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INTRODUZIONE

L’ischemia, o infarto cerebrale, viene definita dall’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS)
come sindrome clinica caratterizzata dall’improvviso sviluppo di sintomi e segni neurologici focali
dovuti alla perdita di una o piu funzioni cerebrali non attribuibile ad altra causa se non quella
vascolare. Questa condizione patologica ¢ classificata in due grandi gruppi: stroke ischemico e
stroke emorragico. L’occlusione di un vaso cerebrale pud essere dovuta a diverse possibili cause
tromboemboliche o traumatiche. Nello stroke ischemico puo essere dovuto alla formazione di un
trombo vascolare (corpo sessile intravascolare) che puo originare da uno stato di aterosclerosi delle
arterie extra o intracraniche, da disordini pro trombotici, arteriti, dissezione della parete delle
arterie cerebrali. Nell’infarto di tipo embolico, I’embolo puo: i) distaccarsi da lesioni
aterosclerotiche, ii) derivare da frammenti trombotici cardiaci durante eventi di fibrillazione atriale
o infarto del miocardio, iii) essere formato da cellule neoplastiche presenti nel sistema circolatorio
(per esempio dai mixomi), iv) essere formato da frammenti adiposi entrati nel flusso sanguigno a
seguito di una frattura ossea oppure v) avere natura gassosa come nella sindrome da
decompressione (Gorelick 1993; Moossy 1993).

Lo stroke emorragico puo essere riconducibile a un’emorragia intraparenchimale o subaracnoidea.
Il meccanismo pit comune ¢ dato dalla malattia dei piccoli vasi, che porta a sviluppo di piccoli
aneurismi lipoialini con conseguente rottura (Auer & Sutherland, 2005). Circa i due terzi dei
pazienti con emorragia cerebrale primaria hanno una condizione d’ipertensione preesistente o di
nuova diagnosi; la rimanente quota potrebbe mostrare, attraverso indagini piu dettagliate, la
presenza di malformazioni vascolari intracraniche (angiomi cavernosi, malformazioni
arterovenose), angiopatia amiloide cerebrale oppure infarti in cui si € poi verificato
sanguinamento. L’emorragia subaracnoidea viene classificata come un tipo di stroke, ed ¢
responsabile di circa il 5% di essi (van Gijn & Rinkel, 2001).

L’ischemia cerebrale puo anche verificarsi in seguito ad eventi traumatici, compressione da parte
di masse neoplastiche o emorragie intracraniche e vasospasmo, che compromettono la struttura e
la funzionalita del sistema vascolare, oppure in conseguenza d’ipotensione cardiaca, arresto o
diminuzione della gittata cardiaca successiva a una forte diminuzione del volume sanguigno o
durante shock setticemico.

I fenomeni di anossia/ipossia cerebrale di origine non strettamente ischemica sono generalmente
dovuti alla compromissione del sistema respiratorio a seguito di sindromi da affogamento,
altitudine, etc. Queste condizioni non provocano danni di entita comparabile a quelli conseguenti
all’ischemia embolica o emorragica, ma se si accompagnano a una situazione d’ipoperfusione, e
danno luogo a una condizione d’ipossiemia/ipoperfusione, si ha un peggioramento della morbidita

soprattutto delle zone circostanti alla regione ischemizzata.



La diversita nelle cause che portano a una riduzione della perfusione di specifiche aree cerebrali,
comporta la necessita di poterle distinguere velocemente. La diagnosi in tal senso & stata
rivoluzionata dall’avvento di tecniche di imaging: la tomografia computerizzata (TC) prima e poi
la Risonanza Magnetica (RM).

Quest’ultima si ¢ dimostrata utile nell’evidenziare le prime fasi del processo patofisiologico
provocato dall’ischemia stessa. Rimangono perd ancora molti quesiti riguardo al significato
funzionale e strutturale degli indizi osservabili alla risonanza magnetica e soprattutto grazie ad

alcune sue applicazioni di cui parlero nel corso dell’introduzione.

ASPETTI GENERALI E DEFINIZIONI

L’ischemia cerebrale definisce una condizione nella quale si ha un flusso sanguigno insufficiente a
mantenere le normali funzioni cellulari del parenchima cerebrale. I neuroni sono le cellule con la
piu alta richiesta d’ossigeno dell’organismo, e sono pertanto i primi a soffrire, seguiti dagli
oligodendrociti, dagli astrociti e dalle cellule dell’endotelio vascolare, in caso di riduzione di
flusso ematico.

Nei modelli animali ¢ definita come zona ischemica, o core ischemico, quel territorio che subisce
una drastica riduzione di flusso sanguigno cerebrale (cerebral blood flow; CBF). Questa a sua
volta ¢ inclusa in una zona perifocale, detta penombra ischemica, caratterizzata da una ridotta
perfusione, garantita da vasi anastomotici collaterali (Astrup et al., 1981).

In modelli sperimentali d'ischemia focale sono stati stabiliti (e poi verificati anche sull'uomo) quei
valori di flusso sanguigno che caratterizzano il diverso grado e il tipo di compromissione nelle due
diverse aree ischemiche di core e penombra (Symon et al., 1977). Procedendo dalla periferia al
core ischemico, o procedendo dalle fasi iniziali dell'evento ischemico al suo avanzare, il parametro
piu sensibile di sofferenza neuronale ¢ la sintesi proteica, la quale ¢ ridotta del 50% a valori di
CBF pari a 0,55 mLg 'min', ed & abolita al di sotto di 0,35 mLg'min™". Il consumo di glucosio
mostra dapprima un aumento, intorno ad un flusso pari a 0,35 mLg'min™', per poi precipitare
quando viene superato un valore pari a 0,25 mLg 'min”. Questo intervallo corrisponde all'inizio
dell'acidificazione intracellulare, dovuta inizialmente a un aumento della glicolisi anaerobica e poi
all'accumulo di lattato, che riduce ulteriormente il valore di pH extracellulare.

Alla compromissione metabolica segue un declino della concentrazione di ATP, che comporta la
perdita dell'omeostasi ionica cellulare e quindi la perdita dei gradienti ionici responsabili del
mantenimento del potenziale di membrana fisiologico. A valori di perfusione al di sotto di 0,15
mLg'min" le cellule cerebrali (neuroni e glia) sono quindi depolarizzate, condizione che
determina la condizione chiamata Depolarizzazione Anossica o Ischemica (Heiss 1992; Hossmann
1994).
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Figura 1. Discriminazione tra l'area di “core” da quella di penombra in funzione del grado di perfusione
(Cerebral Blood Flow). Per ogni intervallo di CBF sono indicati gli effetti sulla fisiologia cellulare (adattato
da Hossmann 2006 ).

Questi, sono i principali effetti che provoca l'occlusione, dai quali si scatena poi una sequenza di
eventi patofisiologici, non piu determinata dal solo valore locale del CBF. Per comprendere la
patofisiologia dell’ischemia cerebrale ¢ quindi necessario, non solo distinguere tra aree di core e
penombra, peraltro dinamicamente variabili e tempo dipendenti, ma anche riconoscere quale sia la
dinamica temporale dei processi che determinano I’evoluzione del danno ischemico nelle ore e nei

giorni successivi all'occlusione.

FASE ACUTA: CORE E PENOMBRA

Ischemia e depolarizzazioni ischemiche

Nel core, la perdita del potenziale di membrana dovuto alla riduzione del metabolismo energetico,
si osserva a pochi minuti dall'occlusione. La depolarizzazione di neuroni e glia provoca un
aumento della permeabilita al potassio (K) e quindi promuove un suo progressivo accumulo
nell'ambiente extracellulare fino a valori di potassio extracellulare ([K*],) > 50mM (Menna et al.,

2000; Katsura et al., 1994). Questo comporta l'attivazione di canali del Ca** voltaggio dipendenti
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somatodendritici e presinaptici presenti nelle cellule vicine, che attivano a loro volta il rilascio di
amminoacidi eccitatori quali il glutammato. Allo stesso tempo, i sistemi di reuptake dei medesimi
neurotrasmettitori, ATP-dipendenti, divengono inattivi e il glutammato si accumula nello spazio
extracellulare. L'attivazione dei recettori NMDA e metabotropici del glutammato contribuiscono
all'entrata ulteriore in cellula di Ca®* ([Ca**], < 0,ImM; (Nicholson 1984; Park et al., 1989),
mentre canali per ioni monovalenti quali AMPA o i canali della corrente di Na persistente
(Na,al.1) favoriscono I'accumulo di Na* e CI in cellula (Hille 1992; French et al., 1990; Somjen
& Muller 2000). L'aumentata osmolarita del citoplasma, provoca l'edema citotossico (Hansen,
1985).

La glicolisi anaerobica, attivata dalle condizioni anossiche, & esacerbata dall'aumentata richiesta di
ATP da parte dei trasportatori attivi primari Na*/K* ATPasi, Ca’*ATPasi, e si ha quindi un
aumento della produzione di CO, e metaboliti acidi, sopratutto lattato (Scheller et al., 1992; Cruz,
1999; Kraig et al., 1983; Tombaugh, 1994). Questo comporta una riduzione del pH extracellulare,
che segue percid un andamento bifasico: dapprima aumenta lentamente per poi accelerare
all'instaurarsi della completa depolarizzazione cellulare. In realta, la caduta di potenziale
extracellulare coincide con una repentina basificazione, la cui origine ¢ ancora dibattuta. Per
esempio si sa che in tessuti sani un aumento dell'attivitd sinaptica & accompagnata da una lieve
alcalinizzazione mediata da un'attivazione dei canale-recettore GABA, permeabili al (HCO*)e
dall'ingresso di protoni H* attraverso un controtrasportatore calcio dipendente (Ca**/H*; Kaila,
1994; Smith & Chesler 1999).11 correlato elettrofisiologico delle depolarizzazioni anossiche o
depolarizzazioni ischemiche (Ischemic Depolarizations, 1D) ¢ rappresentato durante le
registrazioni in DC (Direct Current), da profonde cadute di potenziale, anche di 30 mV, alle quale
generalmente segue un'onda positiva pitt lunga ma di minor ampiezza (Leao 1951,1986 e 1944). 11
DC-shift ¢ generalmente preceduto da un'attivita veloce, detta prodromica, dovuta all'attivazione
sincrona di popolazioni neuronali (Herreras et al., 1994).

Infine, la durata di questi eventi ¢ determinata dalla durata dell'occlusione, e se il ripristino della
perfusione avviene entro 1 h o 3 h dall'occlusione, si osserva un lento recupero del potenziale

verso 1 valori iniziali.

Ischemia e depolarizzazioni peri-infartuali

La penombra viene definita come quella regione che soffre a causa dell'ischemia, ma dove il
metabolismo energetico rimane preservato. Dato che non ¢ mai stata fatta un'analisi puntuale dello
stato metabolico delle zone di penombra, si ¢ soliti usare una definizione piu generale che
considera la penombra come quella porzione di tessuto il cui danno ischemico & potenzialmente o
parzialmente reversibile (Hossmann, 1994; Ginsberg, 2003). Nella penombra il flusso ematico

scende a livelli compresi tra i 23 ¢ 15 mLmin'g”, intervallo nel quale scompare 'attivitaneuronale
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spontanea ed evocata. Studi sperimentali, hanno dimostrato che durante il periodo di occlusione in
quest'area di ridotta perfusione si hanno fenomeni di depolarizzazione (Peri-Infarct
Depolarizations, PID) simili nella forma a quelle che si registrano nella zona focale, ma
reversibili, di durata minore e ripetibili (Nallet et al., 1999; Dijkhuizen et al., 1999). Queste
caratteristiche fanno supporre che questi fenomeni siano analoghi alle Spreading Depressions
(SD), descritte da Leao (1944) come risposta stereotipata del cervello a una serie di stimoli nocivi.
Queste SD, in condizioni normossiche sono caratterizzate da onde elettrochimiche di
depolarizzazione della membrana neuronale che propagano attraverso il tessuto nervoso alla
velocitd di 2-5 mm/min, durano 1-5 min, e correlano con la cessazione dell'attivita spontanea
neuronale. Queste SD sono registrate a livello extracellulare come ampi potenziali lenti di 10-20
mV. Gli eventi molecolari, le correnti ioniche, la redistribuzione degli ioni a cavallo della
membrana che accompagnano sia le SD che le PID sono simili a quelle descritte nel paragrafo
precedente. (Somjen, 2001). Secondo vari autori I'aumento di [K'], che si verifica nella zona di
core ischemico diffonde nella penombra modulando le PID (Gorji et al., 2001).

Le SD si possono distinguere dalle PID in funzione dell'aumento del [K*],: nelle prime questo
segue un andamento monotonico nelle seconde ¢ bifasico come accade nel core ischemico
(Hansen, 1985; Nedergaard & Hansen 1993).
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Figura 2. Rappresentazione schematica dei meccanismi molecolari implicati nella morte cellulare a seguito
di un evento ischemico. In rosso sono segnati i possibili inibitori di tale processo, e il loro livello d'azione
(adattato Hossmann 2006)



Inoltre, gli antagonisti dei recettori NMDA (come I’MK801) sono piu efficaci nel bloccare le SD
che non sulle PID (Aitken et al., 1988; Lauritzen & Hansen, 1992) e allo stesso modo si
comportano l'eptanolo e I'ottanolo, bloccanti per le gap junctions presenti a livello degli astrociti e
probabilmente dei neuroni. L'aspetto piu rilevante dal punto di vista patofisiologico & che queste
veloci depolarizzazioni impongono alla cellula un notevole stress metabolico. In condizioni
normossiche, le variazioni di Ca®, di pH che si verificano durante una SD, vengono presto
normalizzate, mentre nella penombra ischemica si crea una discrepanza tra la richiesta di substrati
energetici e la reale offerta, ragion per cui molti studi hanno evidenziato la correlazione tra numero
di PID e aumento del danno cellulare, avvallando 1'ipotesi che queste depolarizzazioni siano un
meccanismo con cui il tessuto cerebrale della penombra ischemica progressivamente divenga parte
del core ischemico(lijima et al., 1992; Mies et al., 1993; Nedergaard, 1996).

FASE SUB-ACUTA

Formazione di radicali liberi

Durante 1’ischemia cerebrale si formano radicali liberi che possono avere un ruolo negativo
nell’evoluzione del danno ischemico. L'aumento di radicali liberi puo derivare da varie fonti: da
processi enzimatici Ca** mediati quali la conversione dell'acido arachidonico in prostanoidi a
opera della ciclossigenasi, dall'attivazione della fosfolipasi A,. Queste specie chimiche reagiscono
con numerose macromolecole come le proteine, i fosfolipidi e il DNA, e promuovono quindi la
formazione di pori nella membrana cellulare e in quella interna dei mitocondri, i quali rilasciano a
loro volta 1'anione superossido (O, ) e il citocromo C implicato nella regolazione della morte
cellulare per apoptosi. Mediano inoltre la risposta infiammatoria (Dirnagl et al., 1999;
Mergenthaler et al., 2004).

Infiammazione ed espressione genica

L'aumento intracellulare del Ca®, attraverso l'attivazione di secondi messaggeri, l'ipossia stessa e
la produzione di radicali liberi regolano l'espressione di un certo numero di geni pro-infiammatori
come il fattore nucleare NF-«xB, il fattore inducibile in ipossia (HIF-1) (O'Neill & Kaltschmidt
1997; Ruscher et al., 1998; Iadecola et al., 1999).

Si ha quindi la produzione da parte delle cellule sofferenti di mediatori dell'infiammazione come il
fattore necrotico tumorale alfa (TNF-a) e l'interleukina 1B (Rothwell & Hopkins, 1995). Nelle fasi

successive le cellule endoteliali esprimono sulla membrana molecole d'adesione quali: la molecola
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d'adesione intercellulare 1 (ICAM-1), le P-selectine e le E-selectine(Lindsberg et al., 1996; Zhang
et al., 1995; Lindsberg et al., 1996). Queste interagiscono con i recettori complementari esposti sul
plasmalemma dei neutrofili. Questi aderiscono, quindi, all'endotelio, lo attraversano (diapedesi) ed
entrano nel parenchima cerebrale; al loro seguito i macrofagi e i monociti. Nell'arco di cinque, sei
giorni appaiono numerose cellule infiammatorie di origine ematica nel neuropilo cerebrale
(Iadecola, 1997).

