito da un neuroepitelio pseudostratificato composto da tre tipi di cellule: le cellule
staminali basali, localizzate lungo la membrana basale dell'epitelio sensoriale; le
cellule di sostegno che si trovano nello strato superficiale dell'epitelio sensoriale e i
neuroni sensoriali vomeronasali (VSNSs). I VSNs sono bipolari con un soma che separa
un assone dal dendrite. Il dendrite é caratterizzato da una terminazione globulare con
microvilli liberamente fluttuanti nel fluido mucoso del lume. A livello della membrana
dei microvilli si riscontrano recettori accoppiati a proteine G, appartenenti a due grandi
superfamiglie multigeniche denominate, V1R e V2R, distribuite rispettivamente sui
neuroni della zona apicale e basale dell’epitelio sensoriale (Dulac and Axel, 1995;
Herrada and Dulac, 1997; Matsunami and Buck, 1997; Ryba and Tirindelli, 1997). |
loro assoni proiettano rispettivamente nello strato apicale e basale del bulbo olfattivo
accessorio in grado di legare i feromoni diversi (Figura 2.a2,a3). | recettori V1R
possono legare sia molecole non volatili che volatili (tra cui le piccole molecole volatili
testosterone dipendente presenti nelle urine del maschio e steroidi solfati) (Leinders-
Zufall et al., 2000), al contrario i neuroni che esprimono i recettori V2R vengono
stimolati da una grande varieta di odoranti di tipo proteici e peptidici tra cui le “major
urinary proteins” (MUP), peptidi del complesso maggiore di istocompatibilita (MHC) e
gli “exocrine secreting peptides” (ESP) (Leinders-Zufall et al., 2004; Chamero et
al.,2007; Kimoto et al.,2007). In questo modo, attraverso 1’organo vomeronasale, gli
animali percepiscono stimoli naturali presenti nei fluidi corporei che trasmettono
informazioni sul sesso e sull’identita individuale ( Holy et al., 2000; Kimoto et al.,
2007; He et al., 2008, Nodari et al., 2008).

Il legame recettore—ligando attiva due proteine G, Goai2 e Goo, espresse
rispettivamente nel lato intracellulare dei recettori VIR e V2R che determinano

attivazione della fosfolipasi C (PLC), che porta alla scissione del fosfatidilinositolo in
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inositolo 1,4,5 trifosfato (IP3) e diacilglicerolo (DAG). Mentre I’IP3 mobilita le riserve
di calcio intracellulare, il DAG determinera I’apertura di canali cationici denominati
TRPC2 “transient membrane potential receptor”, che causa a sua volta ingresso di
calcio extracellulare. L’ingresso di ioni calcio scatena I’apertura di ulteriori canali
ionici calcio dipendenti che determinano la depolarizzazione di membrana e di

conseguenza la genesi del potenziale d’azione (Tirindelli et al 2009) (Figura 5).

Figura 5: Modello di trasduzione del segnale nei neuroni del VNO (modificato da
Tirindelli et al., 2009 Physiol Rev 89: 921-956).
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| SEMIOCHIMICI

I mammiferi interagiscono mediante lo scambio di sostanze chimiche che vengono
veicolate attraverso 1’urina, la saliva, le lacrime, il fluido vaginale e i secreti
ghiandolari.

Tali sostanze, sono denominate semiochimiche (da greco “semeion” che significa
segno), le cui classi rappresentative sono: allelochimici e feromoni (Tirindelli et al
2009).

Gli allelochimici presentano un effetto interspecifico in quanto messaggeri chimici che
agiscono tra specie diverse (Sbarbati et al., 2006). Si possono dividere in allomoni,
cairomoni e sinomoni.

Gli allomoni sono secreti da un individuo a scopo difensivo, ne sono un esempio
I’acido formico delle formiche e le sostanze repellenti delle cimici.

| cairomoni trasmettono informazioni utili per I’organismo ricevente (ad esempio,
roditori che riescono a percepire molecole odorose emanate dai predatori).

Un’altra classe di semiochimici sono 1 feromoni (derivano dal greco “pherein” che
significa trasportare e “hormon”, eccitare), sono specifiche sostanze biologicamente
attive, secrete da un individuo, in grado di stimolare in un conspecifico reazioni
comportamentali, secrezioni ormonali e altre reazioni fisiologiche (Karlson et al 1959).
Possono essere suddivisi in “releaser” e “primer” (McClintock MK.,1998). I “primer”
inducono nel ricevente una risposta fisiologica mediate 1’attivazione del sistema
neuroendocrino. Ne sono un esempio “I’effetto Vandenbergh” (feromoni maschili
presenti nelle urine che stimolano il primo ciclo estrale in femmine prepuberali) o
“I’effetto Whitten” (feromoni presenti nelle urine di maschio che stimolano la
sincronizzazione del ciclo estrale in una popolazione di femmine) (Vandenbergh.,
1967; Whitten., 1956) I “releaser” invece, sono molecole importanti per il
riconoscimento individuale ed evocano una risposta comportamentale come

I’aggressivita, I’accoppiamento e la marcatura del territorio.
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Come spiegato in precedenza la comunicazione feromonale tra conspecifici viene
modulata principalmente dal sistema vomeronasale; tuttavia anche 1’epitelio olfattivo
principale contribuisce in maniera determinante nella modulazione di risposte
endocrine e comportamentali (Tirindelli et al., 2009; Kimchi et al., 2007; Stowers et
al., 2002; Leypold et al., 2002). Infatti I’ablazione chirurgica o delezione genica di tali
sistemi influenza una serie di comportamenti sociali, tra cui I’accoppiamento (Ferrero
et al., 2013; Stowers et al., 2002), ’attrazione sociale (Oboti et al.,2014; Dey et al.,
2015; Roberts et al., 2010), ’aggressivita territoriale (Leypold et al., 2002; Mandiyan
et al., 2005; Stowers et al., 2002; Matsuo et al., 2015; Chamero et al., 2011; Chamero
et al., 2007), aggressivita materna (Leypold et al., 2002; Chamero et al., 2011) e la

dominanza gerarchica (Kaur et al., 2014).

Feromoni presenti nelle urine

Gli animali sfruttano differenti meccanismi per il rilascio di feromoni importanti per la
comunicazione tra conspecifici. In molti casi avviene mediante 1’escrezione di urina e
feci che possono essere deliberatamente lasciati nell’ambiente come marchi territoriali.
Sono note infatti le molecole contenute nelle urine in grado di modulare i diversi
comportamenti sociali. Esse contengono una vasta gamma di molecole con funzione
feromonale come piccole sostanze volatili cosi come solfati steroidei e proteine in
grado di modulare il comportamento sessuale e aggressivo (Novotny 2003; Chamero
et al., 2007; Nodari et al., 2008).

Infatti I’aggressivita territoriale tra maschi della stessa specie rappresenta uno dei tanti
comportamenti innati, che risulta modulata da proteine urinarie maschili.

Sono molecole con funzione feromonale che agiscono attraverso il sistema
vomeronasale, stimolando comportamenti di attacco tra maschi conspecifici. Tali
proteine prendono il nome di MUPs (major urinary proteins) e sono una grande
famiglia di proteine omologhe sintetizzate nel fegato ed escrete attraverso le urine

(Cavaggioni et al., 2000; Logan et al., 2008). Le MUPs appartengono alla
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superfamiglia delle lipocaline e legano e rilasciano piccoli feromoni volatili (Bacchini
et al., 1992; Bocskei et al., 1992). Le MUPs sono espresse nelle ghiandole esocrine
come le ghiandole mammarie, parotide, sublinguali, submascellari, lacrimali, nasali e
agiscono come feromoni “primer” o “relaeser” (Shahan et al.,1987). Le MUP legano
feromoni volatili implicati nella sincronizzazione del ciclo estrale delle femmine
(Jemiolo et al., 1986), induzione dell’estro (a- e P -farnesene) (Ma et al.,1998),
aggressivita tra maschi (Novotny et al., 1985) e per marcare il territorio (Beynon et al.,
2004; Hurst et al., 2004).

Le MUPs prive di ligandi presentano funzione feromonale e attivano VSNs V2R situati
nello strato basale del neuroepitelio del VNO (Chamero et al 2007, Chamero 2011;
Papes et al., 2010).

Nelle urine del maschio sono contenute altre molecole con funzione feromonale come
le a- e B-farneseni importanti per la marcatura del territorio (Novotny et al., 1990;
Jemiolo et al., 1992) per I’induzione del ciclo estrale nelle femmine (Brennan et al.,
2003, Dulac et al., 2003) e I’attrazione femminile (Jemiolo et al., 1991). Infatti, tali
molecole, risultano maggiormente concentrate nelle urine dei maschi dominanti
rispetto alle urine di topi subordinati e vengono prodotte a livello dei testicoli e dalle
ghiandole prepuziali per azione testosterone dipendente (Novotny et al. , 1990).