Anche le cellule immunocompetenti residenti nel sistema nervoso divengono parte attiva dopo
quattro o sei ore dall'evento ischemico. Gli astrociti divengono ipertrofici, mentre la microglia
assume 'aspetto ameboide tipica della microglia attivata (Giulian 1997).A distanza di ventiquattro
ore dall'occlusione, la reazione infiammatoria ¢ ben sviluppata, specialmente nella zona di
penombra ischemica.

L'infiammazione pu0 contribuire al danno ischemico, anche dopo ore dall'evento e durante la
riperfusione. Questo pud accadere attraverso vari meccanismi: l'adesione dei neutrofili alle pareti
vascolari determina un fenomeno noto con il termine di no-reflow, ovvero si ha una riperfusione
ridotta dovuta all'ostruzione che queste cellule provocano (del Zoppo et al., 1991); ii) le cellule
infilammatorie attivate e i neuroni danneggiati producono una serie di mediatori tossici come:
radicali liberi, prostanoidi e quantita elevate di NO Forster (Forster et al., 1999; Nogawa et al.,
1997).

11 danno da riperfusione

La riperfusione ha nell'ischemia un ruolo paradosso, poiché se avviene in tempi vicini
all'occlusione, per un verso riduce l'estensione della penombra, apportando ossigeno e nutrienti,
dall'altro puo aggravare il danno nel core ischemico (Schaller & Graf 2004). I meccanismi che
sottintendono questo fenomeno sono molteplici: 1'azione di radicali liberi (Traystman et al., 1991),
meccanismi infiammatori(Okada et al., 1994), aumento della sintesi di prostaglandine e del rilascio
di aminoacidi eccitatori(Okada et al., 1994), danni di barriera (Albayrak et al., 1997).

Edema Vasogenico

Un altro forte modulatore del danno ischemico ¢ I'edema cerebrale. Nelle prime fasi dell'ischemia
¢ di origine cellulare per le ragioni descritte in precedenza, dopo quattro - sei ore la barriera
diventa permeabile a soluti e proteine seriche, con il conseguente afflusso d'acqua. Dal punto di
vista clinico questa & una delle conseguenze piu deleterie (Hossmann, 2006).

L'apertura della barriera sembra essere dovuta alla trascrizione di enzimi proteolitici,

metalloproteinasi (MMP-9), le quali distruggono la lamina basale (Rosenberg et al., 1996;
8



Romanic et al., 1998) , all'aggressione di radicali liberi e alla diapedesi dei neutrofili (Durukan,
2007).

Excitotoxicity

Peri-infarct
depolarizations Inflammation

Impact

B - Apoptosis

-

Minutes Hours Days
Time

Figura 3. Cascata del danno ischemico. Sulle ascisse viene visualizzata l'evoluzione nel tempo del fenomeno
ischemico. Sulle ordinate il grado d'impatto di ciascun evento sul danno ischemico (modificato da ladecola
C. etal., 1999)

Danno cellulare

Nei primi minuti dall'ischemia, i responsabili del danno biochimico e funzionale della cellula sono
la perdita dell'omeostasi ionica e idrica, il danno istologico si manifesta a distanza di tempo, che
dipende sia dalla durata dell'occlusione che dalla sua intensitd, intesa come grado di perfusione
residua attraverso rami collaterali al vaso occluso.

Dopo quattro, sei ore (fase sub-acuta) dall'inizio dell'ischemia la zona focale invade la zona di
penombra fino a ricoprirne l'intera estensione. Questo avviene sempre a causa di meccanismi
patologici iniziati nel core ischemico, quali fenomeni di eccitotossicita, PID, acidificazione
intracellulare, meccanismi calcio-mediati, produzione di radicali liberi e di quantita tossiche di
NO. Infine subentra una fase del danno tardiva che puo durare anche piu ore o giorni, mediata da
meccanismi infiammatori, edema vasogenico e morte programmata delle cellule (Hossmann
2006).

Questi elementi, sommariamente descritti anche nei paragrafi precedenti, possono essere
considerati attivatori e propagatori della morte cellulare per ischemia la quale pud avvenire per
apoptosi o per necrosi (Lipton 1999).

Dal punto di vista istologico, le cellule nelle ultime fasi della necrosi possono presentare varie
modifiche strutturali. Una membrana irregolare ma intatta, un citoplasma rigonfio e privo di
citoscheletro, vari mitocondri voluminosi e privi di creste interne, la mancanza dell'apparato di
golgi e del reticolo endoplasmatico, e un nucleo che presenta segni di cromatolisi (Kalimo et al.,
1982; Kalimo et al., 1977). In una fase successiva il citoplasma e il nucleo appaiono piu scuri e

raggrinziti mentre il nucleolo assume un aspetto a nido d'ape (Brown & Brierley 1972;Brown,
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1977; Inamura et al., 1987). Il plasmalemma e la membrana nucleare assumono una forma
triangolare, e nel citoplasma sono presenti numerosi vacuoli e ribosomi (Martin et al., 1998).
Queste cellule viste al microscopio ottico sono intensamente acidofile (eosinofile), o argirofile a
seconda (Crain et al., 1988; Heimer & Peters 1968).

Un terzo paradigma ¢ rappresentato da cellule che mostrano una membrana plasmatica
danneggiata, un citoplasma lievemente rappreso, ricco di piccole vescicole e corpi densi, la
cromatina del nucleo addensato (Brown, 1977;Garcia et al., 1993). Al microscopio appaiono
leggermente eosinofile, pallide tanto da essere chiamate “ghost cells”. 1 cambiamenti che
presentano fanno ritenere che questo sia 1'ultimo stadio della necrosi prima della completa perdita
d'integrita cellulare, a cui segue ’attivazione della risposta infiammatoria (Love, 2003).

Le cellule apoptotiche, presentano modificazioni a livello strutturale quali: un citoplasma rappreso,
cromatina addensata in forme regolari, una membrana dapprima convoluta e poi frammentata in
piccoli corpi (corpi apoptotici) contenenti organelli intatti. Al termine del processo questi vengono
fagocitati velocemente senza innescare alcuna risposta infiammatoria (Love, 2003; Mergenthaler
et al.,2004).

Va inoltre sottolineato che l'apoptosi € un processo fisiologico regolatorio, nelle fasi di sviluppo,
ma ¢ patologico in seguito ad un insulto ischemico. Viene mediato dall’attivazione di caspasi
(caspasi 3 e 9) e molecole proapoptogene quali il citocromo c, richiede energia per la trascrizione
genica (geni appartenenti alla famiglia bcL: -2, -xL, -xs e p53), ragion per cui ¢ un processo che
verosimilmente si attua nelle aree di penombra, e puo intensificarsi durante la riperfusione (Barber
et al., 2003).

In realtd queste due situazioni rappresentano gli estremi di un processo biochimico comune. Di
fatto, nonostante si consideri la necrosi come risultato di un danno cellulare severo o di un forte
cambiamento dell'ambiente extracellulare, nel medesimo tessuto si possono osservare cellule che
manifestano modificazioni strutturali tipiche dell'apoptosi (Charriaut-Marlangue & Ben-Ari,
1995). Quale percorso intraprenda una cellula puo dipendere da fattori intrinseci quali il tipo di
cellula o il suo stadio cellulare (Yue et al., 1997), come da fattori estrinseci, quali la natura e la
severita dell'insulto (Bonfoco et al., 1995; Li et al., 1998).A complicare ulteriormente la possibilita
di distinguere tra apoptosi e necrosi, concorre il fatto che entrambe, nell'ischemia, sono
caratterizzate da fenomeni di eccittossicita e quindi aumento di Ca®*, mediatore di pathways
biochimici che possono portare ad una come all'altra (Choi, 1988; Samdani et al., 1997).

In conclusione, a prescindere dal tipo di percorso, cid che caratterizza la morte cellulare
nell'ischemia ¢ anche l'intervallo di tempo che intercorre tra I'insulto e il manifestarsi dei danni
strutturali. Questo ritardo pud variare enormemente, dipendendo dalla natura dell'insulto e dalla
regione coinvolta. A volte puo essere di alcuni giorni (Du et al., 1996; Kirino et al., 1984), altre di
poche ore o meno (McGee et al., 1970). E' ormai chiaro che , a parita di fattori, tanto maggiore ¢ la
deprivazione di energia, tanto minore ¢ il tempo necessario alla maturazione del danno (Kirino &
Sano 1984).
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La durata di quest'intervallo dimostra come brevi compromissioni metaboliche possano dare inizio
a durevoli modificazioni che si concludono con la morte cellulare dopo giorni o settimane. Si
possono definire quindi letali, quegli insulti ischemici che spostano la cellula dal suo stato di
equilibrio dinamico a tal punto da non poter essere recuperate dai normali meccanismi omeostatici.
Sono sub-letali, invece, quelli che provocano un danno iniziale, velocemente ripristinato dalla
cellula stessa.

Infine, l'estensione e la sede e il momento in cui il danno cellulare ischemico compare dipendono
da ulteriori fattori quali le modalita di induzione dell’ischemia (globale, focale permanente o

transiente), e la specie animale.

MODELLI SPERIMENTALI DI ISCHEMIA CEREBRALE

Come anticipato, l'ischemia cerebrale pud essere causata da diversi fattori eziologici ed e
caratterizzata da un processo patofisiologico assai variabile nelle sue manifestazioni, nelle cause e
nei siti anatomici in cui avviene (Ginsberg & Busto, 1989). E’ quindi difficile ottenere un modello
animale capace di mimare quest’enorme variabilita d’eventi (Durukan, 2007). Sono quindi stati
sviluppati diversi modelli sperimentali nel tentativo di studiare le varie cause e i meccanismi
specifici di una condizione clinica che comporta una diminuzione parziale o completa, temporanea
o permanente, del flusso sanguigno in un distretto cerebrale specifico piuttosto che nell’intero
encefalo.

L'obiettivo di un modello sperimentale, nello studio di questa patologia, ¢ indurre delle lesioni
omogenee e riproducibili, tali da ridurre la variabilita e aumentare la riproducibilita dei fenomeni
osservati e dei meccanismi sottostanti che vengono analizzati (de Lecinana et al., 2001). Questo
comporta una conoscenza approfondita sia della fisiologia e dell'anatomia del sistema preso come
modello e delle condizioni sperimentali, cosi da poter meglio rappresentare la condizione
nell’uomo e favorire la traslazione in clinica delle osservazioni sperimentali.

Per tanto nella scelta del modello vanno considerate la possibilita di riperfondere il tessuto
ischemizzato, e la capacita di aumentare o ridurre i tempi di occlusione e quindi valutarne gli
effetti. Per ottenere un modello riproducibile e rappresentativo della condizione clinica & inoltre
molto importante i) monitorare e mantenere nella norma le variabili fisiologiche (temperatura,
pressione, glicemia, ossigenazione); ii) monitorare la velocita con cui i campioni di tessuto sono
mantenuti e preparati per le analisi istologiche, biochimiche e molecolari; iii) valutare quanto un
modello si avvicini alla realta patofisiologica osservabile nell’ischemia cerebrale dell’uomo (Li et
al., 2001).

Va poi ricordato che il fine ultimo della ricerca sull’infarto cerebrale ¢ lo sviluppo di nuove

strategie terapeutiche, che vanno pianificate e calibrate in relazione al modello di ischemia
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adottato. Negli ultimi anni sono prevalsi due approcci d’intervento terapeutico con diversi risultati
sul piano dell’efficacia clinica. Uno di tipo neuroprotettivo, rivolto a preservare la regione di
penombra bloccando differenti meccanismi coinvolti nella cascata biochimica successiva
all’evento ischemico mediante, per esempio, 1’'uso di antagonisti dei recettori NMDA, antagonisti
del calcio, free-radical scavengers, simvastatina, ipotermia, etc. L'altra strategia & tesa a riaprire il
vaso occluso attraverso 1’uso di farmaci trombolitici 0 mezzi meccanici all’interno di una finestra
temporale ben definita attraverso sistemi di imaging. Il primo approccio ha mostrato benefici
clinici solo nei modelli animali, e si ¢ dimostrato fallimentare nell’applicabilita all’ischemia
dell’'uomo. Il secondo approccio & stato utilizzato con successo in diversi trials clinici (Durukan &
Tatlisumak 2007; Gotti ,1990; Backhauss, 1992). Storicamente i primi studi sono stati svolti su
animali di grossa taglia come cani e gatti o su primati non umani. Questi ultimi hanno diverse
caratteristiche che li rendono pitl vicini all'uomo in termini comportamentali e di integrazione delle
funzioni sensoromotorie, in quanto hanno un cervello girencefalico simile a quello umano. Ma
motivazioni di tipo etico, ecologico ed economico ne hanno notevolmente ridotto I’uso di questa
specie animale.

L’utilizzo di animali pill piccoli, quali ratti e topi, ¢ stato preferito per molte ragioni: un buon
grado di somiglianza nella fisiologia e nell’anatomia cerebrovascolare con ’'uomo (Macrae, 1992),
soprattutto se raffrontati con altre specie quali il gerbillo, il cane ed il gatto. Queste specie non
mostrano una grande variabilita negli effetti a parita di tipo di occlusione, mostrano una certa
omogeneita genetica all’interno di un pedegree e per convesso le crescenti potenzialita derivate
dall'ingegneria genetica permettono modificazioni ad hoc per lo studio dei meccanismi patologici
(Fujimura et al.,, 1999). La piccola taglia permette di monitorare facilmente vari parametri
fisiologici (Takizawa et al., 1991) cosi come la dimensione del cervello rende piu veloci le
operazioni di estrazione, fissaggio e taglio per studi anatomici e fisiologici. Infine gli animali di
taglia inferiore hanno minori costi di allevamento.

Ischemia cerebrale globale transitoria

I modelli d’ischemia globale mimano 1’ischemia globale che si manifesta a seguito di un arresto
cardiaco, che rappresenta la forma piu grave di ischemia. Differiscono dagli altri modelli
sperimentali di stroke per almeno tre motivi: i) I’interruzione del flusso sanguigno ¢ completo, ii)
la riperfusione dopo l'infarto, soprattutto nelle prime fasi di rianimazione, avviene ad una
pressione sanguigna ridotta, e iii) la composizione del sangue ¢ decisamente alterata a causa delle
profonde modificazioni sistemiche a seguito dell'arresto; iv) il valore del flusso ematico a cui
compaiono cellule necrotiche ¢ piu alto rispetto agli altri modelli di occlusione, queste sono
evidenti sopratutto a distanza di giorni dall'insulto, e solo in determinate aree del cervello come

CALl nell'ippocampo (morte selettiva). Questo fa supporre che i anche i meccanismi molecolari,
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che sottendono tali processi siano distinti da quelli osservati nei modelli di ischemia focale
(Hossmann 1998a; Katz et al., 1995; lijima et al., 1993; Pulsinelli & Buchan 1988; Smith et al.,
1984).

Ischemia cerebrale focale

Il sangue arriva al cervello attraverso due coppie principali di arterie: la carotide interna e 1’arteria
vertebrale.

La prima origina dalla carotide esterna, la quale all’altezza del chiasma ottico, si divide in due
rami principali: I’arteria cerebrale anteriore, dalla quale origina la comunicante anteriore, che crea
un'anastomosi con l'arteria cerebrale anteriore controlaterale, e la cerebrale media (MCA).

La MCA, passato il solco rinale si divide in tre rami: rostrale, caudale e corticale, ed irrora il
prosencefalo (porzioni caudali del nucleo caudato e del putamen, il claustrum e il putamen); la
parte rostrale del sistema limbico (viene quindi escluso l'ippocampo), la regione olfattoria
(corteccia piriforme, tubercolo olfattorio, entorinale laterale e mediale, c.peririnale e postrinale,
I'amigdala); infine caudalmente vascolarizza le parti rostrali della corteccia parietale e temporale.
La MCA ¢ il vaso pit comunemente coinvolto nelle sindromi ischemiche nell’uomo (Berkowicz et
al., 1994; Karpiak, 1989).

Le arterie vertebrali all’altezza del ponte si uniscono per formare 1’arteria basilare, dalla quale si
distaccano varie collaterali (le arterie cerebellari inferiori, medie e superiori; le cerebrali posteriori
rostrale e caudale) che proseguono nelle comunicanti posteriori fino a collegarsi al sistema
vertebro-basilare della MCA. Si forma cosi un anello anastomotico completo posto alla base del
cervello chiamato circolo di Willis (circulus arteriosus cerebri). Questo pud essere considerato
una struttura che garantisce un’uniforme distribuzione del sangue attraverso i suoi rami, per dare
un certo margine di sicurezza in caso di eventi ischemici che colpiscano uno dei 4 vasi principali.
Le arterie ed il letto capillare che origina dalle suddette arterie formano una complessa e continua
struttura tridimensionale che perfonde 'intero sistema nervoso centrale, e la sua modulazione
attraverso recettori endoteliali specifici e la sovrapposizione dei territori serviti dalle singole
arterie, formano un sistema dinamico capace di vicariare in parte la funzionalita di un vaso qualora
questo sia occluso.

Il circolo di Willis della cavia (la specie animale utilizzata nello studio qui descritto) ¢
caratterizzato da un'ampia connessione tra il circolo posteriore (vertebro-basilare) e anteriore

(carotideo), garantito dalla presenza di arterie comunicanti posteriori di grosso calibro.
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Figura 4. Struttura del circolo di Willis nel ratto (sinistra) e nella cavia (destra). 1. arteria comunicante
anteriore; 2. arteria cerebrale anteriore; 3. arteria cerebrale media; 4. arteria carotide; 5. arteria ipofisaria;
6. arteria comunicante posteriore; 7. arteria cerebrale posteriore; 8. arteria cerebellare superiore; 9. arteria
basilare.(Adattato da Craigie's Neuroanatomy of the rat, W.Zeman, J.R.M.Innes, 1963 Academic Press).

Modello embolico

In questa categoria rientrano due tipologie di modelli: quelli tromboembolici propriamente detti e
quelli in cui non si utilizza un coagulo per mimare 1’embolo.

I primi rappresentano meglio la patologia umana, caratterizzata dell’alta incidenza di ischemie
dovute ad emboli. Storicamente studiati su animali di taglia maggiore, poi adattati ai roditori, in
questi modelli trombi (<100 um) formati dal sangue dell’animale stesso (autologo) sono iniettati
attraverso la carotide esterna per poi raggiungere vasi intracranici. In alcuni studi (Papadopoulos et
al., 1987) sono stati utilizzati coaguli formati da sangue umano cosi da testare 1’efficienza
dell'attivatore del plasminogeno ricombinante umano.

Uno dei grossi limiti di questo modello ¢ la difficolta di controllo nel posizionare il trombo e
quindi di selezionare un area ischemica precisa e riproducibile. Inoltre non ¢ infrequente che il
coagulo si dissolva spontaneamente ed ¢ quindi difficile ottenere una riperfusione controllata
temporalmente. Per quest’ultima ragione sono stati realizzati dei trombi ricchi in fibrina resistenti
all'autolisi (Overgaard et al., 1992; Takano et al., 1996; Busch et al.,1997). Al pari di questo
sistema sono utilizzati vari tipi di materiale artificiale per mimare il trombo: silicone viscoso,
(Lauer et al., 2002)collagene (Purdy et al., 1989) polivinilsilossano (Yang et al., 2002).

Il secondo gruppo di modelli (non-clot embolous) si avvale di microsfere (35-50 um) in carbonio o
in polietilene iniettate attraverso la carotide esterna. Il danno si sviluppa lentamente, raggiungendo
la sua estensione massima 24 h dopo la preparazione, ed ¢ di tipo multifocale ed eterogeneo nella
sua natura. Una dinamica cosi lenta potrebbe rendere questo modello utile per testare farmaci
neuroprotettivi. (Zivin et al., 1987; Fukuchi et al., 1999; Roos et al., 2003).
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Modelli di occlusione intraluminale

Questo ¢ il modello sperimentale maggiormente utilizzato nei topi e nei ratti, e offre maggiori
possibilita di controllo delle variabili indotte da occlusioni permanenti o transienti, in modo
controllato e poco invasivo. Consiste nell’inserire un monofilamento da sutura in silicone
attraverso la carotide (esterna nel modello di Longa, comune in quello di Koizumi) fino al punto in
cui occlude il flusso nella MCA. Questa metodica provoca un danno ischemico riproducibile
nell’area della corteccia frontoparietale e del caudato-putamen laterale e permette la riperfusione
una volta retratta la sonda occludente. L’occlusione e/o la riapertura del vaso, monitorate
all’interno di una risonanza magnetica (Li et al., 1998) oppure controllate attraverso sistemi di
monitoraggio del flusso sanguigno locale (Laser Doppler Flowmetry) e dell’ossigenazione
(Johannes. et al., 2005), permettono di avere una certa confidenza nella riproducibilita
dell’operazione.

Da quando venne pubblicato (Koizumi, 1986) sono state apportate varie modifiche nella forma e
nel diametro della testa del filamento utilizzato (Longa et al., 1989), cosi come nel materiale per
ricoprirne I’estremita introdotta (silicone o poly-lisina). In un lavoro recente (Johannes. et al.,
2005) ¢ stata confrontata I’efficacia di due tipi di suture: uno con 1’estremita ricoperta di silicone
per una lunghezza di 19 mm, l'altro con la testa arrotondata dal calore. Dopo aver indotto
un’ischemia permanente di 8 ore in un gruppo di ratti Sprague-Delewey e di 24 in un altro gruppo
do animali, gli autori hanno confrontato il danno neurologico attraverso test comportamentali
semplici ed il volume di tessuto infartuato con metodiche autoradiografiche. Hanno notato come il
volume necrotico e quindi I’estensione e la localizzazione del danno siano direttamente relazionati
al numero di vasi occlusi insieme alla MCA: tanto piu alto quanto pit lungo & il filamento
introdotto.

Differenze nell’estensione del territorio irrorato dalla MCA, la variabile disposizione dei suoi
rami, le differenze nella distribuzione sanguigna collaterale alla suddetta arteria o la presenza e
I’estensione delle anastomosi presenti nella pia (anastomosi di Haubner; (Hossmann 1998b) sono
le principali cause delle differenze interspecifiche in relazione al danno ischemico, e di
conseguenza all’ outcome postischemico e in ultima analisi alla reazione di farmaci neuroprotettivi
e trombolitici. (Oliff, 1997; Herz,1996; Fox, 1993; Bardutzky, 2005).
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Figura 5. Occlusione intraluminale della MCA. Sulla sinistra il metodo di Longa, il quale consiste
nell'inserimento di un filo da sutura nella carotide esterna, occludendo la sola MCA. Sulla destra ¢ invece
raffigurato il sistema utilizzato da Koizumi, che prevede l'inserimento nella carotide comune di un filo con

l'estremita siliconata cosi da bloccare il flusso sanguigno anche nell'arteria coroidea e in quella ipotalamica.
(adattato da Durukan et al., 2007)

Inoltre in alcuni modelli animali, come il gerbillo (Levine e Payan, 1966),e con una certa
variabilita anche nei topi BALB/C (Barone et al., 1993), manca del tutto la comunicante
posteriore; a parita d’insulto questi animali sviluppano un danno maggiore, ¢ una mortalita pil
elevata.

La tecnica stessa ha poi delle limitazioni, date per esempio da situazioni anatomiche che ne
rendono difficile 1’attuazione. Ad esempio nei ratti Fisher-344 (Sprague-Delawey), studi di
angiografia, hanno reso visibile il percorso tortuoso della carotide interna nel segmento osseo
(segmento petroso; Dittmar, 2006) che rendono complicata I’introduzione del filamento
occludente.

In questi modelli non ¢ infrequente avere complicazioni, quali la rottura dei vasi e seguente
emorragia subaracnoidea, o I’ipertermia causata dall’ipoperfusione del talamo (evento assai raro
nell’'uvomo) (Li et al. 1999).

Modelli di occlusione del microcircolo

Nel tentativo di produrre lesioni ischemiche minime, Watson e collaboratori hanno sviluppato il

modello di fototrombosi corticale (Wester et al., 1995a). In questo modello, viene dato all'animale

16



per iniezione venosa un colorante fotosensibile, il rosso bengala, che ha la caratteristica di indurre
I’aggregazione delle piastrine se irraggiato ad una specifica lunghezza d’onda (Wester et al., 1995
b). Questa metodica prevede la sola esposizione del cranio ma non la craniotomia; regolando
I’intensita del raggio laser utilizzato per la fotoinduzione, la durata dell’esposizione al raggio e la
quantita di colorante, si possono variare la profondita e le dimensioni della lesione.

L’ischemia coinvolge i vasi della pia e del parenchima corticale, ma comporta anche lo sviluppo di
specie chimiche fortemente ossidanti, come 1’ossigeno singoletto, che causano un danno di
barriera in pochi minuti e quindi un danno vasogenico rapido (Dietrich et al., 1987). Inoltre il
modello produce una lesione all’intorno delle parti piu distali delle arteriole, dove minore ¢ il
numero di afferenze collaterali (Ginsberg & Busto, 1989).

Sempre il gruppo di Watson (Wester, 1995a) ha apportato una modifica alla tecnica che produce
una lesione a forma di anello al cui centro si riscontrano modifiche caratteristiche della penombra
ischemica.

Un altro modello che stimola la formazione di trombi prevede 1'uso di sali dell’acido arachidonico,
ma non ¢ ben documentato il danno ischemico dal punto di vista istopatologico (Furlow & Bass
1975).

Nei modelli di occlusione ¢ annoverato anche il modello dell’endotelina-1. Questo ¢ un peptide
(21 AA) endogeno dell'endotelio, delle cellule muscolari lisce e dei neuroni del sistema nervoso
centrale, con una forte azione vasocostrittrice (vasospasmo) sui vasi cerebrali (Yoshimoto et al.,
1990). La durata dell’azione dell’endotelina ¢ assai maggiore rispetto a quella della noradrenalina
(Edvinsson et al., 1984; Robinson et al.; 1990). L’endotelina puo essere applicata direttamente
sulla MCA (abluminal application) per generare un danno del tutto paragonabile a quello indotto
da un occlusione chirurgica (Macrae, 1992); oppure, puo essere applicata direttamente sulla
corteccia, riducendo la perfusione locale al punto di danneggiare tutti i livelli della neocorteccia
(Fuxe et al., 1997). Da una parte la modesta invasivita e la relativa facilita nell’ottenere degli
effetti considerevoli in zone ben specifiche del cervello, rendono questo un buon modello; per altri
versi l'azione dose-dipendente riduce molto il controllo sulla durata dell'ischemia.

Recenti lavori hanno suggerito che 1'uso di questo peptide induce astrocitosi e facilita la crescita
assonale (axonal sprouting), rendendo quindi difficile 1'interpretazione di quei lavori in cui si sono

valutate la neurogenesi e la ricircuitazione postischemica (Carmichael, 2005b).

Modelli di occlusione con craniotomia

A questo gruppo appartengono quei modelli che riproducono un'ischemia globale incompleta
(oligemia) dell'intero encefalo, o I’ischemia focale con occlusione mediante microclips (transiente)
o cauterizzazione (permanente) diretta della MCA. Entrambi comportano una craniotomia

moderatamente invasiva, quindi 1’esposizione del tessuto cerebrale, la variazione della pressione
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intracranica e modificazioni a livello della barriera ematoencefalica (Tamura et al. 1981; Chen ST
et al.,1986).Infine va ricordato che in questi modelli, come 1'occlusione bilaterale delle carotidi
esterne (Two vessel occlusion), si raggiunge un buon grado di ipoperfusione solo imponendo
un’ipotensione sistemica controllata. A tal proposito, per ovviare alle complicazioni sistemiche
dovute a un calo di pressione, Levine propose di condizionare il soggetto esponendolo a un
ambiente povero di ossigeno successivamente all’occlusione unilaterale delle carotidi (Levine
1960). Questa pratica determina lesioni variabili sia nella sostanza bianca che nella grigia, ma
soprattutto nell’ippocampo. Studi successivi hanno evidenziato che in questo modello il disturbo
provocato ¢ dovuto pit ad uno stato di ipossia che ad un problema di esaurimento di substrati
fosforilabili e del loro successivo smaltimento. In altri termini, questo modello riproduce una
condizione di oligemia nella quale il flusso sanguigno non ¢ sufficiente ad apportare la quantita

necessaria di ossigeno al tessuto cerebrale (Salford et al., 1973).

Modelli in vitro

Mcllwain et al. (Mcllwain 1951) riuscirono per primi a mantenere in vitro delle fettine di
neocorteccia e dimostrare che queste, se stimolate elettricamente, evidenziavano cambiamenti
metabolici. Fu poi comprovato che fettine di corteccia piriforme potevano essere mantenute in
vitro ed esprimere un’attivita elettrica simile a quella osservata nel preparato intatto (Yamamoto &
Mcllwain, 1966).Questa tecnica venne poi utilizzata per ottenere fettine da ippocampo e dalla
neocorteccia fino a divenire uno dei modelli pil utilizzati nel campo delle neuroscienze.

Questo preparato offre notevoli vantaggi, tra i quali: 1) il controllo della composizione chimica e
della temperatura del milieu d’incubazione, ii) la possibilita di manipolare il pH, la concentrazione
ionica, la quantita di ossigeno e di ormoni ceduti al tessuto (Dingledine et al., 1980;Andersen et
al., 1980), iii) ’assenza di artefatti dovuti al battito cardiaco e alla respirazione, e di risposte
omeostatiche dell’organismo. In questi preparati si ha una completa e distinta visualizzazione del
tessuto e, grazie a tecniche di imaging, ¢ possibile analizzare modifiche a livello delle singole
cellule cosi come neuriti, dendriti o spine dendritiche, facilitando cosi 1’individuazione della
struttura che interessa studiare.

Il modello delle fettine in vitro presenta anche alcune limitazioni. Il taglio dei processi cellulari
pud comportare un processo degenerativo retrogrado, che puo inficiare lo studio della fisiologia
anche di intere popolazioni cellulari. Sempre durante la preparazione, il tessuto va incontro ad una
lieve anossia, seppure ridotta dalla bassa temperatura del bagno di incubazione e influenzata da
fattori quali ’eta dell’animale, la cura e la velocita della dissezione. Infine in questo modello in
vitro non sono preservate funzionalmente la barriera ematoencefalica e del sistema vascolare

(arteriole e capillari), strutture direttamente coinvolte negli eventi ischemici e quindi importanti
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per lo studio dei meccanismi di tale insulto. Nello studio a lungo termine (giorni o settimane) dei
meccanismi patologici si preferiscono le colture organotipiche di tessuto cerebrale(Vornow, 1994).
La situazione di carenza energetica tipica dell'ischemia puo essere riprodotta in culture primarie di
neuroni,culture organotipiche (Vornow, 1994)e su fettine di cervello incubate (Whittingham et al.
1984), in assenza di ossigeno e glucosio (oxygen-glucose deprivation, OGD). I risultati ottenuti in
queste condizioni sperimentali hanno poco in comune con la situazione in vivo, e vanno quindi
interpretati con cautela (Hossmann 1998a). Nonostante cio, questi modelli sono utili nel decifrare

quei meccanismi intracellulari implicati nell'ischemia, difficilmente osservabili in altri modelli.

RILEVANZA DEI MODELLI ANIMALI NELLA PATOLOGIA UMANA

La rilevanza dei modelli animali nella fisiopatologia umana ¢ stata discussa criticamente da
quando si ¢ osservato che potenziali farmaci neuroprottetivi efficaci nei modelli animali non
avevano alcuna efficacia nei pazienti e mostravano gravi effetti collaterali.