Il 2-sec-butil-4,5-diidrotiazolo (SBT) e il 3,4-deidro-exo-brevicomin (DHB) sono i
costituenti urinari volatili nei topi maschi. Mediante castrazione la concentrazione di
tali molecole si riduce drasticamente, mentre iniezioni di testosterone ripristinano la
loro concentrazione a livelli fisiologici (Novotny et al., 1985). Sebbene una miscela di
SBT e DHB non presenta carattere feromonale sulle femmine riceventi, tuttavia
I’aggiunta di tali composti nelle urine di maschi castrati stimola ’attrazione delle
femmine (Jemiolo et al., 1985) e la sincronizzazione del ciclo estrale (Jemiolo et al .,
1986). E possibile che nelle urine vi siano delle molecole peptidiche con funzione
trasportatrice che permettono la trasmissione di SBT e DHB al VNO dove tali

composti si legano su recettori situati nel neuroepitelio vomeronasale.
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Il “(Methylthio) methanetiol” (MTMT) e esclusivamente presente nelle urine del
maschio e risulta importante per segnalare la presenza di un maschio anche a lunga
distanza (Alema et al., 1988; Lin et al., 2005). Tale composto agisce esclusivamente
mediante attivazione del sistema olfattivo principale e risulta altamente volatile.
Lo “(Z) -5-tetradecen-1-ol” (Z5-14: OH) é stato recentemente identificato come un
ligando naturale per un recettore del MOB e viene escreto dalle ghiandole prepuziali
nelle urine del maschio per azione testosterone dipendente e agisce come segnale per
attirare le femmine ai fini riproduttivi (Yoshikawa et al., 2013).

Le urine di femmine invece, presentano molecole in grado di inibire 1’aggressivita, con
incremento del comportamento sessuale, quando vengono spennellate sul dorso di un
intruso durante un “intermale aggression test” (Dixon et al., 1971; Mugford et al.,
1966).

Recentemente sono state identificate le prime molecole presenti nelle urine di femmina
in grado codificare il sesso di un conspecifico attraverso il sistema vomeronasale.
“Cortigynic acid” (M377) e “corticosteronic acid” (M361), in combinazione
spennellate su femmine ovariectomizzate stimolano il comportamento di monta da
parte del maschio durante un’interazione sociale. Tali sostanze risultano scarsamente
presenti in femmine giovani 0 ovariectomizzate e completamente assenti nei maschi.
Probabilmente tali sostanze mimano lo stato estrale della femmina che generalmente

stimola il comportamento sessuale nel maschio (Fu et al., 2015).

Feromoni presenti nelle lacrime e nella saliva

Tra le proteine presenti nelle lacrime, si riscontrano peptidi appartenenti ad una
famiglia multigenica, denominata “exocrine gland secreting peptides” (ESPs) (Kimoto
et al 2005) che vengono sintetizzate da specifiche ghiandole lacrimali (Kimoto et al
2007) (Cavaliere et al 2014). E una famiglia multigenica di peptidi di peso molecolare

variabile (7-10 KDa) costituita da 38 geni nel topo, 10 nel ratto e assenti nell’uomo. |
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geni che codificano per i peptidi ESP, sono presenti in un cluster sul cromosoma 17, in
una regione telomerica di 3,2 Mb rispetto ai loci del complesso maggiore di
istocompatibilita di classe I (MHC 1), la cui numerazione aumenta in direzione del
centromero (Figura 6).

E interessante notare un gruppo molto grande di geni che codificano per i recettori
olfattivi (OR) interposto tra il cluster MHC | e quello ESP (Figura 6). Il cluster dei geni
OR presentano sovrapposizione con la regione MHC |, mentre risultano chiaramente

separati i cluster OR e ESP.

A 5
ESP cluster
oo
S on S > o 36 34 31 2423 18 16 15 ~ &= 865431 .
MOUSE $ &% ¢ . ¥ & . i [ i 28 O\ | & s
TN g 5¥ & ‘ A T ! O Wi SE &
1011 I A R e S T B T e e e S I B B S L
w5 310 a8 3.0 388 30 208 200
T o Mb o
£27 & |2
FIT ¥ ¥
RAT £ & | ‘ | ESP gene
Chr.20 +— 4o @aaeds . - ESP cluster region | Chr.9 ——H—d4—1t =
20 15 10 0 | OR gene 17.0 ey 1\n5 164
S | MHC gene
HUMAN ¥ 5% MHC cluster region
Chré STk 3k 22 | T AR i conserved gene Chr.6 —d——t——ro
30.0 295 gap 50.0 495
Mo -

Figura 6: Posizione genomica della famiglia ESP nel topo e nel ratto ma assente
nell’uomo. Il cluster ESP mostrato in rosa; il cluster MHC in giallo; il cluster OR in
verde (Kimoto et al., 2007 Curr. Biol.;17:1879-84).

Dei 38 geni, 14 risultano pseudogeni e 24 vengono codificati per peptidi ESP intatti
che risultano sesso e ceppo specifici (Kimoto et al., 2007). 15 dei 24 geni intatti
vengono espressi nelle ghiandole extraorbitali, sottomascellari e harderiane di topi
sessualmente maturi.

Per alcuni di questi peptidi ESP é stata riscontrata una specifica funzione feromonale.
Tra gli ESP prodotti in eta giovanile si riscontra ESP22 che viene secreto dalle
ghiandole lacrimali e inibisce il comportamento sessuale dei topi adulti nei confronti
dei piccoli (Ferrero et al 2013). Nello specifico ESP22 ricombinante spennellato sui

topi adulti durante un’interazione sociale esercita un potente effetto inibitorio sul
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comportamento sessuale del maschio adulto che viene abolito in topi knockout per il
canale ionico TRPC2 (una componente chiave della segnalazione vomeronasale)
(Leypold et al., 2002; Stowers et al., 2002). L’assenza del canale TRPC2 o la perdita di
produzione dell’ESP22 provocano un aumento del comportamento sessuale dei maschi
adulti nei confronti dei giovani.

Recentemente é stato identificato un altro feromone appartenente alla famiglia degli
ESP denominato “exocrine secreting peptide 1” (ESP1). Tale feromone € un peptide
non-volatile secreto esclusivamente dalle ghiandole extra e intraorbitali del maschio
dopo la 4 settimana di vita (Kimoto et al., 2007; Haga et al., 2010; Cavaliere et al.,
2014).

In particolare, ESP1 stimola le femmine ad assumere la caratteristica postura di lordosi
(sollevamento della regione pelvica e con la schiena arcuata per favorire
I’accoppiamento); mentre nel maschio coniugato con le urine promuove 1’aggressivita
in presenza di un intruso durante un “intermale aggression test” (Haga et al.,2010;
Cavaliere et al.,2014; Ishii et al.,2017). ESP1 si lega a livello di uno specifico recettore
vomeronasale, il V2Rp5, un membro della famiglia di recettori V2R coinvolto nella
modulazione del comportamento sessuale e aggressivo (Haga et al.,2010; Oboti et al.,
2014; Ishii et al 2017) . Gli assoni dei VSN innervano i glomeruli lungo I’asse rostro —
caudale e soprattutto medio — laterale dell’AOB dove fanno sinapsi con cellule mitrali
per la trasmissione dell’informazione a tre principali centri superiori: nucleo del letto
della stria terminale (BNST), nucleo mediale dell’amigdala (MeA) e il nucleo
posteriore corticale dell’amigdala (PMCO).

Studi recenti infatti, dimostrano che, in seguito a stimolazione con ESP1,
indipendentemente dal sesso, si ha un aumento dell’espressione della proteina ¢ — Fos
nel BNST e MeA che innervano aree ipotalamiche inclusa 1’ area mediale preottica
(MPA), e il nucleo ipotalamico ventromediale nella regione dorsomediale (VMHdm);
mentre nel PMCO, I’espressione della proteina c-Fos & osservabile esclusivamente
nelle femmine (Ishii et al., 2017) (Figura 7).
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Sebbene nelle femmine il feromone ESP1 risulta sufficiente per la stimolazione del

comportamento di lordosi, nel maschio invece la modulazione del comportamento

aggressivo viene incrementato da un effetto sinergico tra peptide e urine maschili

(Figura 7).

Questi dati dimostrano come le lacrime rappresentino una grande sorgente feromonale

in grado di modulare i diversi comportamenti socio-sessuali.

N Sy i

\ESP1+ urine MGADV Aggressive behavior
I Amygdala “switches” the route of info

) B el

'ESP1 MeApv Sexual behavior

Figura 7: schema dei circuiti neurali preposti ai differenti comportamenti sociali.

Abbreviazioni: area mediale preottica (MPA), ipotalamo ventromediale parte dorso-

mediale (VMHd), area postero-ventrale dell’amigdala mediale (MeApv)

23



L’attivazione dell’ipotalamo ventromediale stimola il comportamento aggressivo

nel topo

Il comportamento aggressivo nei topi € un comportamento sociale innato e si basa sulla
difesa del territorio e della prole verso intrusi conspecifici. Come accennato in
precedenza 1’aggressivita viene stimolata da molecole odorose (presenti nelle urine e
nelle lacrime) rilevate attraverso il sistema olfattivo (MOE e VNO). Infatti lesioni a
carico del VNO o del MOE determinano alterazioni nel comportamento aggressivo del
maschio e nell’aggressivita materna (Mandiyan et al., 2005; Wang et al., 2006;
Chamero et al.,2011; Stowers et al., 2002; Kimchi et al., 2007; Norlin et al., 2003;
Leypold et al.,2002).