La variabilita di localizzazione ed estensione del danno, oltre alle citate differenze anatomiche e lo
scarso controllo d’importanti parametri fisiologici, come la temperatura, la glicemia, il pH, etc.,
possono essere tra le cause di questo insuccesso (Nedergaard et al., 1987; Huang, 1996; Durukan
& Tatlisumak 2007; Mcilvoy, 2005).

Un passo in avanti nella comprensione delle variabili pit rilevanti che determinano la sofferenza
ischemica nell’uomo ¢ stato fatto con I’introduzione delle metodiche di imaging, che permettono
di visualizzare nel paziente i cambiamenti funzionali e morfologici di un processo in atto. Queste
metodiche hanno confermato che almeno due aspetti derivati dallo studio sui modelli animali sono
assolutamente rilevanti per lo sviluppo di terapie indirizzate a limitare il danno ischemico
nell’'uomo: le caratteristiche dell’evoluzione temporale dell'insulto ischemico dal punto di vista
cellulare, ovvero quali destini si prospettano alla cellula nervosa durante 1’ischemia; e il concetto
di penombra come tessuto potenzialmente recuperabile se la riperfusione viene ripristinata

all'interno di una precisa finestra terapeutica (Carmichael, 2005a).

METODICHE DI ANALISI DEL DANNO ISCHEMICO

I vari meccanismi molecolari attivati durante le prime fasi dell'ischemia sono collegati tra loro in
maniera complessa, tanto che ¢ difficile prevedere dalle premesse quale tipo di danno sara

preponderante. Inoltre il peso di un elemento in questa catena biochimica, puo essere dato dal
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modello d'ischemia preso in considerazione. Di fatto, come si ¢ detto, esistono differenze nella
tipologia del danno tra i modelli di occlusione globale e quelli focali. Ragion per cui solo 1'uso di
pit metodiche d'indagine pud essere determinante, oltre che a decifrare il processo ischemico,
anche a stabilire analogie certe tra modelli differenti.

Nei modelli animali in vivo fin qui descritti la valutazione e 1'evoluzione dell'evento ischemico puo
essere seguita studiando le variazioni in vivo del flusso sanguigno locale e del consumo di
ossigeno e glucosio utilizzando metodiche come la Positron Emission Tomography (PET), le

variazioni neurofisiologiche attraverso 1'uso dell’elettroencefalogramma (EEG).

La risonanza magnetica durante le fasi iperacute dell'ischemia

I primi cambiamenti nella struttura della cellula possono essere visualizzati utilizzando una tecnica
di imaging in risonanza magnetica (RM), chiamata Diffusion Weighted Imagig (DWI). Questo
tipo di acquisizione del segnale in RM permette, attraverso l'uso di piu gradienti di diffusione e
sequenze di pulsi in Radio Frequenza (RF), di osservare e quantificare il tensore di diffusione
(TrD). Questo misura il moto diffusivo, in pitu direzioni, dei nuclei di idrogeno, ovvero dell'acqua,
all' interno di un tessuto. In condizioni normali, prendendo in considerazione un tessuto isotropo
quale pud essere la materia bianca della corteccia, il movimento dei nuclei ¢ casuale e segue un
moto di tipo browniano, non si hanno quindi particolari cambiamenti di segnale nel tempo.
All'instaurarsi dell'edema citotossico, e quindi a pochi minuti dall'occlusione, si ha un aumento del
segnale che appare come un iperintensita nelle immagini pesate in DWI o un'ipointensita a
seconda che si osservi un'immagine parametrica del coefficiente apparente di diffusione (ADC;
quest'ultimo viene calcolato partendo dalle acquisizioni in DWI, ndr) o TrD se osservato in piu
direzioni. Questo cambiamento ¢ dato dal diverso grado di mobilita delle molecole d'acqua nel
comparto extracellulare e intracellulare, motivo per cui la diffusione ¢ definita apparente. In questo
sistema le molecole possono trovarsi legate a macromolecole, a strutture citoscheletriche o
organelli e in misura minore libere. Nello spazio extracellulare, le molecole d'acqua hanno invece
un maggior grado di movimento. L'aumento d'acqua nello spazio intracellulare, dovuto ai
cambiamenti di movimenti transmembranari che ne regolano I’osmolarita riduce quest'ultima
frazione. Nelle aree in cui questo avviene non si avra quindi un decremento di segnale lungo i
gradienti di diffusione ma un aumento, in quanto i protoni sono meno liberi di muoversi. Per
converso, il coefficiente apparente di diffusione calcolato sara ridotto (Szafer et al.,1995; Moseley
et al.,1990a; de Crespigny et al., 2001).

Il contrasto tra aree iperintense o ipontense, nel caso si osservi 'immagine pesata in diffusione
(DWI) o di una mappa parametrica del tensore di diffusione (TrD), e quelle normali, definisce
quindi l'area che per prima subisce il danno ischemico. Questo tipo di distinzione non ¢

apprezzabile con le normali tecniche di RM (sequenze pesate in T1, T2), se non dopo ore
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dall'evento ischemico e spesso sono indicative di un edema vasogenico o di lisi cellulare (Guerrini
et. al.,2002; Rudin et al., 2001).

La DWI ¢ spesso associata, anche in ambito clinico, a un'altra applicazione dell’imaging RM,
chiamata Perfusion Weighted Images (PWI). In questo caso viene iniettato un mezzo di contrasto
paramagnetico per osservare in tempo reale il grado di perfusione del tessuto infartuato (Cerebral
Blood Flow, CBF; Cerebral Blood Volume, CBV). Viene cosi determinata 1'area di penombra,
sottraendo I'area iperintensa in DWI all'area che mostra anomalie nel flusso sanguigno (Henninger
et al., 2006). Secondo alcuni autori, questo criterio di valutazione ¢ discutibile per due errori. Il
primo ¢ dato dal non aver considerato che il valore di perfusione in cui avviene la riduzione del
coefficiente di diffusione (ADC) ¢ sostanzialmente superiore a quelli tipico del core (0.41mLg
'min” vs. 0,15mLg'min"; Hossmann, 2006); e questo spiegherebbe perche in alcuni modelli
animali di ischemia transiente si abbia un parziale recupero della situazione quando la riperfusione
avviene nell'arco di 2 o 3 ore dall'occlusione (Minematsu, et al., Stroke 1992; Dijkhuizen, et al.,
1997). L'altro errore ¢ dovuto alla sovrastima dell'area di ipoperfusione per I’inclusione di aree di
oligoemia benigna, ovvero la PWI indica una riduzione del flusso ematico che in realtd non

interferisce col normale metabolismo cellulare (Hossmann, 2008)

Figura 6. Il diagramma rappresenta due differenti regioni dell’area ischemica: in viola la zona focale,
distinta in ragione della riduzione del coefficiente di diffusione (ADC). In giallo, I’area caratterizzata da un
indice di perfusione basso, la differenza tra queste due aree definisce la penombra (adattato da Kidwell et
al., 2003)

Tecniche istologiche

La misura del volume di tessuto infartuato pud essere eseguita post mortem con varie metodiche

istologiche come la colorazione con 1’ematossilina ed eosina (hematoxylin and eosin, H&E) che
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permettono di evidenziare l'area infartuata per il suo pallore e individuare le cellule sofferenti o
necrotiche secondo le caratteristiche morfologiche precedentemente elencate (Christine et al.,
1998; Garcia et al., 1993).La tecnica del TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase Biotin-
dUTP Nick End Labelling) individua specificatamente le cellule apoptotiche, in quanto marca i
frammenti di DNA prodotti dalle endonucleasi apoptotiche (Snider et al.,1999; Yi Li et al,
1995).Si possono poi utilizzare tecniche di ibridazione in situ per identificare le aree in cui
vengono espressi “‘early genes” (hsp40, c-Fos, j-Bun; An, et al.,, 1993; Gass et al., 1992;
Honkaniemi et al., 1996) cosi come evidenziare I’'mRNA dei diversi geni coinvolti nell'apoptosi
(Honkaniemi et al., 1996). 1l trifeniltetrazolio cloruro (TTC), ¢ un composto che viene ridotto dalle
deidrogenasi (NADPH) presenti nei mitocondri vitali e assume un colore violaceo (Benedek et al.,
20006) distinguendo cosi I’area ischemizzata.
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OBIETTIVI DELLO STUDIO

Secondo quanto esposto nell’Introduzione, la penombra ischemica puo essere considerata come
un’area di tessuto cerebrale che potenzialmente potrebbe allargare l'area di core ischemico,
divenendo di fatto un potenziale target terapeutico durante la fase acuta di un attacco ischemico.
La regione di penombra ¢ stata distinta dall'area di core irrimediabilmente danneggiata
dall’ischemia, attraverso analisi post-mortem o test comportamentali nei modelli animali. Studi
clinici hanno confermato e definito la penombra come 1’area cerebrale che non ha subito un danno
definitivo, se viene eseguita una manovra di ricanalizzazione prima di tre ore dall’evento
ischemico. La penombra viene identificata applicando il concetto del mismatch tra immagini di
DWI e PWI. I veloci e imprevedibili cambiamenti che avvengono nel parenchima e nei vasi
cerebrali durante la fase acute dell’ischemia, introducono delle variabili a tutt’oggi difficili da
quantificare attraverso quelle metodiche di imaging. Come riportato nell’introduzione, la RMI pud
sovrastimare 1’area di penombra e includere aree di oligoemia benigna.

I modelli d’ischemia in vivo, in larga parte si focalizzano sui meccanismi e le conseguenze a
livello molecolare-biochimico di un evento ischemico, e correlano le modificazioni a misure del
flusso sanguigno, di glicemia e di altre variabili fisiologiche. Un numero minore di lavori si avvale
di registrazioni elettrofisiologiche multiple da diverse regioni intra- e peri-ischemiche, che
permettono di localizzare e distinguere le aree di penombra e di core con maggior precisione, in
base al tipo di correlato elettrofisiologico tipico di queste zone (PID o ID).

Obiettivo principale del presente studio ¢ di studiare la fenomenologia di tali eventi lenti, e
utilizzarli per discernere precisamente le aree di core e di penombra nelle prime ore che seguono
un insulto ischemico indotto nel modello in vitro di cervello di cavia.

Questo preparato offre il vantaggio di visualizzare facilmente l'arteria da occludere, e permette
quindi una buona riproducibilita delle lesioni, e un controllo preciso dei tempi di occlusione e
riapertura dell’arteria selezionata per indurre 1’ischemia. Questi vantaggi sono difficilmente
riscontrabili nei modelli di occlusione intraluminale, dove il filo da sutura utilizzato per
I’occlusione pud danneggiare il vaso e ostacolare la riperfusione (Belayev L, et al., 1997), o nei
modelli trombo embolici in cui 1'embolo pud posizionarsi in sedi diverse da quella desiderata.
Inoltre la maggior parte dei modelli utilizzati non permette di valutare in modo preciso
I’evoluzione degli eventi durante le prime ore che seguono I’occlusione/riperfusione del territorio
ischemizzato.

Il primo obiettivo specifico ¢ distinguere, dal punto di vista funzionale, I'area ischemica da quella
di penombra e dal tessuto sano peri-ischemico durante le fasi acute dell’occlusione. A questo
scopo sono state eseguite delle registrazioni multiple per apprezzare la distribuzione delle ID nella
zona di core e le PID nella penombra. Oltre alle variazioni nei potenziali extracellulari in DC sono

stati utilizzati protocolli di stimolazione locale per distinguere ulteriormente la zona anossica,
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incapace di rispondere, dalle aree non compromesse funzionalmente. Sono stati applicati
protocolli di occlusione di diversa durata per stabilire: 1) se ad una maggiore durata della
occlusione corrispondesse un maggior numero di PID nella zone di penombra, 2) se la frequenza
delle PID correlasse con I’estensione del danno ischemico nella zona di penombra, e 3) se tempi
diversi di riperfusione avessero effetti sul recupero delle aree infartuate.

Il secondo obiettivo ¢ stato quello di evidenziare tramite metodi istologici (MAP2, tionina,
ematossilina e eosina) e di imaging (RM) i possibili cambiamenti strutturali nelle medesime aree
indagate con l'elettrofisiologia.

Fine ultimo ¢ identificare in modo preciso le aree di core e di penombra, correlando le osservazioni

ottenute con diverse metodiche di analisi anatomica, elettrofisiologica e di imaging RM
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MATERIALI E METODI

IL CERVELLO ISOLATO DI CAVIA

Il preparato sperimentale di cervello isolato di cavia mantenuto in vitro tramite perfusione arteriosa
nasce dall’esigenza di sviluppare un modello complesso per indagini funzionali e morfologiche, in
cui le connessioni all’interno del SNC siano preservate integralmente (Muhletaler, de Curtis et al.,
1993). 11 modello & stato sviluppato per tentativi successivi orientati a registrare da porzioni
dell’encefalo pil estese rispetto alle sezioni sottili incubate in vitro comunemente utilizzate per gli
studi elettrofisiologici dall’inizio degli anni ’80 (Llinas & Muhlethaler, 1998a; Llinas &
Muhlethaler, 1988b; Llinas, Yarom et al., 1981; Bourque & Renaud, 1984). Negli anni sono state
indagate non solo le proprieta elettrofisiologiche del preparato ma anche la preservazione della
componente anatomo-morfologica, la funzionalita dinamica del sistema vascolare e le
caratteristiche della barriera ematoencefalica, come dettagliato di seguito.

1. La funzionalita della componente neuronale. Registrazioni extracellulari di potenziali di
campo hanno dimostrato l’integrita di estesi circuiti neuronali polisinaptici in diverse aree
cerebrali (Muhlethaler et al., 1993; de Curtis et al.,1991b; Biella & de Curtis, 1995b; Biella & de
Curtis, 2000b; Uva & de Curtis, 2003; Uva, et al., 2004). Registrazioni intracellulari indicano che
¢ possibile ottenere risposte elettrofisiologiche stabili da neuroni le cui proprieta sinaptiche e di
membrana sono paragonabili a quelle osservate sia in vivo sia su slices di cervello mantenute in
vitro (de Curtis et al., 1991b; Forti et al., 1997b; de Curtis, 1999; Dickson, 2003). Il preparato ¢
utilizzato come modello per lo studio di crisi epilettiche indotte farmacologicamente.

2. Funzionalita vascolare: La stimolazione dei vasi cerebrali con farmaci specifici
somministrati intraluminalmente ha dimostrato I’integritd funzionale del sistema vascolare, in
grado di modificare il tono arteriolare in base allo stimolo e di produrre sostanze vasoattive (de
Curtis, et al., 1998b). La perfusione con I’agonista del recettore per il trombossano A,, U44619,
costrittore della muscolatura periarteriolare, induce un rapido aumento della resistenza alla
perfusione, indice di vasocostrizione (21.89+8.7 mmHg superiore al basale), che rapidamente
torna ai valori basali dopo riperfusione con soluzione di controllo. La vasocostrizione indotta
dall’U46619 ¢ totalmente annullata dal trattamento del preparato con uno specifico antagonista del
recettore per TXA,, il BAYU3405 (de Curtis, et al., 1998a). La perfusione per via arteriosa del
preparato con una soluzione contenente acetilcolina (Ach), dopo aver raggiunto il plateau di
vasocostrizione indotto da U46619, porta a una rapida vasodilatazione mediata dall’attivazione dei
recettori muscarinici, che inducono nell’endotelio rilascio di ossido d’azoto (Librizzi, et al., 2000).
Somministrando per via arteriosa un antagonista della NO-sintasi endoteliale questo meccanismo

viene bloccato.
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3. Integrita morfologica: Studi di microscopia ottica ed elettronica a livello del talamo, della
corteccia somatosensoriale e delle cortecce limbiche (ippocampo, corteccia piriforme ed
entorinale) compiuti a tempi diversi dalla messa in vitro del preparato, hanno evidenziato che nel
cervello di cavia isolato gli elementi neuronali conservano le loro caratteristiche anatomiche sia a
livello cellulare sia sub-cellulare (de Curtis, et al., 1994).

4. Funzionalita della bariera emato-encefalica (BEE): 11 compartimento vascolare e la BBB
sono stati caratterizzati nel cervello isolato di cavia (Mazzetti et al., 2004). Tramite tecniche di
immunocitochimica sono stati valutati 1) il glicolcalice delle cellule endoteliali (lectine); 2) la
distribuzione delle giunzioni occludenti (occludine e ZO1) e aderenti (PECAM-1, vinculina); 3)
distribuzione delle componenti della lamina basale (collagene IV, laminina, proteoglicano
dell’eparan-solfato). I risultati ottenuti hanno dimostrato che la distribuzione di tutti i componenti
della BEE considerati negli encefali mantenuti in vitro per 6 ore ¢ sovrapponibile a quanto
osservato nei cervelli di controllo ottenuti da animali perfusi in situ per via intracardiaca con il
fissativo. La conservazione della funzionalita della BBB nel cervello di cavia isolato ¢ stata
investigata anche farmacologicamente, valutando la capacita di due distinti analoghi dell’atropina
(antagonista competitivo per il recettore muscarinico dell’ Ach), atropine-sulfate e methyl-atropine,
rispettivamente permeabile e non-permeabile la BEE, a bloccare un tipo di attivita elettrica,
Iattivita gamma, indotta dalla perfusione arteriosa del preparato con un agonista muscarinico
(carbacolo). La perfusione arteriosa con 1’antagonista muscarinico atropina-solfato si ¢ dimostrata
in grado di bloccare la suddetta attivita gamma, dimostrando che nel preparato di cervello di cavia
sono riprodotte le proprieta di permeabilita selettiva di BEE osservate in situ (Librizzi et al.,
2001b).

I risultati sono stati confermati valutando la permeabilita della barriera al potassio. Attraverso
I’utilizzo i elettrodi sensibili allo ione [K]", & stata valutata la variazione di concentrazione dello
ione a livello del parenchima in seguito a perfusione arteriosa del preparato con una soluzione ad
alta concentrazione di [K]*". Nessun incremento significativo della concentrazione di [K]* intra-
parenchimale ¢ stato registrato nelle due cortecce analizzate, corteccia piriforme ed entorinale, in
seguito al bolo di soluzione ad alte concentrazioni di potassio, confermando ulteriormente
I’integrita funzionale degli elementi cellulari costituenti la BEE (Librizzi et al., 2001a).Grazie alla
preservazione delle relazioni esistenti tra compartimento neuronale, extracellulare e vascolare, il
cervello isolato di cavia mantenuto in vitro tramite perfusione arteriosa si & dimostrato un valido
modello per lo studio di funzioni elettrofisiologiche complesse (circuiti mono e poli sinaptici) e

delle interazioni tra i diversi compartimenti.
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Vantaggi e svantaggi del preparato

In relazione a questo tipo di studi in cui viene manipolata la componente vasale al fine di
condizionare quella neuronale, ¢ bene tener conto di alcune condizioni sperimentali che potrebbero
condizionare gli effetti dei protocolli applicati.

Uno di questi & per esempio la pressione del flusso di perfusione, la quale potrebbe indurre,
meccanicamente, la sintesi di NO da parte della NO-sintasi endoteliale a questo va aggiunto che il
preparato & privo di scatola cranica oltre che della pachimeninge.

Un altro parametro che ha effetti neuroprotettivi ¢ la temperatura, in quanto I’ipotermia riduce il
metabolismo cellulare, ha effetti sul flusso sanguigno, aumenta la solubilita dell’ossigeno e
abbassa il suo livello critico di scambio, rallenta i fenomeni di eccitotossicita calcio mediati, la
sintesi proteica si mantiene, modula la risposta infiammatoria ed i processi apoptotici (Sahuquillo
& Vilalta 2007). Lamancanza, infine, di emoglobina nel perfusato da una parte priva il sistema di
un importante tampone extracellulare, dall’altra occorre far gorgogliare nel plasma artificiale una
miscela di O,/CO, al 95% / 5%, immettendo quindi una fonte di radicali liberi (superossido e
idrossile) e di perossido nel preparato che si formano attraverso vari sistemi enzimatici a fronte di
un eccesso di ossigeno. Questi potrebbero aggredire il plasmalemma delle cellule endoteliali,
degradandone la componente lipidica, dilatando le arteriole agendo sulla muscolatura liscia e
inducendo quindi un danno vasogenico.

Va tuttavia ricordato, che nel lavoro precedentemente citato sulla preservazione delle componenti
cellulari di tale modello, il numero di neuroni degenerati evidenziati in un cervello perfuso per
oltre 10 ore, non era apprezzabilmente diverso rispetto ai cervelli di controllo. Una frazione di
astrociti, quelli piti prossimi ai vasi, mostrava segni evidenti di sofferenza, cosi come le cellule
endoteliali, facendo presupporre che 1’origine dell’edema risultante fosse vasogenica.

La preparazione del cervello isolato di cavia

Gli esperimenti sono stati effettuati su femmine di cavia Hartley di peso variabile tra 150 e 200 gr.
L’animale viene anestetizzato con iniezione intraperitoneale di tiopentale sodico (80 mg/kg). La
concentrazione di barbiturico scende al di sotto dei valori anestetici (2.03+0.56 mg/L; mean+SD)
gia dopo 30’ dalla messa in vitro (Librizzi, et al.,2005). Questo permette di escludere ogni
eventuale interferenza dell’anestetico sulla funzionalita del preparato e sui risultati ottenuti.

Dopo aver raggiunto uno stato profondo di anestesia, verificato dall’assenza del riflesso corneale e
dei riflessi di flessione alla stimolazione cutanea, si procede ad una rapida toracotomia per esporre
il cuore. Si introduce una cannula nel ventricolo sinistro e si sospinge fino a raggiungere I’aorta
ascendente e si procede alla perfusione intracardiaca per circa 3 minuti di una soluzione salina a 7-
8 °C costituita da NaCl 126mM, NaHCO; 24.8mM, KH,PO, 1.2mM, MgSO, 1.3mM, KCI] 3mM,
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glucosio 15mM, HEPES 2.1mM, CaCl, 2.4mM e destrano (PM 70.000) al 3% come plasma
expander. La soluzione ¢ ossigenata con una miscela gassosa 95% O2 e 5% CO2. Il pH finale,
corretto con HCI glaciale, ¢ di 7.1. Questo passaggio ha il duplice scopo di 1) ridurre il
metabolismo cerebrale cosi che vengano rallentati i processi di degenerazione cerebrali indotti
dalla breve anossia che si verifica durante la dissezione, e 2) rimuovere dai vasi il sangue, evitando
la formazione di trombi. Il flusso durante la perfusione ¢ di circa 6.5 ml/min e la pressione di 80-
100 mmHg imposta da un sistema di perfusione a caduta.

Durante la perfusione intracardiaca si procede alla rimozione dello scalpo seguita poi dalla
decapitazione. Sempre in condizioni di ipotermia si esegue una vasta e delicata craniotomia
mediante ossivora, esponendo la porzione dorsale dei bulbi olfattori, la corteccia, il cervelletto, il
tronco encefalico e la prima porzione del midollo spinale (fino a C1- C2). Se la perfusione
cardiaca ha avuto successo il cervello appare bianco e privo di coaguli nei vasi. Con forbicine da
iride viene rimosso lo strato meningeo dalla volta dorsale e si scolla delicatamente il cervello dalla
base cranica, inserendo una spatolina ricurva a livello dei bulbi olfattori. Si recidono quindi le
carotidi e il chiasma ottico, il peduncolo ipofisario insieme alle arterie ipofisarie, i nervi cranici, le

arterie vertebrali e i primi nervi spinali.

Figura 7. Fotografia ripresa dallo stereomicroscopio del cervello di cavia mantenuto “in vitro”nella
vaschetta di perfusione. Vengono distinte la corteccia piriforme, in verde, e il tubercolo in azzurro.
Nell’emisfero controlaterale si puo notare il nodino posizionato attorno alla MCA (vd. freccia.)

La scelta di animali giovani-adulti & giustificata dal fatto che la consistenza della teca cranica ¢
tale da permetterne la rimozione con facilita. In animali pit giovani la maggiore elasticita della
teca puo facilitare la dislocazione del cervello durante la craniotomia, mentre in cavie piut vecchie

I’aumento della consistenza ossea rallenta I’operazione di estrazione del cervello.
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11 sistema di perfusione in vitro

Il cervello isolato viene rapidamente trasferito in una camera di perfusione/incubazione costituita
da una vaschetta di alluminio (12x7cm x 4 cm di altezza) rivestita con un materiale siliconico
inerte ed isolante (Sylgard), riempita con la stessa soluzione utilizzata per la riperfusione cardiaca
7.4 pH. La camera ¢ termoregolata tramite sonde termiche inserite nella vaschetta collegate ad un
termostato che agisce su un sistema di celle di Peltier alimentate da un generatore di corrente. La
soluzione della vaschetta in queste fasi iniziali & mantenuto a 15° C.

Il cervello viene appoggiato sul lato dorsale cosi che la porzione ventrale dove si trovano il circolo
di Willis e i grossi vasi sia facilmente accessibile, e viene stabilizzato da una struttura a ponte
costituita da due fili di seta fissati al fondo della vaschetta.

Per ripristinare la perfusione cerebrale si procede immediatamente all’inserimento nell’arteria
basilare di una canula di polietilene (200-300 um di diametro alla punta) collegata a una pompa
peristaltica (Gilson) tramite un sistema di tubi di TYGON impermeabili all’ossigeno (in cui sono
intercalati un bubble trapper e un filtro di nitrocellulosa con pori di 22 pm). La soluzione (pH 7.4,
ossigenata) viene perfusa con un flusso di 7.0 ml/min. la resistenza vasale opposta alla perfusione
¢ di 34.26 +8.15mmHg €33.36 +10.80 mmHg, rispettivamente a 15° e 32°C.1I sistema ¢ studiato in
modo da garantire la perfusione e impedire che eventuali impurita e/o bolle d’aria giungano al
sistema vascolare e abbiano effetto embolizzante. Dalla decapitazione alla riperfusione in vitro
trascorrono meno di 10 minuti; si chiudono quindi i due monconi delle arterie carotidi interne e
delle due ipofisarie con fili di seta ricostituendo cosi I’integrita funzionale del circolo di Willis e
garantendo quindi una perfusione ottimale a tutto il cervello. Queste operazioni microchirurgiche
sono effettuate con l'ausilio di uno stereomicroscopio (ingrandimento 30x) ed illuminando il
campo operativo con una fibra ottica che crea un fascio di luce fredda tangenziale alla superficie
del preparato.

Dopo aver controllato che non ci siano perdite arteriose si innalza gradualmente la temperatura
della soluzione fino a 32° C con un incremento di 0.2° C/min. Gli esperimenti elettrofisiologici
vengono effettuati a 32° C.

In queste condizioni, il cervello di cavia ¢ funzionalmente e strutturalmente preservato per 6-8
ore(Llinas, 1981; de Curtis, et al., 1991a; Muhelethaler, et al., 1993; de Curtis, et al., 1994; de
Curtis, 1994; Biella e de Curtis, 1995; Biella, et al.,1996; Forti, et al.,1997; de Curtis, et al., 1998;
de Curtis, 1998; Librizzi, et al., 1999; Librizzi et al., 2001a).
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STRUTTURE ANALIZZATE

La corteccia piriforme

La PC ¢ una struttura filogeniticamente antica, palaeocorticale, disposta per tutta la lunghezza del
LOT, sulla convessita ventrolaterale posta alla base della corteccia. Ha una struttura pitt complessa
nella porzione posteriore rispetto a quella antertiore ed ¢ divisa in tre strati principali.

N

Il primo strato (I), quello molecolare, ¢ il pitt superficiale e ricco di fibre; nella parte piu
superficiale (Ia) si trovano di fatto gli assoni ed i bottoni presinaptici le fibre del LOT, che
derivano dalle cellule mitrali del bulbo olfattorio; nella parte piu profonda del I strato (Ib) si
trovano le fibre intracorticali associative e le terminazioni provenienti dalla piriforme
controlaterale ed ipsilaterali.

11 secondo strato ¢ piu sottile e presenta cellule piramidali densamente impacchettate i cui dendriti
proiettano verso la superficie (I). Nello strato (Ila) si possono enumerare cellule piramidali piti
piccole, dette cellule semilunari e prive di dendriti prossimali. Il terzo (III) ¢ pilt spesso ma pill
lasso, presenta un gradiente cellulare decrescente dalla superficie alla profondita, i dendriti di
queste arrivano fino alla prima laminazione (Ia). Nella parte piu profonda dello strato (III) si
trovano anche cellule multipolari GABA-ergiche candidate a mediare 1’inibizione feedback ed altri

neuroni intrinsici quali le cellule lisce.
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Figura 8. Microfotografia (barra di calibrazione 200 um) della PC di un cervello di controllo, a destra sono
schematizzate le laminazioni presenti nella medesima corteccia (modificato da G. M. Shepherd.The synaptic

organization of the brani. Il ed.)
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La parte piu profonda della piriforme secondo alcuni autori ¢ da considerarsi un vero e proprio
quarto strato, per altri identifica il nucleo endopiriforme (Haberly & Price 1978) In tutte le
superfici fin qui descritte si trovano interneuroni GAB Aergici, che formano circuiti inibitori di tipo
feedforward e feedback intracorticali (Kanter & Haberly 1990).

11 tubercolo olfattorio

I1 tubercolo olfattorio (OT) ¢ una struttura composita: da una parte caratteristiche istochimiche e
morfologiche ricordano strutture quali lo striato, il pallido e il nucleo accumbens, dall’altra viene
incluso tra le cortecce olfattorie, a causa delle afferenze dirette che riceve dal bulbo olfattorio
(attraverso il LOT, come la PC), e da altre aree del sistema limbico (ippocampo, corteccia
entorinale, subicolo).

Nei roditori, conigli ed altri animali macrosmati si presenta come una protuberanza posta appena
caudale ai bulbi olfattori e compresa tra il tratto olfattorio (LOT) e la scissura mediale, & delimitato
caudalmente all’altezza del chiasma ottico. E’ formato, con le dovute differenze tra le specie, da
due componenti: una zona “corticale” prossima al LOT, alla quale s’interpongono a intervalli
regolari dei fasci di neuroni granulari disposti sull’asse rostro-caudale, che aumentano in
dimensioni verso la parte mediale del OT.

La zona corticale e cosi chiamata poiché assomiglia molto alla PC, ¢ di fatto organizzata in tre
strati: uno strato plessiforme, uno piramidale, e uno polimorfo. La superficie molecolare ¢ ricca di
fibre mieliniche provenienti dal LOT, mentre neuroni multipolari dallo strato piu profondo,
proiettano al nucleo accumbens.

La componente mesiale dell'OT, invece non presenta una struttura laminare, assomiglia molto ad
altre strutture presenti nell’OT pit mediale, dette isole di Callejas, ed ¢ formata per lo pit da
cellule piccole, granulari e simil piramidali i cui assoni proiettano anche verso il nucleo accumbens
e il putamen.

Questa distinzione in una zona laterale a carattere “corticale” e una mediale “striatale” diviene
ancor piu evidente dal punto di vista funzionale in quegli animali (gatto, microsmati) in cui
I’innervazione proveniente dal LOT ¢ predominante nella parte laterale corticale (Meyer & Wahle
1986;Heimer et al., 1987;Heimer, 1968; Carriero et al., 2010).
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PROTOCOLLI DI OCCLUSIONE

Al termine della procedura di messa in vitro, la parte prossimale della MCA sinistra ¢ stata esposta
e liberata dalla sovrastante pachimeninge, in modo da potervi posizionare intorno un filamento di
seta e legarlo attorno al vaso in modo lasso (Fig. 7). Questa procedura ¢ stata effettuata ad una
temperatura attorno ai 20° C, ed al termine vengono posizionati gli elettrodi registranti e stimolanti
seguendo i criteri di posizionamento sopra citati. Quando la temperatura del preparato raggiunge
32°C, gli elettrodi sono stati inseriti nelle posizioni definitive in PC ed OT ad una profondita di
400 um al di sotto della superficie cerebrale. E’stata poi testata la funzionalita della PC e dell’OT
ipsilaterale all’emisfero in cui viene effettuata 1’occlusione della MCA e della PC controlaterale
(PCc), valutando la risposta evocata dalla stimolazione del LOT. Alla fine di tutti gli esperimenti,
la morfologia dei potenziali evocati nella PC controlaterale ¢ stata riesaminata per verificarne la
preservazione funzionale.