Un saggio comunemente utilizzato per testare 1’aggressivita maschile ¢ rappresentato
“dall’intermale-aggression test” (Connor et al.,1977; Maruniak et al.,1986). Tale test
comportamentale si base sul paradigma “resident-intruder” che prevede I’inserimento
di un maschio intruso in una gabbia contenente un residente dello stesso sesso ospitato
singolarmente. Dopo un periodo di indagini olfattive, per consentire il riconoscimento
individuale, il residente inizia a manifestare una serie di comportamenti violenti verso
I’intruso al fine di poterlo scacciare dal proprio territorio.

| circuiti olfattivi che innescano un comportamento aggressivo attivano i circuiti
limbici dell’amigdala e dell’ipotalamo . Recentemente e stato identificato un sotto—
nucleo del VMH, la parte ventrolaterale (VMHuvI), per il suo ruolo cruciale nella
stimolazione del comportamento aggressivo nei topi maschi ; il silenziamento di questa
area sopprime il comportamento di attacco mentre la sua stimolazione promuove
comportamenti aggressivi nei maschi anche a contatto con femmine o oggetti inanimati
(Leeetal., 2014; Linetal., 2011, Yang et al. 2013).

| neuroni VMHUVI risultano estremamente ricchi di recettori ormonali, compreso il
recettore alfa per gli estrogeni (Ersl), e il recettore del progesterone (PR).
L’attivazione di tali recettori risulta importante per la stimolazione del comportamento

aggressivo (Yang et al., 2013, 2017; Lee et al., 2014; Hashikawa et al., 2017). Il
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silenziamento delle cellule PR+ o Ersl+, determina un’inibizione del comportamento
aggressivo nei topi (Yang et al., 2013; Lee et al., 2014; Hashikawa et al., 2017).
Viceversa, I’attivazione delle cellule Esrl+ provoca una riduzione nella latenza di
attacco mentre 1’attivazione farmacologica delle cellule PR+ aumenta la frequenza
degli attacchi durante un “intermale aggression test” (Lee et al., 2014; Hashikawa et
al., 2017; Yang et al., 2017). Inoltre la stimolazione del comportamento aggressivo e
stata osservata in seguito ad attivazione delle cellule PR+ in maschi castrati o con
deficit del sistema olfattivo, suggerendo che il VMHUVI risulta estremamente importante
nella modulazione dell’aggressivita nel topo (Yang et al., 2017).

Oltre alla presenza di recettori ormonali che stimolano il comportamento aggressivo,
recenti studi hanno evidenziato un’elevata risposta da parte del VMHuvI in seguito a
specifici stimoli olfattivi che promuovono 1’aggressivita (Falkner et al., 2014).

Durante un “intermale aggression test”, i maschi residenti presentano un aumento di
cellule neuronali attive nel VMHvI dopo aver annusato le urine o le lacrime del
maschio intruso (Lin et al., 2011; Falkner et al., 2014; Hattori et al., 2016).
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3.5COPO DELLA TESI

Nei mammiferi, molti comportamenti sociali sono modulati da stimoli feromonali che
agiscono attraverso il sistema olfattivo. Nei topi i feromoni sono contenuti in molti
fluidi corporei come 1’urina, le feci, la saliva, il fluido lacrimale e vaginale.

Dati presenti in letteratura mostrano che il fluido lacrimale del topo rappresenta una
grande sorgente feromonale in grado di modulare differenti comportamenti sociali tra
conspecifici.

Sebbene nelle lacrime del maschio siano stati identificati e purificati molti feromoni
che stimolano comportamenti aggressivi e sessuali, tuttavia il ruolo del fluido lacrimale
delle femmine nella modulazione di tali comportamenti risulta tuttora sconosciuto.

Di conseguenza nella prima fase del mio lavoro di tesi ho valutato la valenza del fluido
lacrimale delle femmine nella modulazione del comportamento aggressivo nel topo.
Mentre nella seconda parte del mio progetto di dottorato ho indagato sui centri che

regolano ’aggressivita nel topo maschio in seguito ad uno stimolo lacrimale.
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4 MATERIALI E METODI
Animali

Gli animali utilizzati in questo lavoro di dottorato, sono stati acquistati dall” Harlan e
allevati nello stabulario del Dipartimento di Medicina e Chirurgia dell’Universita degli
studi di Parma. Gli animali sono stati stabulati in condizioni di 12h di luce e 12h di
buio e una temperatura di 25°C. Tutti gli esperimenti comportamentali sono stati
condotti in una stanza dello stabulario al fine di ridurre al minimo i fattori di variabilita
ed effettuati nell’assoluto rispetto della Direttiva Europea (Direttiva 2010/63/UE) e
Italiana vigenti (D.Lgs. n. 26 del 14 marzo 2014). Le tecniche utilizzate sono state
approvate ai sensi dell’art. 31 del D.Lgs n.26/2014 dal Ministero della Salute e
dall’lOPBA (Organizzazione Preposta al Benessere Animale). ID autorizzazione :

863/2017-PR.
Operazioni chirurgiche

Ovariectomia bilaterale

L’ovariectomia bilaterale ¢ stata effettuata in femmine di ceppo Balb/c di 3 settimane
di eta.

Gli animali sono stati prima anestetizzati con una soluzione (0.1ml/10g corporei) di
xylazina (Lmg/ml) e ketamina (10mg/ml).

| topi sono stati posti ventralmente in modo da disinfettare e rasare 1’area chirurgica
dorsale.

Al fine di creare un accesso nell’area dorsale, € stata effettuata una singola incisione
sulla linea mediana dorsale e caudalmente all’ultima costola della gabbia toracica.
Utilizzando piccole forbici sterili, viene eseguita una piccola incisione dorsale di 0.5cm
lungo I’asse delle vertebre lombari. Successivamente la pelle ai lati del taglio e stata
separata dal muscolo sottostante con 1’utilizzo delle pinze chirurgiche. La stessa
incisione é stata usata al fine di rimuovere entrambe le ovaie. Esternalizzati gli ovidotti

con le ovaie, una legatura sterile e stata posta intorno a ciascun ovidotto con successiva
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rimozione delle ovaie. Il piano chirurgico e stato suturato applicando due punti staccati
(Sophocleousa et al., 2014). L’animale ¢ stato sottoposto ad un recupero post-

operatorio per circa 3 settimane prima di procedere al prelievo del fluido lacrimale.

Castrazione di maschi CD1

La castrazione é stata eseguita su topi maschi di ceppo CD1 di 2 settimane di eta.

Gli animali sono stati anestetizzati con una soluzione (0.1ml/10g corporei) di xylazina
(Img/ml) e ketamina (10mg/ml).

| topi anestetizzati sono stati posizionati dorsalmente in modo da poter disinfettare lo
scroto. Utilizzando piccole forbici sterili, e stata effettuata un’incisione cutanea sul lato
ventrale dello scroto (0.5cm). | testicoli vengono esternalizzati e posta una legatura
subito al di sotto per permettere la loro rimozione. Il piano chirurgico é stato suturato
con due punti staccati. L’animale € stato sottoposto ad un recupero post-operatorio per

circa 3 settimane.

Asportazione delle ghiandole lacrimali extraorbitali

L’asportazione delle ghiandole lacrimali extraorbitali ¢ stata eseguita su femmine di
ceppo Balb/c di 4 settimane di eta.

| topi sono stati anestetizzati con una soluzione (0.1ml/10g corporei) di xylazina
(Img/ml) e ketamina (10mg/ml).

La ghiandola lacrimale extraorbitale ¢ posta superficialmente tra 1’arcata mascellare
laterale e la rima oculare di Mus musculus (nel mio caso di ceppo Balb/c). La sua
rimozione prevede un taglio della cute di circa 5mm nella posizione sopradescritta e la
ghiandola , collocandosi subito al di sotto del sito di taglio, viene asportata rapidamente
con successiva sutura cutanea mediante 2 punti staccati (Cavaliere et al., 2014).

L’animale ¢ stato sottoposto ad un recupero post-operatorio mediante antibiotici locali
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(Tobral pomata antibiotica oftalmica) per circa 3 settimane prima di procedere al

prelievo del fluido lacrimale (Cavaliere et al., 2014).

Prelievo del fluido lacrimale

La procedura consiste nel pipettare 10 pl di acqua MilliQ per ciascun occhio, due volte
al giorno (primo prelievo ore 12:00 ; secondo prelievo della giornata ore 17:00) dopo
aver ripulito la zona sub-oculare con cotone imbevuto di acqua borica.

Tutti i campioni di fluido lacrimale hanno subito un processo di liofilizzazione e
riconcentrati 10 volte (in acqua MilliQ) rispetto al loro volume di partenza. | campioni

cosi ottenuti sono stati conservati in freezer a -20°C.

Identificazione delle fasi del ciclo estrale della femmina

Per poter prelevare il fluido lacrimale in fase di estro o di diestro del ciclo estrale della
femmina, ho effettuato una prima analisi visiva dell’orifizio vaginale, in quanto poco
invasiva e non richiede attrezzature speciali. Per identificare le fasi ho preso in
considerazione i seguenti parametri: in fase diestro 1’orifizio vaginale si presenta con
una piccola apertura, i tessuti risultano di colore blu—violastro e molto umida ( Figura
1). In fase di estro invece, si osserva un elevata apertura dell’orifizio, i tessuti risultano

pill rosei e meno umidi con striature pit pronunciate.