Per 1'analisi di ogni singolo parametro elettrofisiologico qui considereato, sono stati scelti quegli
esperimenti che meglio garantivano una corretta interpretazione del fenomeno da studiare. Sono
stati scartati a priori gli esperimenti che hanno sviluppato un edema evidente nel corso
dell'esperimento o quelli in cui non sia stato possibile ottenere dei validi potenziali evocati dalla
PC controlaterale alla fine dell'esperimento. Dopo avere posizionato gli elettrodi registranti (uno
nella aPC e 3 nell'OT anteriore ipsilaterale), gli stimolanti (uno sul LOT (S1) ed uno direttamente
nel OT (S2), il nodo attorno alla MCA viene stretto per indurre 1’occusione dell’arteria per diversi
tempi. Nel primo protocollo 1 (P1) I’occlusione ¢ stata mantenuta per 30 minuti, seguiti da 2 ore di
riperfusione (n= 18 ). Nel protocollo 2 (P2) I’occlusione & durata 60 min e 1 ora di riperfusione
(n="7). Infine nel terzo (P3) la MCA ¢ rimasta chiusa per 2 ore (n= 10) senza la riapertura del vaso.
La riapertura della MCA ¢ stata effettuata mediante il rilascio del nodo di occlusione. I potenziali
sono stati registrati in continuo prima, e durante il periodo di occlusione e per tutto il periodo di

riperfusione.
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Figura 9. Schema del protocollo sperimentale. Dopo aver posto il cervello “in vitro” la temperatura viene
portata a 32°C. Le registrazioni eletrofisiologiche vengono effettuate prima, durante e dopo [’occlusione
della MCA. Al termine di queste (5h), il cervello viene fissato, vengono acquisite le immagini in MR e quindi
condotte le analisi istologiche.
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In seguito all’esperimento in vitro (5 h), i cervelli sono stati dapprima fissati in paraformaldeide,

poi acquisite le immagini in MR e infine preparate le sezioni istologiche (Fig. 9).

LE REGISTRAZIONI ELETTROFISIOLOGICHE

Le registrazioni extracellulari del presente studio sono state eseguite con microelettrodi di vetro a
bassa resistenza (5-6 MQ) riempiti con NaCl 0.9% (154 mM) nelle cortecce olfattorie
vascolarizzate dalla MCA. I potenziali di campo sono stati evocati sia stimolando (pulsi quadrati di
0.3 — 0.8 mA della durata di 350 usec) il tratto laterale olfattorio laterale (lateral olfactory tract,
LOT) per mezzo di un elettrodo bipolare (filo d’argento teflonato arrotolato a spirale) sia attivando
le fibre associative intracorticali del OT con uno stimolante bipolare in tungsteno con le punte
distanziate di 100pm (FHC, ME, USA; pulsi quadrati di 0.06-0.1 mA da 1 msec, con un ritardo di
tre secondi dall'elettrodo bipolare.

La posizione relativa degli elettrodi (3 nel OT ed 1 in PC), posti a 2 mm di distanza 1’uno
dall’altro, & stata determinata utilizzando come riferimento il chiasma ottico, la scissura mediale e
la convessita del tubercolo, nel tentativo cosi di registrare sempre dalle medesime posizioni in
esperimenti diversi (Fig. 10A).

Prima di terminare 1'esperimento, & stata valutata 1’ampiezza e la morfologia della risposta evocata
della corteccia piriforme controlaterale al lato ischemizzato, nel tentativo di apprezzare la
preservazione funzionale del preparato al termine dell’esperimento. Pulsi di corrente continua (0,2
mA per 10 sec) sono stati dati tramite l'elettrodo stimolante, nell' area speculare a quella a cui si
era registrato per identificare senza possibilita di errore il lato non ischemizzato sulle sezioni
anatomiche preparate dopo I’esperimento di elettrofisiologia.

I segnali elettrofisiologici sono stati amplificati attraverso un amplificatore differenziale
multicanale (Biomedical Engineering, Tornwood, NY, USA) e sono stati acquisiti in forma
digitale attraverso una scheda analogica/digitale PCI-6023E (National Instrumenta, USA). Le
tracce infine sonostate acquisite e analizzate tramite un software sviluppato presso il nostro
laboratorio dal dott. Vadym Gnatkovsky (ELPHO®).

Nell’analisi dei dati elettrofisiologici sono state considerate le risposte evocate in tre periodi
differenti dell’esperimento: un minuto prima dell’instaurarsi delle ID, dopo la caduta del
potenziale, e dopo il suo recupero massimale durante la riperfusione (rispettivamente: pre-ID,
post-ID e reperfusion in Fig. 13A). Per ogni punto di registrazione (PC, OT1-3) ¢ stato calcolato il
rapporto percentuale dell’ampiezza del FP misurato nelle tre fasi appena citate (Fig. 13B). Come
valore di riferimento ¢ stata usata la media dei primi quattro potenziali registrati appena dopo la
MCAo.

L’intensita delle depolarizzazioni del tessuto, registrate durante le IDs e le PIDs, ¢ stata misurata

calcolando l’integrale dell’area sottesa dalla traccia del potenziale di campo dal momento
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dell’onset a 30 min dopo (o ;mV(dt); ty= 0 min; t;= 30 min). I valori ricavati per ogni punto di
registrazione sono stati poi comparati (ANOVA, Tukey ad hoc test) tra i vari protocolli di
occlusione. Le velocita di propagazione degli eventi lenti ¢ stata calcolata conoscendo la distanza
relativa tra gli elettrodi e il ritardo, delle ID e PID, registrato dagli stessi (Fig. 12B).

RISONANZA MAGNETICA DEL CERVELLO ISOLATO

Prima di essere tagliati e processati per lo studio neuroanatomico, i cervelli sono stati immersi per
5 giorni in una soluzione tamponata di paraformaldeide al 4% (Phosphate Buffer 0.1 M; pH= 7.4).
I cervelli sono stati posizionati in una falcon (50 mL) e adeguatamente bloccati, in modo da evitare
oscillazioni durante 1’acquisizione delle immagini in RM. A questo proposito ¢ stato utilizzato uno
spettrometro RM Bruker (BIOSPEC 70/30 USR; Ettlingen, Germany) da 7T (30 cm. bore), dotato
di un sistema di gradienti schermato e una bobina di superficie per la trasmissione e la ricezione di
radiofrequenze. L’uso di preparati fissati in MR permette di fare lunghe acquisizioni, senza
artefatti di movimento, e quindi aver una miglior risoluzione delle strutture anatomiche. Le misure
del coefficiente di diffusione apparente (apparent diffusion coefficient, ADC) in cervelli fissati in
paraformaldeide, sono caratterizzate da un valore assoluto piut basso (Sun et al., 2005; D’ Arcueil et
al., 2007) rispetto a quelle rilevate in vivo. Le differenze relative di tale coefficiente tra le aree
ischemiche e non, tuttavia permangono (Zucca I. et al., 2009). L’immagine di riferimento utile alla
corretta localizzazione del campione ¢ stata ottenuta con una sequenza: “3-orthogonal plane
gradient echo triplot”. Una volta localizzata la zona d’interesse, corrispondente a quella dove si ¢
focalizzata 1’indagine elettrofisiologica (Fig. 10A, pannello in Fig. 14), sono state scelte diverse
sezioni coronali disposte in successione rostro-caudale. Di queste sono state acquisite prima, le
immagini pesate in T2 (RARE factor: 8, TE= 39 ms, TR= 4000, inter echo time= 13 ms, FOV=
3x3 cmz, data matrix 256 x 256, slice thikness= 1 mm) necessarie a visualizzare dettagli
morfologici e a scegliere 1 piani anatomici (n= 10) sui quali calcolare il coefficiente di diffusione.
Dopo, quelle pesate in diffusione (diffusion weighted images, DWI), ottenute con una sequenza
spin-echo (TE= 40 ms, TR= 7.5 sec), N.A.= 1, ore di acquisizione= 9, spessore della sezione=
1mm; F.0.V.=2.8x2.8 cmz, matrice 128x128, plane resolution= 219x219 pmz; parametri di
diffusione: 8=12 ms, A=22 ms, numero delle direzioni di diffusione = 6, numero delle immagini
Ay= 5, 7 b-valori (800, 1500, 2000, 2500, 3000, 3300, 3500 s/mmz). Infine dalle immagini di
riferimento (Ag) e da quelle di diffusione sono state computate, mediante la supervisione della
Dott.ssa Ileana Zucca e il Dr. Alfonso Mastropietro, le mappe parametriche del tensore di
diffusione (TrD) utilizzando il softweare Paravision 5.0 (Bruker, Ettlingen, Germany).
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IMMUNOISTOCHIMICA E COLORAZIONI ISTOLOGICHE

Al termine degli esperimenti i cervelli sono stati fissati per immersione in paraformaldeide 4% in
tampone fosfato (PB). Dopo 1 settimana di fissazione alcuni cervelli sono stati tagliati al
vibratomo in sezioni coronali cranio-caudali dello spessore di 50 um poi immerse in PB, altri sono

stati inclusi in paraffina e sezionati a 5 um.

Microtubule-associated protein - MAP-2

Per evidenziare il danno neuronale ¢ stata ricercata I’espressione di una proteina ancillare dei
microtubuli (MAP-2 Microtuble Associate Protein). Le sezioni in free-floating, sono state scelte in
base alla presenza della lesione di elettrocoagulazione che identifica I'emisfero opposto a quello
dal quale si ¢ registrato. In questo modo, con buona approssimazione sono state ottenute delle
fettine corrispondenti alle aree da cuiera stata registrata la funzionalita cerebrale (OT anteriore e
PC anteriore). Dopo esser state incubate in H,O, (1%) diluita in PB per 10 minuti al fine di
inattivare le perossidasi endogene, le sezioni venivano messe in una soluzione contente NHS
sono state lasciate una notte a temperatura di 4.0° C con I’anticorpo primario monoclonale di topo
anti-MAP2 (Sigma) diluito 1:1000 in 1% NHS.

Al fine di rilevare il legame antigene anticorpo primario, le sezioni sono state incubate per 75
minuti in un anticorpo secondario prodotto in cavallo anti-topo biotilinato (1:200, Vector
laboratories, CA, USA) diluiti in NHS 1%, seguito da NeutrAvidina™ -perossidasi (1:2000, ABC
kitVector Laboratories) per 75 min.

Come cromogeno ¢ stata utilizzata la 3,3’diaminobenzidina tetraidrocloruro (DAB; Sigma,
St.Louis, MO,USA) 0,075% in tampone Tris-HCI 0.05 M, ph 7.3, con aggiunta di H,O, 0.02%), la
quale una volta ossidata dall’enzima perossidasi, dimerizza, formando precipitati marroni (vedi
pannello in Fig. 15).

In esperimenti precedenti era stata verificata la specificita dell’anticorpo anti-MAP-2, omettendo
I’anticorpo primario, e non era stata evidenziata alcuna colorazione anche quando ¢ stato utilizzato
un siero normale (BSA, 1:100).

Ematossilina-eosina e tionina

In (n=5; P2= 2; P3= 3) esperimenti, il medesimo campione utilizzato per la reazione di

immunoistochimica, ¢ stato utilizzato per ottenere sezioni sottili (5 um) al microtomo. A tale
scopo i preparati sono stati lavati in acqua corrente e disidratati in una scala ascendente di alcoli
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(70-80-90-95-100% due cambi almeno di tre ore ciascuno), in cloroformio e inclusi in paraffina.
Sono state quindi ottenute al microtomo (6) sezioni rostro caudali di 5 um, per ciascun cervello,

raccolte su vetrini e colorate alternativamente o con ematossilina eosina o con la tionina.

ANALISI DELLE IMMAGINI ISTOLOGICHE

La misura del valore del TrD ¢ stata eseguita demarcando delle regioni di interesse (region of
interst, ROI, area: 12 pixels, diametro= 400 pm; Fig. 17A in basso) sulle mappe parametriche. Il
loro valore medio ¢ poi stato rilevato nelle cortecce di interesse e nelle omologhe contro laterali.

La seguente equazione ¢ stata usata per determinarne la variazione percentuale:
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Per determinare l’intensitd di colorazione nelle sezioni immunoreagite (MAP-2), sono state
dapprima scelte quelle corrispondenti al livello sterotassico delle immagini MR e acquisite con il
sistema digitale ScanScope (0.5 pm/pixel; Nikon, Firenze, Italia). Le immagini ottenute sono state
poi convertite in immagini in scala di grigi (8-byte; scala di riferimento: Kodak Nr. 8). Nelle
medesime aree in cui ¢ stata condotta la valutazione del TrD sono state poi posizionate delle ROIs
(diametro= 500 pm; Fig. 15 pannello in basso e Fig.17 pannello centrale), e misurata (software:

imagelJ; http://rbs.info.nih.gov/ij/) la loro densita ottica (optical density, OD). La seguente

equazione ¢ stata usata per determinarne la variazione percentuale:
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dove PCc ¢ il valore (OD) di riferimento.

Le sezioni istologiche e le immagini MR ottenute allo stesso livello rostro-caudale sono poi state
coregistrate usando un algoritmo di trasformazione spaziale per affinita sviluppato in Matlab. Le
immagini, istologiche e MR, cosi derivate sono state sovrapposte allo scopo di tracciare e misurare
I’estensione totale e I’area ischemica.

Il rapporto percentuale tra queste due aree (ischemic lesion fraction, ILF; Fig. 18A) ¢ stato infine
calcolato e confrontato.

Il test ANOVA ¢ stato utilizzato nel comparare i vari dati di MR imaging (Fig. 17C e 18C) e di

OD (Fig 15), mentre nel comparare, per verificare poi la significativita delle eventuali differenze ¢
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stato usato il test ad hoc di Tukey. Nel caso fossero solo due i gruppi da comparare, allora ¢ stato
usato il paired t-test (Fig. 17B).
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RISULTATI

VALUTAZIONE DEI PARAMETRI ELETTROFISIOLOGICI

La scelta dei punti di registrazione (PC, OT1-3; Fig.10A) ¢ stata determinata in base a precedenti
lavori (Pastori et al., 2007; Librizzi et al., 1999). Da questi era stato evidenziato che, nel cervello
di cavia, le cortecce olfattive sono servite dalla MCA e dalla ACA. La sovrapposizione di questi
due territori vascolari, idealmente definisce la PC e I’OT come aree di core e penombra
rispettivamente. Le registrazioni elettrofisiologiche, hanno dimostrato modifiche sia nell’ampiezza
delle risposte evocate che variazioni del potenziale extracellulare indotte dall’insulto ischemico.
Queste ultime, sono rappresentate da oscillazioni di bassa frequenza (DC shifts), identificate come
depolarizzazioni ischemiche (ischemic depolarizations, IDs) o depolarizzazioni peri-infartuali
(periinfartual depolarizations, PIDs) che si sono dimostrate diverse per intensita e morfologia nei
diversi punti di registrazione.
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Figura 10. Potenziali lenti registrati(DC) durante la MCAo. In A lo schema della superficie ventrale del
cervello e le relative posizioni degli elettrodi registranti: PC e OT (dal piu laterale, 1, a quello mediale,
3).Questi sono poi riportati nella sezione istologica sottostante. B e C Potenziali di campo (FP) registrati
durante una MCAo di 60 min (area in grigio in B) e di 30 min (area in grigio in C). Le PIDs sono indicate da
un asterisco.
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Elettrofisiologia di un evento ischemico focale

La PC ha sempre evidenziato delle cadute di potenziali dalla morfologia “a sella rovesciata”(vd PC
in Fig. 10B e C; ID in Fig. 11A e 12A) a pochi minuti (5.95 *1.13 min; media SEM)
dall’occlusione della MCA. L’ampiezza di queste oscillazioni non ha mostrato significative
variazioni tra i vari protocolli di occlusione (valor medio: 20.94 £1.51 mV; P1 n= 7; P2 n= 3; P3
n=4; p 20.05). La durata, invece delle ID, ¢ dipesa dalla durata dell’occlusione stessa (P1= 69.60
+9.13 min; P2= 77.37 +5.38 min). Infine, sono state osservate molto pili raramente a livello
dell’OT1 (n=3 in P1; n=1 in P2; n= 3 in P3) e mai né in OT2 né in OT3.

11 tubercolo olfattorio ¢ stato caratterizzato da un altro tipo di DC shift: le PID (Fig. 11A e 12A).
Queste sono state registrate 4.15 +1.05 min dopo le ID osservate in PC (Fig. 12A). L’ampiezza e la
durata delle PID misurate in OT1 (n=5) e OT3 ¢ stata di 10.2 £2.9 mV e 9.9 +4.2 min; 8.6 £2.7

mV e 3.8 +1.3 min, rispettivamente.
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Figura 11. Distribuzione e intensita delle IDs e PIDs nelle cortecce osservate. In A e B ¢ riportato il
caratteristico andamento temporale dei FP che identificano le ID (A) e le PIDs (B). L’istogramma (C)
evidenzia la frequenza (n= 14) di questi eventi (ID, colonne nere) in funzione del sito di registrazione, e del
momento in cui sono avvenute: in grigio le PIDs registrate durante la MCAo e in bianco durante la
riperfusione.In D invece sono riportati i valori medi (£SEM; n= 16) delle aree sottese dalle IDs e PIDs
osservate in PC, OT1-3 (vd. Materiali e metodi)

Le IDs e PIDs sono apparse come eventi mutuamente esclusivi, possono pero ripetersi, nel caso

delle PID, durante lo stesso esperimento, per esempio durante la riperfusione (n esperimenti=2;
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asterisco in Fig. 10C; Fig. 11C). Inoltre le depolarizzazioni transienti, sono fenomeni capaci di
propagare lungo I’asse latero-mediale, o pitl probabilmente in modo radiale (Hartings et al, 2003;
Strong et al.,, 2002; Hossmann,, 2006; Dijkhuizen et al., 1999). Come sopra riportato,
generalmente succedono alle ID, eccetto un caso osservato in OT1 (Fig. 12B), e si propagano da
OT1 a OT3 con un ritardo di 3.15 +0.76 min (Fig. 12A e B).

La quantificazione delle IDs e PIDs nei diversi punti di registrazione & riportata in Fig. 11C e D.
Le IDs sono state misurate in (14) esperimenti in PC e in (7) anche a livello dell’OT1. Le PIDs.
registrate in OT1 eOT3 sono state suddivise tra quelle avvenute durante la MCAo (colonne grigie
in Fig. 11D) e dopo (colonne bianche in Fig. 11D) la MCAo. Nel tentativo di evidenziare la
diversa entita, in termini di depolarizzazione del tessuto, tra le IDs e PIDs, ¢ stato calcolato
I’integrale dell’area sottesa dalla traccia del potenziale di campo (vd. metodi).

La somma di tali valori calcolati per ogni punto di registrazione, ha evidenziato significative
differenze (p< 0.05, Tukey test) tra PC e OT1, e tra OT1 e OT3 (Fig. 11D).
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Figura 12. Propagazione degli eventi lenti. La disposizione temporale delle oscillazioni lente (ID ePIDs) é
indicata in A dalle linee tratteggiate. Queste indicano l'inizio di una ID in PC, a cui seguono in ordine delle
PIDs, in OT1 e OT3 rispettivamente. La distanza relativa degli elettrodi (2mm.) ha permesso poi di misurare
il tempo (lunghezza delle frecce) e direzione di propagazione delle IDs (frecce grigie in B) e PIDs (frecce
nere in B)

Nel caratterizzare ulteriormente questi potenziali lenti, ¢ stata misurata la velocita media e la
direzione di propagazione preferenziale. Questi parametri sono stati valutati per ogni paio di punti
di registrazione (n= 14; Fig. 12B) e rappresentati in termini di vettori. Questi sono caratterizzati da
un verso, e da una lunghezza indicativa della velocita. E stato cosi possibile esplicitare meglio il
caratteristico movimento di diffusione delle ID (frecce nere in Fig.12B) e delle PID (frecce grigie)
dall’area di core verso le aree di penombra. La velocita di propagazione ¢ stata calcolata
conoscendo la distanza relativa tra gli elettrodi e il tempo d’inizio degli eventi in ciascun punto. E
ha permesso di stabilire che le IDs, generate nella PC, si muovono piu velocemente (2.5 mm/ min;
n=15) delle PIDs (0.6 mm/min; n= 13) sulla superficie corticale.

I parametri sono stati acquisiti prima, durante e dopo la MCAo (area ombreggiata in Fig. 13A).
Nella figura 13A sono illustrate le risposte evocate in uno degli esperimenti di occlusione
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transitoria. Le risposte evocate dalla stimolazione del LOT (S1) sono illustrate dalle tracce
superiori e quelle indotte dalla stimolazione locale diretta dell’OT (S2) da quelle inferiori.

Ciascun potenziale di campo ¢ dato dalla sovrapposizione digitale di 3 risposte evocate successive
cosi da ottenere un valore medio dell’ampiezza.

Nello schema del cervello nella Figura 13A sono indicate le relative posizioni degli elettrodi

registranti e dei due stimolanti (S1 e S2).

I parametri che sono poi stati valutati e analizzati sono stati ’ampiezza e la morfologia dei FP
evocati sia dalla stimolazione del LOT (S1) che delle fibre associative del tubercolo stesso (S2). I
valori di questi L’inulto ischemico ha annullato le risposte in quelle regioni in cui sono avvenute le
IDs, mentre nel OT ¢ stata osservata solo una temporanea riduzione nell’ampiezza dei potenziali
evocati sia da S1 che S2 (Fig. 13A). La componente disinaptica (secondo picco nei FP; Biella &
de Curtis, 1995) ha mostrato una pill marcata riduzione nell’ampiezza rispetto alla componente
disinaptica (primo picco). Il recupero dei FP, parziale o totale, ¢ avvenuto dopo l’inizio della
riperfusione e solo nei casi in cui la depolarizzazione ischemica si fosse risolta.

Durante le IDs, a livello della PC, le risposte alla stimolazione del LOT (S1), sono state
completamente annullate, mentre nel OT questo ¢ avvenuto in modo variabile (Fig. 13B). In OT1
la riduzione dell’ampiezza, rispetto ai potenziali registrati in fase pre-ischemica, ¢ stata del 62.18
+4.82% (Fig. 13B), in OT2 del 44.03 £7.32% e in OT3 del 58.46 +5.46%. Nello stesso periodo di
tempo, l’attivitd evocata da S2, invece, & rimasta pressoché inalterata nel tubercolo olfattorio
(OT1=27.82 +4.82%; OT2= 8.56 £6.42%; OT3=39.57 £6.01%) ma non nella PC (Fig. 13B).
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Figura 13. Modulazione dell’attivita evocata durante la MCAo. (A) In alto é rappresentata la disposizione
degli elettrodi nella PC e nel tubercolo olfattorio (OT1-3). Gli elettrodi stimolanti sono posti invece sopra il
LOT (S1), e direttamente nel OT (S2). In basso sono riportate le risposte evocate da SI e S2 in PC, OT1 e 3,
registrate prima della ID, dopo la ID e durante le riperfusione. Nella fila in basso (PCc) sono riportati i
potenziali di campo registrati nella PC controlaterale alla MCAo ed evocati dal LOT contro laterale. In (B) é
riportato il rapporto percentuale tra la media (n= 3) delle ampiezze dei potenziali (FP;) registrati durante
tre fasi: prima della ID (barre nere) dopo la ID (barre grigie) e durante la riperfusione (barre grigio
chiaro); e I’ampiezza media (n= 3) di quelli misurati 1 min dopo la MCAo (FP,).
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OSSERVAZIONI ANATOMICHE

Istologia

L’analisi morfologica e immunoistochimica ¢ stata compiuta su sezioni istologiche ottenute dai
cervelli isolati fissati dopo la fine dell’esperimento di neurofisiologia. Per valutare le modifiche
nell’area ischemica e di penombra sono state utilizzate la colorazione immunoistochimica con
anticorpi anti-MAP2 e le colorazioni con ematossilina-eosina e tionina.

La MAP2 & una proteina associata ai microtubuli, ¢ percid coinvolta nel mantenimento
dell’integrita del citoscheletro e nel modulare la plasticita sinaptica (Johnson, 1992). In condizioni
normali la MAP2 ¢ per lo piu presente nei dendriti apicali, nelle loro diramazioni pit fini e delinea
il corpo cellulare (Pettigrew L.C., 1996).

La perdita di strutture citoscheletriche, rappresentata dall’apparente mancanza delle proteine
associate ai microtubuli (MAPs), viene considerato come valido indicatore di danno neuronale
nell’ischemia cerebrale (Inuzuka, 1990; Yanagihara, 1990; Yoshimi,1991). Il meccanismo che ne
causa la degradazione, sembra essere attivato da un aumento intracellulare del Ca2+, e la successiva
attivazione di fosfatasi calcio-dipendenti, la calcineurina, e di proteasi come la calpaina (Siman,
1988; Halpain, 1990).

L'analisi morfologica condotta su sezioni reagite con l'anticorpo per la MAP-2 ha dimostrato
vistose alterazioni nell'emisfero ischemizzato. Sono stati scelti campioni da (16) esperimenti, di
cui (9) provenienti da un protocollo P1, (4) da un protocollo P2 e (3) da un’occlusione permanente
(P3). Lo studio ¢ stato realizzato su sezioni ottenute da diversi livelli stereotassici corrispondenti
alla regione in cui era stata individuata la lesione da elettrocoagulazione (-14,2 mm e -12,4 mm
dalla linea interaurale secondo 1’atlante stereotassico della cavia di Luparello, 1967). Nell'emisfero
non ischemico si nota un'intensa colorazione del neuropilo dovuta alla marcatura dei numerosi
dendriti apicali e dai loro rami collaterali piu fini, mentre si pud individuare 1’area non marcata
della posizione dei soma dei piramidali giganti (Fig. 14C). Nella parte ischemizzata invece, si
distinguono diversi gradi di alterazione del segnale. L'area che in tutti gli esperimenti risulta priva
di alcuna reattivita & quella dal caudato/putamen e la parte centrale del nucleo accumbens, due

strutture irrorate prevalentemente dalle arterie lenticolostriate.
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Figura 14. Cambiamenti morfologici successivi a un’ischemia di 30 min.Nel pannello in alto un’immagine a
bassa risoluzione di una sezione coronale ottenuta da un cervello in cui é avvenuta ’occlusione della MCA. 1
rettangoli neri indicano le aree da cui sono tratti gli ingrandimenti: neocorteccia ipsilaterale (A); PC
ischemica (B) e PC controlaterale (PCc, C). I punti neri indicano le ROI nelle quali é stata eseguita la
quantificazione della OD. Le punte di freccia (A e B) indicano dei neuroni il cui soma ¢é intensamente
colorato distintivi del bordo dell’area ischemica (Pastori et al. 2007). Nelle aree preservate (C), invece le
frecce identificano dei neuroni il cui soma é privo di segnale MAP-2. Barra di cal.: 500 um

Cosi pure la corteccia somatosensitiva (Fig. 14A), gia dal primo strato cellulare & poco marcata, o
in alcuni casi solo i dendriti apicali dei neuroni risaltano dal fondo per via di caratteristici
frammenti formati presumibilmente da coaguli della proteina microtubulare (Fig 14B). Lo strato
molecolare il pit delle volte & marcato. La corteccia motoria e quella dei cingoli, cosi come le
porzioni pilt mediali del tubercolo olfattorio e la parte esterna del nucleo accumbens non mostrano

differenza alcuna rispetto all'emisfero di controllo.

44



Tra le aree prive di segnale (MAP-) e le aree marcate (MAP+), si distinguono due zone di
transizione tra la corteccia motoria e quella somatosensitiva e tra quest'ultima e la PC, che
comprende anche la parte piu laterale dell'OT. Come mostra la Figura 14A (punte di freccia), tra
I'area (MAP-) e quella (MAP+) della neocorteccia, vi sono dei neuroni, che ben si distinguono per
I’intensa marcatura del soma e della parte prossimale dei dendriti, € non delle porzioni dendritiche
piu distali. Inoltre molti di questi hanno il dendrite apicale che assume un andamento tortuoso. Il
numero di queste cellule si riduce progressivamente verso la zona focale di core ischemico. Questo
pattern di colorazione ¢ visibile anche nella PC ischemica (punte di freccia in Fig. 14B), ma non
nel tubercolo mediale. La quantificazione del danno ischemico si ¢ avvalsa della misura della
densita ottica (OD), compiuta nelle medesime regioni in cui era avvenuta l’indagine
eletrofisiologica e nella PC contro laterale, usata come riferimento (punti neri nel pannello in alto
in Fig.14). L’istogramma, posto in figura 15, evidenzia una forte riduzione del segnale MAP-2
rispetto alle porzioni laterali e mediali del tubercolo olfattorio (rispettivamente: p <0.002 e p
<0.05, Tukey test). L’estensione dell’area priva di segnale non ¢ cambiata a seguito dei diversi

protocolli di occlusione.
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Figura 15. L’istogramma riporta la OD media (n=10; £SEM) ed esprime la riduzione percentuale della OD
misurata nelle ROI (vd. Fig.14) ipsilaterali al danno rispetto(PC, OT1-3) a quella contro laterale(PCc). Gli
asterischi denotano una differenza significativa.

L'uso della colorazione istologica con ematossilina ed eosina (Fig. 16A-D; P2, n=5; P3 n= 3) ha
evidenziato alcuni dei cambiamenti tipici di un tessuto infartuato descritti nell'introduzione (Garcia
et al., 1993; Lipton, 1999). In particolar modo, nei cervelli sottoposti a ischemia definitiva, sono
stati ritrovati neuroni eosinofili e dall'aspetto triangolare e raggrinzito (frecce in Fig. 16C e D), il
neuropilo dall'aspetto spongioso (asterisco in Fig.16D e C) a causa di processi astrocitari rigonfi
d'acqua. Nelle aree preservate dall’ischemia invece compaiono neuroni dall’aspetto normale

(punte di freccia in Fig. 16A e B).
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Figura 16. Alterazioni strutturali presenti in sezioni istologiche colorate con H&E. A lato la sezione
coronale (MAP-2) attigua a quella da cui sono presi i particolari (A,B, C e D) colorati con H&E. L’area
ischemica (C e D), corrispondente a quella priva disegnale MAP-2, mostra un neuropilo edematoso
(spongiforme; vd. asterisco) e ricco di celulle eosinofile e raggrinzite (frecce in C e D). Nel OT mediale (B) e
nella corteccia parietale (A) invece i neuroni e il parenchima presentano un aspetto normale.

Studio di risonanza magnetica (MR)

Le acquisizioni in risonanza magnetica sono state eseguite su cervelli fissati per immersione in
paraformaldeide dopo I’esperimento di elettrofisiologia, prima di sezionare i cervelli per lo studio
morfologico.