Figura 1: (A — B) Visualizzazione delle fasi estrali in un ceppo albino Balb/c;
estro (A), diestro (B).
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Selezionate le femmine in estro e diestro ho confermato il dato mediante 1’analisi
citologica (McLean et al., 2012). Ho prelevato le cellule vaginali pipettando 30 ul a
livello dell’orifizio vaginale con acqua distillata. Una volta prelevato il fluido vaginale
e stato riversato su un vetrino e lasciato asciugare a temperatura ambiente. In ultima
fase le cellule vaginali sono state colorate mediante 1’utilizzo del crystal violetto. Il
rapporto tra i tipi cellulari presenti nello striscio e stato utilizzato per identificare la
fase estrale del topo nel giorno di raccolta del campione. Nello specifico in fase di estro
prevalgono cellule epiteliali cornificate squamose presenti in cluster; mentre in fase di

diestro prevalgono cellule leucocitarie.
Dialisi

Il fluido lacrimale (2ml) di femmine di ceppo Balb/c (n=10) é stato dializzato contro 4
ml di acqua distillata per 24 hr a 4°C utilizzando membrane Spectrapore con taglio
molecolare di 2KDa. Le frazioni dializzate e non dializzate sono state quindi raccolte,

liofilizzate e risospese nel volume originario (2ml).
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Test comportamentali

“Intermale-aggression test”

Per verificare il ruolo del fluido lacrimale delle femmine nella modulazione del
comportamento aggressivo, topi maschi CD1 di 8-12 settimane di eta sono stati isolati
una settimana prima “dell’intermale aggression test” (Connor et al.,1977; Maruniak et
al.,1986).

Nella gabbia del residente € stato inserito un intruso spennellato (150ul) sulla regione
dorsale facciale e ano-genitale con i fluidi lacrimali di differenti ceppi di femmine.
Come controllo i maschi residenti sono stati esposti ad intrusi tamponati con i fluidi
lacrimali del maschio o acqua.

L’ aggressivita verso I’intruso ¢ stata quantificata mediante 1’osservazione di quattro

parametri essenziali:

1. il tempo di latenza (lag time) che intercorre tra 1’inserimento dell’intruso e il primo
morso da parte del residente;

2. 1l numero di morsi inflitti dal residente all’intruso;

3. il numero degli attacchi inflitti dal residente all’intruso;

4. la durata degli attacchi (morsi e inseguimenti) condotti verso 1’intruso da parte del

residente.

“L’intermale-aggression test” e stato eseguito per un tempo di 10 min e in una gabbia
di 22x16x14 cm.

| test sono stati condotti senza nessuna fonte esterna di disturbo in una stanza dello
stabulario.

A tale scopo é stato utilizzato un sistema di videosorveglianza e le registrazioni sono
state visualizzate a velocita ridotta mediante software di analisi etologica “The
Observer”, che consente di registrare la frequenza e la durata dei comportamenti in

esame.
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“Intermale agqgression test” utilizzando maschi castrati come intrusi

Per valutare il ruolo del fluido lacrimale del maschio nella modulazione del
comportamento aggressivo, “I’intermale aggression test” € stato eseguito utilizzando
maschi castrati in eta prepuberale. Come descritto nell’introduzione la castrazione
riduce i livelli di aggressivita in maschi conspecifici. In questo modo spennellando il
fluido lacrimale sulla regione facciale dorsale e ano genitale di un maschio castrato
prima di un “intemale aggression test”, ci permette di osservare i possibili effetti
mediati dal fluido lacrimale del maschio sul comportamento aggressivo.

| topi maschi CD1 di 8-12 settimane di vita sono stati isolati una settimana prima del
test.

Il test e stato eseguito per un periodo di 5 giorni ed é stato suddiviso in tre fasi. In
particolare, il primo giorno, ogni topo residente & stato confrontato con un maschio
intruso intatto per valutare i parametri di aggressivita (latenza, durata e numero degli
attacchi e la frequenza dei morsi). Nei successivi tre giorni gli stessi maschi residenti
sono stati esposti a maschi castrati per valutare quantitativamente la perdita di
aggressivita. Infine, il quinto giorno, gli stessi maschi castrati sono stati spennellati con
il fluido lacrimale del maschio Balb/c prima di eseguire “I’intermale-aggression test”.
Ogni trial sperimentale presenta una durata di 10 minuti in gabbia di plexiglass
22x16x14.
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Immunofluorescenza

Gli animali, 90 min dopo “I’intermale aggression test”, sono stati anestetizzati con una
miscela di xylazina/ketamina e perfusi con tampone fosfato salino (PBS1X) e
successivamente con paraformaldeide al 4% (PFA 4%) e saccarosio al 30%. Il cervello
¢ stato asportato e crioprotetto per una notte in saccarosio 30%. | tessuti sono stati
congelati in pentano prima di subire il taglio al criostato.

Sezioni coronali, dello spessore di 40 um sono state poste su vetrini gelatinizzati e
trattate con triton 0.3% per 3 minuti. Sono state quindi incubate con I'anticorpo
primario C-Fos (Santa Cruz Biotecnology) diluito 1:100 nella soluzione di blocco
costituita da albumina sierica bovina 1% triton X-100 0,3%, per 48 ore a 4°C.
Successivamente le sezioni sono state lavate con PBS ed incubate in anticorpo
secondario fluorescente anti-goat (Invitrogen) per 3h. Infine sono state coperte con il

vetrino copri oggetto, osservate al microscopio e fotografate

Conta cellulare

In ogni soggetto, le aree neuroanatomiche nel cervello di maschio CD1 sono state
determinate attraverso 1’atlante del cervello del topo (Paxinos and Franklin 2001).

Le aree limbiche prese in esame sono: nucleo dell’amigdala mediale (MeA), nucleo
ipotalamico ventromediale parte ventrolaterale (VMHuvl), nucleo ipotalamico
dorsomediale (DMH) e 1’abenula laterale (LHD).

Di ciascun nucleo sono state prese in considerazione 4 sezioni seriali marcate per la
proteina neuronale c-Fos. Le sezioni sono state fotografate utilizzando una fotocamera
digitale Nikon. Le immagini fluorescenti sono state analizzate utilizzando il software
Nis Elements (Nikon) per valutare la superficie delle aree. La media delle cellule c-Fos

positive presenti in ciascun nucleo ¢ stata utilizzata per 1’analisi statistica.
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Analisi statistica dei dati

L’analisi statistica ¢ stata effettuata mediante 1’utilizzo del software SPSS.

Ogni parametro comportamentale “dell’intermale aggression test” nei maschi CD1 é
stato analizzato utilizzando le medie per campioni indipendenti nel t-test di Student.

| parametri comportamentali “dell’intermale aggression test” che prevede 1’utilizzo dei
castrati sono stati analizzati mediante analisi della varianza a misure ripetute
(ANOVA) in cui il fattore ripetuto era il residente che veniva continuamente esposto a
differenti intrusi o stimoli lacrimali.

Il numero di neuroni c-fos positivi e stato analizzato mediante ANOVA a due vie in

ogni area del cervello analizzata.
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5.RISULTATI

Il fluido lacrimale come inibitore del comportamento aggressivo nei maschi

Nei miei esperimenti ho valutato il ruolo del fluido lacrimale delle femmine, nella
modulazione del comportamento aggressivo dei maschi. A tale scopo, maschi intrusi di
ceppo CD1 sono stati spennellati sulla regione dorsale, facciale e ano-genitale, con i
fluidi lacrimali di differenti ceppi di femmina (Balb/c, C57BI/6 e CD1) prima di “un
intermale-aggression test”.

L’analisi dei dati ha evidenziato una sorprendente riduzione del comportamento
aggressivo, che normalmente viene esibito tra due maschi adulti. Quando ho inserito un
maschio intruso, tamponato con le lacrime di femmina Balb/c, nella gabbia del
maschio residente, il numero e la durata degli attacchi e la frequenza dei morsi
risultavano ridotti rispetto ai controlli in cui I’intruso € spennellato con acqua (F =
11.003, 6 =0.003 , p < 0.001; F=3.977, 6 = 0.056, p < 0.001; F=0.115,6=0.737 , p
< 0.001 rispettivamente).

Questi risultati suggeriscono che nel fluido lacrimale delle femmine, vi siano delle
molecole in grado di inibire I’aggressivita tra maschi conspecifici (Figura 1). Sebbene
le lacrime dei differenti ceppi risultano tutte attive nell’inibire 1’aggressivita, tuttavia i
risultati evidenziano un effetto maggiore utilizzando le lacrime del ceppo Balb/c.

Dal momento che, é stato riportato che le urine di femmina presentano un effetto
inibitorio sul comportamento aggressivo durante “un intermale aggresion test”
(Mugford et al., 1970; Dixon et al., 1971; Haag et al., 1973), ho effettuato una serie di
esperimenti al fine di escludere una contaminazione urinaria nella regione del pelo sub-
oculare durante il prelievo del fluido lacrimale e poter attribuire alle lacrime I’effetto
osservato.

A tale scopo, femmine di ceppo Balb/c sono state operate chirurgicamente mediante
asportazione delle ghiandole extraorbitali (LGX), responsabili della produzione dei

principali prodotti lacrimali.
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Il fluido prelevato da questi animali, mostra una riduzione dell’effetto inibitorio con un
aumento del comportamento aggressivo rispetto a quello osservato con il fluido
lacrimale delle femmine intatte. Il numero e la durata degli attacchi e la frequenza dei
morsi del residente a contatto con il fluido delle femmine LGX erano superiori a quelle
effettuate dal maschio a contatto con le lacrime provenienti da femmine intatte (F =
0.191 , 0 =0.666, p <0.001; F = 0.231, 6 = 0.635, p < 0.001; F =0.177, 6 =0.677, p =
0.001, rispettivamente) (Figura 1).
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Figura 1: Il fluido lacrimale delle femmine inibisce il comportamento aggressivo
dei maschi nel topo. Maschi residenti CD1 (n=7) sono stati confrontati con topi intrusi
CD1 spennellati con acqua, urine e fluidi lacrimali (LF) di differenti ceppi. L’analisi
dei parametri relativi al comportamento aggressivo del maschio residente ha mostrato
che le urine e i fluidi lacrimali delle femmine inibiscono I’aggressivita. 1 fluidi
lacrimali ottenuti da femmine private delle ghiandole extraorbitali (LF LGX)
presentano una riduzione dell’effetto inibitorio dell’aggressivita (media * s.e.m.; n=7;

*#<0.01, #**<0.001 ANOVA).
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Il fluido lacrimale prelevato in assenza delle ghiandole extraorbitali influenza
fortemente D’effetto inibitorio del comportamento aggressivo, tuttavia, i1l fluido LF-
LGX era in grado di ridurre i livelli di aggressivita tra maschi se confrontati con il
gruppo di controllo (residenti scontrati con maschi intrusi tamponati con acqua). Per
escludere ulteriormente una possibile contaminazione urinaria durante la raccolta delle
lacrime ho misurato i livelli di creatinina sia nelle urine che nelle lacrime, visto che la
creatinina viene escreta attraverso le urine. | miei risultati evidenziano che la
concentrazione di creatinina nelle lacrime di femmina era almeno 5000 volte inferiore
rispetto a quelle osservate nelle urine e la meta di quella contenuta nel plasma e nella
saliva. Sebbene la presenza di creatinina nelle lacrime, anche a bassissime
concentrazioni porterebbe ad ipotizzare una contaminazione urinaria, tuttavia quando
ho testato le urine diluite 1000 volte durante “un intermale aggression test”, I’effetto
inibitorio risultava abolito (Figura 2).

Ci siamo chiesti se le molecole lacrimali che stimolano 1’inibizione del comportamento
aggressivo potessero modulare altri comportamenti durante le interazioni sociali.
Sorprendentemente, in tutti gli esperimenti, la riduzione dell'aggressivita ¢ stata spesso
correlata ad un aumento del comportamento sessuale e di investigazione, una
condizione generalmente osservata durante l'interazione maschio-femmina. Come si
puo osservare dalla Figura 3, la maggior parte dei maschi a contatto con le lacrime
delle femmine presentano un aumento significativo delle monte che risulta
completamente assente nei topi spennellati con acqua (F = 4.648, 6 = 0.068, p = 0.044)

o con fluido lacrimale del maschio (dati non mostrati).
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Figura 2: Purina diluita non altera i normali comportamenti sociali tra due
maschi conspecifici. Maschi CD1 (n = 5) sono stati scontrati con maschi tamponati
con acqua, urina prelevata da femmine intatte e urina diluita (1:1000). (Media + s.e.m .;
n=7;*<0.05, ** <0.01, ANOVA).
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Figure 3: 1l fluido lacrimale delle femmine stimola il comportamento sessuale nei

maschi residenti. “Raster Plot” : rappresentazione schematica delle monte effettuate

da ogni residente nei confronti di un intruso.
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Le ovaie modulano la produzione di molecole inibitrici dell’aggressivita

E noto che il comportamento sessuale maschile & stimolato da ferormoni femminili
prodotti principalmente a livello delle ovaie (Kim et al.,2016). Poiché il
comportamento di monta del maschio aumenta fortemente in presenza di una femmina
in fase di estro (Kim et al., 2016; Ingersoll 1987), ci siamo chiesti se la fase di estro
abbia un ruolo rilevante nella produzione di queste molecole lacrimali.

A tale scopo ho prelevato il fluido lacrimale dalle femmine in fase di estro (stato in cui
la femmina risulta recettiva per la copulazione) e di diestro (fase in cui la femmina non
favorisce I’accoppiamento). Sorprendentemente i miei risultati mostrano che I’effetto
inibitorio non e influenzato dalle fasi estrali, infatti non si evidenziano differenze
significative in termini di latenza, frequenza dei morsi, durata e numero di attacchi (F =
0.057, 0 =0.821, p=0.752; F =3.624, 6 =0.115,p=0.332; F=5.214,6 = 0.071,p =
0.376; F = 3.580, 6 =0.117, p = 0.448) (Figura 4).

Anche se le molecole inibenti 1’aggressivita non sono correlate al ciclo estrale delle
femmine questo non esclude un possibile coinvolgimento delle ovaie nella loro
produzione. E noto che le ovaie rappresentano una grande sorgente ormonale in grado
di stimolare la sintesi di molecole in organi bersaglio. Di conseguenza, per verificare
I’influenza delle ovaie nella produzione delle molecole inibenti 1’aggressivita, femmine
di ceppo Balb/c sono state prima ovariectomizzate (OVX) e dopo un periodo di
recupero ho prelevato il fluido lacrimale per testare la sua capacita nella modulazione
dei comportamenti sociali tra maschi. Le analisi quantitative rilevano che le lacrime
delle femmine ovariectomizzate influenzano fortemente 1’aggressivita maschile. Il
numero e la durata degli attacchi, come anche il numero dei morsi risultano ridotti
rispetto ai controlli (intrusi tamponati con acqua) (F = 1.784, 6 = 0.202, p = 0.021; F =
0.014, 6 = 0.908, p = 0.003, F = 0.008, 6 =0.930, p < 0.001 rispettivamente). Tuttavia,
I’assenza di ovaie ha influito sull’effetto di inibizione del comportamento aggressivo.
Inaspettatamente i maschi residenti scontrati con gli intrusi spennellati con le lacrime

di femmine OVX, rispetto agli intrusi tamponati con il fluido lacrimale delle femmine
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intatte, presentano un aumento dei livelli di aggressivita ( latenza F = 0.960, ¢ = 0.338,
p =0.037; durata degli attacchi f=2.930, 6 =0.102, p = 0.035; numero degli attacchi F
=1.057, 6 =0.316 , p =0.003; numero dei morsi F =0.098, ¢ = 0.757 , p =0.060) (Figura
4). Questo suggerisce che le ovaie influiscono solo parzialmente sulla produzione di

queste molecole.
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Figura 4: I cicli estrali e ’ovariectomia contribuiscono in modo diverso nella
produzione di sostanze inibenti I’aggressivita. Maschi CD1 (n = 5) sono stati
scontrati con intrusi spennellati con i fluidi lacrimali di femmine ovariectomizzate (LF
ovx), femmine intatte in fase di estro (LF estrus) e diestro (LF diestrus) (average +
s.e.m.; n=7; *¥**<0.01, ***<0.001 t-test).
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Il fluido lacrimale del maschio non incrementa il comportamento aggressivo

E noto che il fluido lacrimale del maschio rappresenta una grande sorgente di molecole
in grado di stimolare i diversi comportamenti socio sessuali (Touhara et al.,2007;
Kimoto et al., 2005). Tra queste molecole prodotte esclusivamente nel maschio € stato
identificato un peptide denominato “exocrine glands secreting peptides 1” (ESP1), in
grado di trasmettere le informazioni feromonali a entrambi i sessi nel topo (Touhara,
2007; Kimoto et al., 2005; Kimoto et al. , 2007). Ad esempio, topi femmina esposti ad
ESP1 purificato induce un aumento del comportamento sessuale, stimolando la
caratteristica postura di lordosi (sollevamento della regione pelvica e con la schiena
arcuata per favorire 1’accoppiamento) (Haga et al., 2010); mentre nel maschio,
incrementa il comportamento aggressivo se coniugato con le urine durante un
“intermale aggression test” (Ishii et al., 2017). | risultati mostrati in Figura 1 sembrano
escludere che il fluido lacrimale del maschio, che indubbiamente contiene ESP1,
eserciti un effetto modulatorio sull'aggressivita maschile, poiché il numero e la durata
degli attacchi inflitti dal residente ad un intruso spennellato con fluido lacrimale
maschile sono quantitativamente simili ai controlli (intruso tamponato con acqua) (F =
5.109, 6 =0.042 , p = 0.389; F = 3.163, 6 =0.099, p = 0.951). D'altra parte, i miei topi
CD1 presentano livelli di aggressivita basale, molto alti rispetto agli altri ceppi,
rendendo difficile rilevare potenziali incrementi delle prestazioni di questo
comportamento. Per aggirare questo problema, i topi maschi CD1 sono stati castrati e
utilizzati come intrusi in un “intermale aggression test” modificato. Come descritto
nell’introduzione la castrazione riduce i livelli di aggressivita in maschi conspecifici. In
questo modo spennellando il fluido lacrimale sulla regione facciale dorsale e ano
genitale di un maschio castrato prima di un “intermale aggression test”, ci permette di
osservare i possibili effetti mediati dal fluido lacrimale del maschio sul comportamento
aggressivo. |l test e stato eseguito per un periodo di 5 giorni ed e stato suddiviso in tre
fasi. In particolare, al primo giorno, ogni topo residente € stato confrontato con un

maschio intruso intatto per valutare i parametri di aggressivita (latenza, durata e
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numero degli attacchi e la frequenza dei morsi). Nei successivi tre giorni gli stessi
maschi residenti sono stati esposti con maschi castrati per valutare quantitativamente la
perdita di aggressivita. Infine, il 5 giorno, gli stessi maschi castrati sono stati
spennellati con il fluido lacrimale del maschio Balb/c prima di eseguire “I’intermale-
aggression test”. Come previsto, l'aggressivita € stata fortemente ridotta quando i
maschi castrati sono stati utilizzati come intrusi; tuttavia, il fluido lacrimale del
maschio spennellato su un intruso castrato, non era in grado di incrementare il
comportamento aggressivo nei residenti durante “un intermale aggression test” (durata
dell’attacco, F = 13.771, p = 0.49, numero di attacchi F = 1.003, p = 0.85, numero di
morsi F = 4.47, p = 0,64) (Figura 5). Questi dati confermano che le lacrime maschili

non svolgono un ruolo significativo sulla modulazione del comportamento aggressivo.
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Figura 5: Il fluido lacrimale del maschio Balb/c non contiene promotori del
comportamento aggressivo. Maschi CD1 residenti (n = 5) sono stati ripetutamente
scontrati con i seguenti gruppi di topi intrusi: topi intatti CD1 (giorno 1), castrati CD1 (
giorni 2-4), castrati spennellati con fluido lacrimale di maschi Balb/c (castrated-LF)
(giorno 5). I fluidi lacrimali dei maschi Balb/c non stimolano un aumento significativo
dei diversi parametri relativi all’aggressivita dei maschi residenti. (Analisi della

varianza con misure ripetute ANOVA).

46



Caratterizzazione preliminare delle possibili dimensioni delle molecole inibenti

I’agoressivita

Dopo aver dimostrato che le lacrime delle femmine sono in grado di inibire il
comportamento aggressivo, ho effettuato una prima caratterizzazione al fine di poter
ottenere delle informazioni sulla natura chimica delle molecole. Le mie osservazioni
preliminari suggeriscono che tali molecole non sono fortemente volatili dal momento
che tutti i fluidi lacrimali, prima di esser testati hanno subito un lungo processo di
liofilizzazione che mi ha permesso di rimuovere dal campione le molecole con basso
punto di ebollizione (Antal et al 2011; Aggio et al.,2016). Per ottenere delle prime
informazioni grossolane sulle dimensioni delle molecole inibenti, 2 ml di liquido
lacrimale femminile sono stati sottoposti a dialisi contro 4 ml di acqua utilizzando una
membrana di cutoff di 2KDa per 24 ore. Le frazioni dializzate (OUT) e non dializzate
(IN) sono state quindi raccolte, liofilizzate e risospese al volume originale (2 ml). |
miei risultati mostrano che in “un intermale aggression test”, il fluido lacrimale
dializzato (OUT) inibisce fortemente I'aggressivita del maschio residente con un
effetto quantitativamente simile a quello osservato con il fluido lacrimale delle
femmine intatte (latenza F = 2.40, o = 0,13, p = 0,68, durata dell'attacco F = 0,18, ¢ =
0,67, p = 0,82, numero di attacchi F = 1,03, 6 = 0,32, p = 0,94, numero dei morsi F =
0,37, 6 = 0,55, p = 0,87). Al contrario, la frazione non dializzata ha mostrato solo una
modesta riduzione ma ancora significativa dei livelli di aggressivita se confrontata con
il fluido delle femmine intatte (Latenza F = 0,02, ¢ = 0,89, p = 0,06, durata dell'attacco
F =0,10, 6 = 0,65, p = 0,02; degli attacchi F = 1,82, c = 0,19, p = 0,018, numero di
morsi F=0,19, 6= 0,67, p=0,02). (Figura 6).

relativamente basso e risultano parzialmente dializzabili.
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Figura 6: analisi preliminari relative alle dimensioni delle molecole lacrimali che
inibiscono D’aggressivita. L'analisi quantitativa dei parametri relativi al
comportamento aggressivo dei topi CD1 residenti (n = 7) nei confronti di un intruso
spennellato con il fluido lacrimale dializzato (out) e non dializzato (in). (Media = s.e.m
sn=7;*%<0.05, **<0,01, ANOVA).
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Recentemente sono stati identificati e purificati due steroidi solfati: la cortigenina e
I’acido corticosteronico presenti a livello delle urine in grado di stimolare il
comportamento sessuale dei maschi agendo attraverso [D’attivazione del sistema
vomeronasale (Fu et al., 2015). Ho ipotizzato che tali molecole potessero essere
presenti anche nelle lacrime e influenzare 1’effetto inibitorio osservato nei miei
esperimenti. | risultati delle analisi di cromatografia liquida di spettrometria di massa
(LC/MS) (Figura 7) hanno evidenziato la presenza di tali molecole nelle lacrime delle
femmine mentre risultano quasi assenti nelle lacrime dei maschi. Tuttavia la loro
concentrazione ¢ 1000 volte inferire rispetto a quella osservata nelle urine. Poiché
I’urina, come citato precedentemente (Figura 2), diluita 1000 volte risulta inefficace
nell’inibire I’aggressivita e indurre un comportamento di monta nei maschi; pertanto e

improbabile che tali molecole contribuiscano a evocare questo effetto.
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Figura 7: Cromatografia liquida di spettrometria di massa (LC/MS)

Spettri di massa della cortigenina (m/z 377) nel fluido lacrimale delle femmine (A);

fluido lacrimale del maschio (B) e urine di femmina (C).
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L’inibizione di specifiche regioni cerebrali ¢ correlata ad una riduzione del

comportamento aggressivo

Vista la natura prevalentemente non volatile delle molecole lacrimali inibenti
I’aggressivita, tali sostanze potrebbero agire attraverso il sistema vomeronasale. Infatti
lavori precedenti suggeriscono che il VNO abbia un ruolo predominante nella
rilevazione di molecole non volatili e nell’elaborazione di risposte comportamentali e
fisiologiche (Tirindelli et al., 2009; Touhara et al., 2009). Infatti 1’inattivazione
genetica o 1’ablazione dell’organo vomeronasale determina una significativa riduzione
del comportamento aggressivo e sessuale tra conspecifici (Chamero et al.,2011;
Stowers et al.,2002). Inoltre sono state gia identificate molecole presenti sia nelle urine
che nelle lacrime del maschio in grado di modulare il comportamento aggressivo e
sessuale mediante 1’attivazione del sitema vomeronasale (Chamero et al., 2007, Haga
et al., 2010; Ferrero et al., 2013; Gomez et al., 2014). Il legame del ligando a livello di
uno specifico recettore vomeronasale determina la trasduzione del segnale, la cui
informazione viene trasmessa al bulbo olfattivo accessorio (AOB) che a sua volta invia
efferenze ai nuclei dell’amigdala corticale mediale e postero mediale (che insieme
formano 1’amigdala mediale) (Dulac et al., 2016). L’amigdala mediale (Mea)
rappresenta un centro importante per I’elaborazione delle informazioni provenienti dal
sistema vomeronasale (Yang et al., 2014) che vengono trasmesse a livello
dell’ipotalamo ventromediale (VMH) (Samuelsen et al., 2009; Swanson et al., 2000;
Stowers et al., 2016). Studi di optogenetica hanno rilevato I’importanza del VMH
nella regolazione dei diversi comportamenti sociali e il suo possibile coinvolgimento
nel riconoscimento del genere (Anderson., 2012; Yang et al., 2013; Unger et al., 2015;
Lee et al., 2014). Recentemente € stato identificato un sotto nucleo del VMH, la parte
ventrolaterale, che risulta importante per la stimolazione del comportamento
aggressivo nei topi maschi; il silenziamento di questa area sopprime il comportamento
di attacco mentre la sua stimolazione promuove comportamenti aggressivi nei maschi
anche a contatto con femmine o oggetti inanimati (Lee et al., 2014; Lin et al., 2011,

Yang et al.,, 2013). Sebbene siano state identificate le aree cerebrali implicate nei
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comportamenti aggressivi e sessuali, tuttavia non sono ancora noti i meccanismi
neurali alla base dell’inibizione del comportamento aggressivo durante un’ interazione
tra conspecifici. A tale scopo, il mio modello sperimentale (maschio residente esposto
al fluido lacrimale della femmina) si presta bene per fornire nuove informazioni
riguardati questo argomento. Di conseguenza ho analizzato i livelli di espressione della
proteina c-fos a livello delle aree cerebrali (MeA, VMHvI) implicate nella modulazione
del comportamento aggressivo in residenti esposti a stimolo lacrimale.

In seguito “all’intermale aggression test” utilizzando intrusi spennellati con il fluido
lacrimale della femmina, del maschio o acqua i topi residenti sono stati sacrificati e in
seguito ad asportazione del cervello, esso ¢ stato trattato per I’immunoreattivita della
proteina c-Fos (vedi metodi). Come controllo, un gruppo di animali € stato sacrificato
in assenza di interazione sociale per valutare il livello basale della proteina c-Fos.

| risultati di immunofluorescenza indicano un’clevata attivazione dei livelli di c-Fos nel
Mea di tutti i residenti esposti ai fluidi lacrimali di entrambi i sessi 0 acqua. Sebbene i
fluidi lacrimali determinino un aumento di attivazione a livello del MeA probabilmente
agendo attraverso il sistema vomeronasale, tuttavia non e stato possibile identificare
delle specifiche aree attive in seguito a stimoli sesso-specifici. Questo suggerisce
I’assenza di una possibile mappa topografica degli odori presente a livello del MeA.
Inoltre i risultati rilevano una sorprendente inattivazione del sottonucleo VMHuvI in
maschi residenti esposti al fluido lacrimale delle femmine rispetto ai residenti esposti al
fluido lacrimale del maschio ( F =0.03, p = 0.010) o acqua (F =21.19, p = 0.003).
Probabilmente 1’inattivazione del nucleo VMHvI risulta correlata ad una inibizione del
comportamento aggressivo modulata da molecole presenti nelle lacrime della femmina.
Inoltre é stato sorprendente notare I’inattivazione di un altro nucleo ipotalamico, il
nucleo ipotalamico dorsomediale (DMH) in residenti esposti al fluido lacrimale delle
femmine. Dai dati presenti in letteratura il DMH non presenta un ruolo evidente nella
genesi del comportamento aggressivo; tuttavia risulta coinvolto nella regolazione di
risposte fisiologiche, comportamentali (Dampney et al., 2008; Johnson et al., 2010),

cardiovascolari e neuroendocrine (Dampney et al., 2008; Fontes et al., 2011 Bernardis

52



et al., 1998) durante una condizione di stress. Studi presenti in letteratura hanno
dimostrato che, nei topi e nei ratti, lo stato di stress viene generato in seguito ad un
comportamento aggressivo, che induce un aumento di corticosterone nel sangue, della
frequenza cardiaca e della pressione sanguigna rispetto ad una condizione fisiologica
(Tornatzky et al., 1998; Kruk et al., 2004; Sgoifo et al., 2004). Nei miei esperimenti i
topi aggressivi mostrano un incremento di cellule c-Fos positive a livello del DMH
probabilmente dovuto ad un aumento dello stato di stress in seguito ad “un intermale
aggression test” (Figura 8). In contrasto tale attivazione non e stata osservata in maschi
esposti al fluido lacrimale delle femmine, suggerendo una possibile influenza da parte
di molecole lacrimali sesso-specifiche che porterebbero ad un mancato riconoscimento

del genere.
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Figura 8: Cellule c-Fos positive nel Mea, VMHvl e DMH

Immunoreattivita c-Fos nel Mea, VMHvI e DMH in maschi residenti esposti al fluido
lacrimale di femmine, fluido lacrimale di maschi e acqua. Come controllo sono stati
sacrificati gli animali in assenza di stimolo olfattivo.

Abbreviazioni: Amigdala mediale (Mea), parte ventrolaterale dell’ipotalamo
ventromediale (VMHv]) nucleo dorsomediale dell’ipotalamo (DMH) (Media * s.e.m .;
n="7;*<0.05, ¥ <0.01, ANOVA).
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Il fluido lacrimale della femmina attiva specifici nuclei del sistema abenulare

Sebbene siano stati identificati i nuclei coinvolti nella stimolazione del comportamento
aggressivo , tuttavia non sono ancora noti i meccanismi che modulano la componente
motivazionale durante un comportamento aggressivo. In questa ambito recenti
esperimenti hanno identificato il ruolo dell’abenula laterale nella modulazione dei
comportamenti sociali, come l'aggressivita (Golden et al., 2016).

L’abenula & una struttura anatomica complessa situata nella parte piu caudale del
talamo, e insieme alla ghiandola pineale, forma 1’epitalamo. L’abenula é suddivisa in
due nuclei ben definiti, I’abenula mediale (MHb) e I’abenula laterale (LHB). In
particolare 1’abenula laterale ¢ coinvolta nell’elaborazione di informazioni di
ricompensa e comportamenti di avversione, flessibilita cognitiva ed emozionale
(Hikosaka et al., 2008; Zhao et al., 2015).

Una disfunzione a livello dell’LHb determina malattie mentali associate
all’elaborazione maladattativa di stimoli di valenza positiva e negativa (Proulox et al.,
2014) sviluppando alterazioni comportamentali (ad esempio lo sviluppo di un
comportamento aggressivo maladattativo correlato ai disturbi neuropsichiatrici)
(Golden ei al., 2016 ).

Si nota un crescente interesse nel capire il ruolo dell'abenula laterale (LHb)
nell'elaborazione della ricompensa, e nella regolazione dei comportamenti sociali.
Anche se gli studi recenti hanno fatto progressi nella comprensione dell'organizzazione
del circuito LHb, tuttavia i precisi meccanismi del suo coinvolgimento in questi
comportamenti complessi sono in gran parte sconosciuti.

In una serie di eleganti esperimenti, Golden e colleghi identificano una proiezione
GABAergica che collega il proencefalo (FB) all’abenula laterale che controlla in modo
bidirezionale la valenza delle interazioni aggressive. Nello specifico, gli animali
aggressivi esibiscono un incremento di attivazione a livello del proencefalo correlata ad

una riduzione di attivazione di neuroni a livello dell’LHb. Questa attivazione sviluppa
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una preferenza da parte degli animali verso un contesto associato alla presenza di un
intruso sottomesso. In contrasto un’ attivazione dell’abenula laterale stimola una
condizione di avversione in animali non aggressivi (Golden et al 2016). Alla luce dei
dati presenti in letteratura ho deciso di valutare I’attivazione neuronale dell’abenula
laterale nel mio modello animale di inibizione del comportamento aggressivo mediato
dal fluido lacrimale delle femmine. A tale scopo, maschi CD1 sono stati esposti ad
intrusi spennellati con il fluido lacrimale della femmina, del maschio o acqua. I topi
residenti sono stati sacrificati e in seguito ad asportazione del cervello, esso € stato
trattato per I’immunoreattivita della proteina c-Fos (vedi metodi). Come controllo, un
gruppo di animali e stato sacrificato in assenza di interazione sociale per valutare il
livello basale della proteina c-Fos.

| risultati mostrano che il fluido lacrimale delle femmine determina un’ elevata
attivazione a livello dell’abenula laterale rispetto ai gruppi di controlli (residenti esposti
al fluido lacrimale del maschio o acqua) (Figura 9). Probabilmente nel fluido lacrimale
delle femmine vi sono delle molecole in grado di attivare il circuito FB-LHb con

successiva riduzione della motivazione nel compiere un atto violento
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Figure 9: 1l fluido lacrimale delle femmine attiva neuroni c-Fos nell’ LHb.

Immunoreattivita c-Fos nell” abenula laterale (LHb) in maschi residenti esposti al

fluido lacrimale di femmine, fluido lacrimale di maschi e acqua. (Media £ s.e.m .; n =

7; #<0.05, ** <0.01, ANOVA).
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6.DISCUSSIONE

Nel mio lavoro di tesi ho dimostrato 1’influenza del fluido lacrimale delle femmine
nella modulazione del comportamento aggressivo che normalmente viene esibito tra
due maschi conspecifici. In particolar modo il fluido lacrimale delle femmine,
spennellato sulla regione facciale, dorsale e anogenitale del maschio intruso prima di
un “intermale aggression test”, determina una riduzione drammatica del
comportamento aggressivo del maschio residente. Questo effetto € probabilmente
dovuto alla presenza di particolari molecole inibitorie nel fluido lacrimale delle
femmine capaci di indurre una risposta differenziale nel maschio, mediante 1’inibizione
del comportamento aggressivo. E altresi possibile che nelle lacrime delle femmine vi
siano delle sostanze in grado di interferire con i promotori del comportamento
aggressivo secreti dall’intruso durante “I’intermale aggression test”.

Studi precedenti hanno dimostrato che i chemosegnali che stimolano il comportamento
aggressivo presenti sia nelle urine (MUP) ma anche nelle lacrime (ESP1), necessitano
di altre informazioni prima di attivare o inibire uno specifico comportamento. Le MUP,
spennellate su un maschio castrato (Mugford e Nowell, 1970) o femmine intatte
recettive (Mucignat-Caretta et al., 1999b) stimolano 1’aggressivita, che al contrario
viene inibita quando vengono spennellate sui cuccioli (Mucignat-Caretta et al., 2004).
Questo effetto & dovuto alla presenza di molecole secrete dal cucciolo che
interferiscono con i chemosegnali urinari ritardando il comportamento aggressivo. Allo
stesso modo, nei miei esperimenti, & possibile che nelle lacrime delle femmine vi siano
delle molecole che interferiscono con i chemosegnali che stimolano I’aggressivita con
sorprendente riduzione del comportamento violento da parte del residente. Le molecole
presenti nelle lacrime delle femmine potrebbero indurre il residente a confondere il
maschio intruso con una femmina, ritardando la latenza degli attacchi.

Tali molecole vengono prodotte a livello delle ghiandole extraorbitali, implicate nella
produzione dei principali prodotti lacrimali. Questo é stato confermato da successivi

esperimenti in cui il fluido lacrimale di femmine LGX (operate mediante asportazione
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delle ghiandole extraorbitali), spennellato su un intruso, durante un “intermale
aggression test”, mostra una riduzione significativa del suddetto effetto inibitorio.
Questo ci porta ad ipotizzare che, sebbene risulti evidente un’implicazione della
ghiandola extraorbitale nella produzione di tali molecole, la mancata abolizione
dell’effetto inibitorio puo essere attribuito ad una produzione complementare di tali
sostanze da parte di altre ghiandole lacrimali (come ad esempio le ghiandole harderiane
e sottomascellari). Inoltre e stato interessante notare che le lacrime prelevate da
femmine intatte, non solo inibiscono 1’aggressivita ma stimolano il comportamento
sessuale e di investigazione. Nello specifico, 1 residenti manifestavano un’elevata
attrazione nei confronti di un maschio intruso con un incremento del comportamento di
monta che normalmente viene esibito dal maschio nei confronti di una femmina
recettiva. Si pud ipotizzare che tale comportamento sia influenzato da molecole sesso
specifiche presenti nelle lacrime che porterebbero ad un mancato riconoscimento di
genere.

E noto che il maschio manifesta il comportamento di monta quasi esclusivamente in
presenza di una femmina in estro. Per questo motivo ci siamo chiesti se la fase di estro
abbia un ruolo rilevante nella produzione di queste molecole lacrimali.
Sorprendentemente i miei esperimenti non hanno dimostrato differenze significative
nelle diverse fasi del ciclo estrale. Tuttavia 1’assenza delle ovaie ha influito fortemente
sulla produzione di tali molecole inibitorie, tanto che il fluido lacrimale di femmine
OVX (ovariectomizzate) era in grado di ridurre significativamente [’effetto di
inibizione del comportamento aggressivo. Questo suggerisce che le ovaie ricoprano un
ruolo importante nella produzione di molecole inibenti I’aggressivita.

E infatti probabile che gli ormoni ovarici vadano a stimolare la produzione di molecole
inibitorie da parte di altri organi secretori che riversano i loro prodotti nei diversi fluidi
corporei come le urine o il fluido lacrimale delle femmine.

Per comprendere la natura chimica di queste molecole inibenti ’aggressivita, ho
effettuato una caratterizzazione preliminare mediante dialisi utilizzando membrane con

cutoff di 2 kDa. | risultati dimostrano che si tratta di molecole non volatili di basso
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peso molecolare che tuttavia risultano solo parzialmente dializzabili. Quest’ultimo dato
puod presentare diverse interpretazioni: in primo luogo, si potrebbe trattare di piccole
molecole liposolubili che formando micelle e risultano difficili da dializzare; in
alternativa nel fluido lacrimale ci potrebbero essere delle proteine in grado di legare tali
molecole impedendone la dialisi. Infatti € noto che a livello dei fluidi corporei sono
presenti proteine, lipocaline, in grado di legare molecole che influenzano aspetti
fisiologici e comportamentali nel topo come I’estro (Marsden et al., 1964; Whitten et
al., 1968; Jemiolo et al., 1986; Bacchini et al., 1992; Novotny et al., 1986;; Mucignat et
al.,1995; Mucignat et al., 1998; Mucignat at al., 1999; Mucignat et al., 2002) e
I’aggressivita tra maschi ( Novotny et al.,1985).

Vista la natura non volatile delle molecole lacrimali si puo ipotizzare un
coinvolgimento del sistema vomeronasale per il rilevamento di queste sostanze. Per
questo motivo ho valutato Dattivita delle aree cerebrali dell’asse vomeronasale
implicate nell’induzione del comportamento aggressivo esponendo 1 residenti al fluido
lacrimale di entrambi i sessi. | miei risultati mostrano un’elevata attivazione neuronale
a livello dell’amigdala mediale (MeA) conseguenti alla stimolazione con le lacrime sia
di maschio che di femmina; tuttavia non é stato possibile identificare delle sottoregioni
amigdaliche differenzialmente attive in seguito a stimoli sesso-specifici.
Coerentemente con i dati presenti in letteratura (Carvalho et al., 2015), possiamo
ipotizzare che in un primo caso entrambi gli stimoli lacrimali (fluido lacrimale del
maschio e fluido lacrimale della femmina) possano portare ad attivazione delle stesse
cellule, in alternativa ogni stimolo lacrimale attiva cellule differenti che essendo sparse
nel MeA non delineano una mappa topografica rendendo difficile la loro distinzione.
Differenze significative, invece sono state evidenziate a livello del VMHvI un sub-
nucleo che riveste un ruolo centrale nella genesi del comportamento aggressivo; il
silenziamento di questa area sopprime il comportamento di attacco mentre la sua
stimolazione promuove comportamenti aggressivi nei maschi anche a contatto con

femmine o oggetti inanimati (Lee et al., 2014; Lin et al., 2011, Yang et al. 2013).

60



Nei miei esperimenti, i maschi esposti al fluido lacrimale di femmina presentano un
numero ridotto di cellule neuronali c-Fos attive a livello del VMHuvI se confrontate con
residenti esposti al fluido lacrimale del maschio. Questo mi ha fatto ipotizzare che
I’attivazione del Mea da parte delle molecole lacrimali della femmina stimolano a loro
volta dei circuiti inibitori che fanno sinapsi a livello di VMHvI determinando
un’inibizione del comportamento aggressivo.

Inoltre ¢ stato interessante notare 1’inattivazione di un altro nucleo ipotalamico, il
nucleo ipotalamico dorsomediale (DMH) in residenti esposti al fluido lacrimale delle
femmine. I DMH & coinvolto nella regolazione di reazioni fisiologiche,
comportamentali (Dampney et al., 2008; Johnson et al., 2010), cardiovascolari e
neuroendocrine (Dampney et al., 2008; Fontes et al., 2011 Bernardis et al., 1998)
durante una condizione di stress. Nei topi il comportamento aggressivo determina una
cascata di alterazioni fisiologiche stress-correlate con effetti sul comportamento e sulle
funzioni cardiache e neuroendocrine (Tornatzky et al., 1998; Kruk et al., 2004; Sgoifo
et al., 2004). Nei miei esperimenti i maschi aggressivi mostrano un incremento di
cellule c-Fos positive a livello del DMH probabilmente a causa di un aumento dello
stato di stress in seguito ad “un’ intermale aggression test”. In contrasto tale attivazione
non é stata osservata in maschi esposti al fluido lacrimale delle femmine suggerendo
una possibile influenza da parte di molecole lacrimali sesso-specifiche che
porterebbero ad un mancato riconoscimento del genere.

Viceversa il fluido lacrimale della femmina €& in grado di attivare un’altra arca
cerebrale quale I’abenula laterale. In particolare 1’abenula laterale (LHb) é coinvolta
nell’elaborazione di informazioni di ricompensa e comportamenti di avversione,
flessibilita cognitiva ed emozionale (Hikosaka et al., 2008; Zhao et al., 2015).

Una disfunzione a livello dell’LHb determina malattie mentali associate
all’elaborazione maladattativa di stimoli di valenza positiva e negativa (Proulox et al.,
2014) sviluppando alterazioni comportamentali (ad esempio lo sviluppo di un
comportamento aggressivo maladattativo correlato ai disturbi neuropsichiatrici)
(Golden ei al., 2016 ).
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L°’LHb , pur non essendo direttamente coinvolto nella genesi del comportamento
aggressivo, tuttavia risulta coinvolta nella valenza di un comportamento violento.

In una serie di eleganti esperimenti, Golden e colleghi identificano una proiezione
GABAergica che collega il proencefalo (FB) all’abenula laterale che controlla in modo
bidirezionale la valenza delle interazioni aggressive. Nello specifico, gli animali
aggressivi esibiscono un incremento di attivazione a livello del proencefalo correlata ad
una minore attivazione di neuroni a livello dell’LHb. Questa condizione genera una
preferenza da parte degli animali verso un contesto associato alla presenza di un intruso
sottomesso. In contrasto un’attivazione dell’abenula laterale stimola una condizione di
avversione in animali non aggressivi (Golden et al 2016). Nel mio modello animale, di
inibizione dell’aggressivita mediato dal fluido lacrimale delle femmine ho osservato
un’ elevata attivazione a livello dell’abenula laterale rispetto ai gruppi di controlli
(residenti esposti al fluido lacrimale del maschio o acqua). L’attivazione o I’inibizione
dei circuiti FB-LHb risultano correlati alla motivazione nel compiere un atto violento

in relazione al sesso del conspecifico durante le interazioni sociali.
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