Di ogni risonanza sono state prese in considerazione le sezioni coronali che meglio
rappresentavano le corrispondenti fettine istologiche immunoreagite con l'anticorpo per la MAP2.
Le mappe parametriche riportate nelle figure 17 e 18, evidenziano subito le aree soggette a danno
ischemico in quanto appaiono ipointense (TrD basso). Queste ben correlano con le regioni prive di
immunoreattivita contro la MAP-2 (Fig.17A e 18A).
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Figura 17. Alterazioni morfologiche visibili alla MR. Nel pannello in A ¢ mostrato il medesimo piano
coronale di un cervello sottoposto a un’ischemia durata 180 min (P3). Dall’alto una sezione istologica
colorata con la tionina, sotto una fatta reagire contro la MAP-2 e infine 'immagine parametrica di TrD
corrispondente. In quest’ultima sono indicate (punti bianchi) le ROI nelle quali é stato misurato il TrD
medio. Tali valori (¥SD; n= 14) sono riportati nell’istogramma in B per le singole regioni ,(CpU= nucleo
caudato putamen)sia ipsilaterali che contro laterali al danno ischemico. Gli asterischi indicano una
differenza statisticamente significativa. Barra di calibrazione= 5 mm.

La quantificazione del TrD, nelle diverse ROI considerate, ha messo in evidenza la forte riduzione
di segnale a livello della PC ipsilaterale e del caudato-putamen (CPu), rispetto alle strutture
controlaterali omologhe (Fig. 17B e C; p< 0.05, paired t-test). Mentre 1’intero tubercolo,
ipsilaterale all’ischemia, non ¢ diverso da quello controlaterale. All’interno della regione
ischemica, infine, sono state computate differenze significative tra la PCe OT1 e OT3 (p< 0.05,
Tukey test, n=14) a non tra OT1 e OT3 (Fig. 17C).

Nel verificare se le regioni ipointense corrispondessero alle aree MAP-2 negative, sono state

delineate (Fig.18A), misurate (mm?) le aree ipointense (TrD, n= 14) e prive di segnale (MAP-2, n=
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16) acquisite da vari esperimenti. Dopo averne calcolato i rispettivi rapporti percentuali (Fig. 18B),
rispetto all’estensione complessiva della medesima sezione coronale, sono stati correlati (Fig.18
C). 1l grafico a barre in Fig. 18B, mostra che non vi ¢ differenza (p= 0.120; paired t-test)
nell’estensione tra I’area ischemica determinata con una tecnica immunoistochimica o con una di
MRIi. La studio di correlazione tra questi due valori, ha poi confermato il dato (Fig. 18C; R= 0.74),
e inoltre la distribuzione delle due variabili non ha evidenziato alcuna relazione significativa

(Tukey test) con la durata del protocollo.
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Figura 18. Correlazione tra le aree MAP-2 negative e ipotense (MRi). In A ¢ delineata I’aera di lesione
ischemica (ILF) in una sezione immunoreagita contro la MAP-2 e nella corrispondente mappa di TrD. Il
valore medio percentuale dell’estensione del danno, osservato e misurato con le due metodiche (MAP-2
n=16; TrD n= 14), ¢ messo a confronto nell’istogramma in B. (C) Correlazione tra MAP-2 (ILF)e TrD
(ILF), calcolate nei medesimi cervelli. Sono riportati i valori (ILF) calcolati in cervelli sottoposti a differenti
periodi di ischemia, ad ogni protocollo é associato un simbolo
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DISCUSSIONE

Nell’area irrorata dalla MCA, occlusa transitoriamente nel cervello isolato di cavia, sono state
registrate modificazioni funzionali e strutturali diverse a seconda dell’area osservata. In base alle
misure e le valutazioni riportate nei risultati ¢ stato possibile identificare le modifiche che
caratterizzano le diverse regioni ischemiche e peri-ischemiche in questo modello.

I dati elettrofisiologici e le osservazioni morfologiche sono state condotte in una regione specifica
del cervello che rappresenta un’area di confine tra il core ischemico, servito prevalentemente dalla
MCA, e i territori circostanti non ischemici, in quanto perfusi anche dalle arterie cerebrali anteriori
(anterior cerebral arteries, ACAs). Inoltre la PC e ’OT presentano molte proiezioni cortico-
corticali (Biella et al., 1995; Carriero et al., 2010), oltre ad essere attivati in maniera stereotipata
dalla stimolazione del LOT. Questo permette di monitorare 1’eccitabilita di tali cortecce sia prima
che durante I'intero protocollo ischemico. La registrazione continua dei potenziali di campo ha
permesso di osservare e identificare IDs e PIDs con un’alta risoluzione temporale e spaziale,

difficilmente riproducibili in vivo (Hartings et al., 2003; Dijkhuizen et al., 1999).
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Figura 19. La valutazione e il confronto tra i dati elettrofisiologici, istologici e di MR ha portato a delineare
e differenziare le aree ischemiche (aree nere), da quelle di penombra(ombreggiatura in grigio) e normali
(aree bianche)

L’analisi delle risposte evocate e dei potenziali lenti ha permesso di definire, dal punto di vista
elettrofisiologico, chiaramente due regioni. Una, irrorata dalla MCA, ¢ caratterizzata dalle IDs e
dalla scomparsa delle risposte evocate. L’altra, che corrisponde alla regione di confine tra i
territori serviti dalla MCA e dall’ACA, ha mostrato il passaggio di PID e solo una riduzione, per
altro solo temporanea, dei potenziali evocati. Dai preparati istologici € immunoistochimici ¢
emersa la distinzione tra la zona di core ischemico e i tessuti normo-ossigenati. Tra le due ¢
emersa una fine zona di transizione. Le regioni che hanno mostrato evidenti alterazioni nella
reazione immunoistochimica, nella colorazione istologica, sono state incluse nelle aree cerebrali in
cui sono state registrate le ID (Fig.19). Le zone in cui tali modifiche non si sono esplicate, sono
state correlate alle cortecce in cui si sono registrate le PIDs (Fig. 19). Infine I’estensione delle aree
ipointense, visualizzate nelle mappe di TrD, ben correla con quelle evidenziate nei preparati

istologici. Queste non includono le aree del tubercolo in cui sono state registrate le PIDs.
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Queste relazioni evidenziano che le aree definite ischemiche dal punto di vista morfologico sono
quelle che generano le ID. D’altra parte le aree che non hanno evidenziato danni cellulari di tale
entita, sono state interessate dalle PIDs (Fig.19).

La definizione di core e penombra, non ¢ ancora pienamente condivisa. Nella prima area, sia il
metabolismo che la perfusione sono compromessi, nella seconda, il danno ischemico ¢ invece
parziale, in quanto reversibile (Symon et al., 1977). Pertanto la penombra pu0 essere definita come
quella regione integra dal punto di vista strutturale ma caratterizzata da alcune anomalie
elettrofisiologiche, quali la riduzione nell’ampiezza dell’attivitd spontanea che in quella evocata
(Sakatani et al., 1990). La riduzione di ATP in cellula (50-70%, Back et al., 2004) causa tale
declino funzionale, ma non ¢ sufficiente a generare IDs. Sempre nella regione di penombra si
registrano pero altri fenomeni lenti, le PIDs. Queste depolarizzazioni transienti appaiono simili a
quelle registrate da vari autori (Mies et al.,1994; Ginsberg e Pulsinelli, 1994), in quanto si
manifestano nella forma di veloci cadute del potenziale DC di almeno 5 mV, capaci di muoversi
sulla superficie corticale in modo radiale e alla velocita di 3 mm/min (Nallet et asl., 1999; Hartings
et al, 2003). Durante la loro progressione si ha un blocco della trasmissione sinaptica, paragonabile
a quello che avviene in quei fenomeni, formalmente simili, chiamati spreading depressions (SD;
Leao, 1944). Di fatto, a differenza delle SD, le PIDs sono accompagnate da un aumento bifasico
nella [K*], (Nedergaard e Hansen, 1993), e da una riduzione del pH extracellulare, incremento che
viene interrotto da un transiente alcalino. Quest’ultimo correla temporalmente con la caduta del
potenziale extracellulare (Somjen, 2004; Pastori et al., 2008). Dal punto di vista patofisiologico le
PIDs influenzano fortemente 1’evoluzione e 1’estensione del danno in quanto un loro aumento nella
frequenza e durata, comporta un incremento nel fabbisogno metabolico, gid compromesso dalla
condizione ischemica (Dijkhuizen et al., 1999; Hossmann, 1996).

I dati registrati nei nostri esperimenti hanno dimostrato che le PIDs avvengono in regioni servite
dalle ACAs (Librizzi et al, 1999) quali I’OT2 e I’OT3, e mostrano alcune caratteristiche
paragonabili a quelle osservate in registrazioni EEG fatte in vivo. Altre, quali la velocita di
propagazione (0.6 mm/min) risulta essere inferiore rispetto a dati ricavati in vivo (Nallet et al.,
1999; Nedergaard e Hansen, 1993; Dohmen et al., 2008). Questa differenza potrebbe essere
imputata alla temperatura (32°C) in cui viene mantenuto il preparato, ma se cosi fosse anche la
velocita di propagazione delle IDs (2.5mm/min), dovrebbe risultare diversa dalle osservazioni fatte
in modelli in vivo. E’ pur vero che la velocita media delle ID ¢ stata calcolata in esperimenti
condotti in fettine corticali o ippocampali. In queste I’evento ischemico ¢ stato mimato seguendo il
modello della oxygen-glucose deprivation (OGD; vd. introduzione e Somjen, 2004; Martins-
Ferreira et al., 2004; Strong e Dardis, 2005), ovvero in condizioni sperimentali diverse. Per
esempio, la mantenuta integrita dell’unita neuro vascolare nel nostro modello, potrebbe dar conto
della variabilita e delle differenze riscontrate nella propagazione, e nei tempi d’insorgenza, delle
PIDs da noi registrate (Dreier et al., 2009; Windmuller et al., 2005).
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La localizzazione della proteina MAP-2, ¢ alterata dai primi momenti successivi all’ischemia,
come si evince dalle sezioni preparate da cervelli trattati solo per 30 minuti. Alcuni lavori
precedenti hanno dimostrato un recupero del segnale MAP-2 nelle aree ischemiche, a 24 e 72 h ore
dall’occlusione transiente in vivo (Huh et al., 2003). L’analisi dei potenziali evocati, ha mostrato
che nel 71% dei casi, la PC, area definita ischemica, ¢ stata in grado di recuperare la capacita di
rispondere a stimoli elettrici. Questo conferma il fatto che la mancanza di immunoreattivita non &
necessariamente associata ad un danno cellulare permanente, ma a cambiamenti piu discreti capaci
perd di condizionare il riconoscimento tra anticorpo e antigene (MAP-2).

Le colorazione istologiche, con la tionina ed H&E, hanno rivelato maggiori dettagli utili a
discriminare meglio le differenze, tra le aree ischemiche indotte da diversi periodi di occlusioni. Di
fatto, nel gruppo di cervelli sottoposti ad un evento transiente (P1 e P2), il core & apparso sbiadito
e il neuropilo spongiforme, a causa dell’edema citotossico. L’estensione del periodo ischemico a
3h (P3), ha portato alla formazione di neuroni eosinofili e raggrinziti, caratterizzati dalla presenza
di vacuoli intorno al soma (Garcia et al., 1993 e 1995; Lipton, 1999; Dereski et al., 1993).
L’edema citotossico, e quindi il danno cellulare conseguente, ¢ causato dalla perdita
dell’omeostasi ionica a cui segue quello idrico. Il flusso delle molecole d’acqua che ne consegue, e
la loro nuova distribuzione tra parenchima e comparto intracellulare, ¢ il meccanismo proposto per
spiegare le modificazioni viste nelle immagini DWI, e quindi in ultima analisi nel valore di TrD
(Neumann-Hafelin et al., 2000). Queste alterazioni della funzionalita di membrana, rappresentano
null’altro che il correlato strutturale delle alterazioni elettrofisiologiche fin qui discusse. L’analisi
del TrD ha evidenziato, di fatto, profonde alterazioni solo a livello della sola PC, regione nella
quale sono state registrate esclusivamente IDs. Nel tubercolo, anche nella porzione laterale, non
sono state riscontrate differenze con le regioni omologhe contro laterali.

11 valore, infine, del TrD nel core ischemico non ha mostrato un significativo recupero né a seguito
della riperfusione (P2 e P3), né tra gli esperimenti in cui vi ¢ stato un recupero parziale dell’attivita
evocata e quelli in cui ¢i0 non € avvenuto.

L’uso di cervelli fissati in paraformaldeide, permette di aver un rapporto S/N piu alto in quanto si
possono fare acquisizioni in MR pit lunghe e prive di artefatti di movimento (battito cardiaco,
respirazione). Il valore del coefficiente di diffusione apparente (ADC), secondo alcuni autori, €
comunque ridotto del 40% rispetto alle condizioni in vivo. Questo non condiziona le differenze
relative tra aree ischemiche e normoperfuse (Sun et al., 2005; D’ Arcueil et al., 2007; Zucca et al.,
2009). Nel tentativo di verificare se la paraformaldeide avesse un qualche effetto sull’acquisizione
del segnale di MR, sono stati fatti esperimenti preliminari, nei quali sono stati valutati diversi
parametri di acquisizione. Il confronto tra le immagini parametriche di TrD ottenute da un cervello
di controllo tenuto in vitro per 5 ore, e quelle acquisite da un animale vivo, hanno mostrato una

riduzione (65.1%) del coefficiente nel primo.
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In conclusione i dati neurofisiologici, di MR e anatomici, e lo studio delle relative correlazioni,
hanno dimostrato che I’acquisizione d’immagini pesate in diffusione (DWI) sottostimano 1’area
coinvolta dal danno ischemico e non includono le regioni cerebrali in cui si osservano le PIDs
(Fig. 19). Queste oscillazioni del potenziale, probabilmente modificano il segnale del coefficiente
di diffusione (Sotak, 2004; Rother et al., 1996).

In accordo con alcune osservazioni cliniche (Kidwell et al., 2003; Fiehler et al., 2002), si ¢ potuto
verificare che la riduzione del segnale di TrD, tipica dell’area di core, non necessariamente ¢
indicativa di un danno funzionale permanente. Questo elemento rafforza I’idea che le immagini
parametriche del TrD non siano sufficienti a determinare I’evoluzione del danno tissutale nelle

prime ore dall’evento ischemico (Oppenheim et al., 2000).
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INTRODUZIONE

EPILESSIA

L'epilessia ¢ definita come una condizione caratterizzata da crisi epilettiche ricorrenti e non
provocate da una causa immediatamente identificabile (Hauser & Kurland 1975; ILAE, 1993).
Secondo l'organizzazione mondiale della sanita, circa 43 milioni di persone al mondo ne sono
affette, ed ¢ la patologia neurologica piu diffusa. Nella maggior parte dei casi (piu del 70%), il
pieno controllo degli attacchi epilettici ¢ ottenibile con adeguati trattamenti farmacologici (Sander
2003). Le principali cause di morte nei pazienti epilettici sono dovute ad uno stato di male
epilettico prolungato (crisi ripetute subentranti senza recupero intercritico), suicidio associato a
depressione, traumi in seguito alla perdita del controllo corporeo durante una crisi e la morte
improvvisa e inaspettata in epilessia (SUDEP). Quindi, il mancato controllo farmacologico o
I'implicazione di disfunzioni neurologiche rappresentano i veri fattori di rischio di morte nei

pazienti con epilessia.

Classificazione

La classificazione dei disturbi epilettici, rivista e aggiornata dalla Commissione sulla
Classificazione e la Terminologia della Lega Internazionale Contro [’Epilessia (ILAE:
International League Against Epilepsy) nel 1981, & basata principalmente sulle caratteristiche
cliniche ed elettroencefalografiche. Le crisi sono suddivise in tre principali categorie: parziali,
generalizzate e crisi non classificabili. Vengono definite crisi parziali quelle crisi che originano
da una precisa e limitata area cerebrale e che inducono una fenomenologia coerente con le funzioni
specifiche delle aree corticali interessate. In alcuni casi il focus epilettico puo essere piu di uno,
coinvolgendo differenti circuiti cerebrali che danno origine a caratteristiche cliniche pit
complesse. Le crisi generalizzate, invece, hanno origine da entrambi gli emisferi coinvolgendo fin
dall'esordio ampie aree corticali. Dato che alcuni pazienti presentano pil di una tipologia di crisi e
poiché spesso queste si presentano contemporaneamente o in sequenza & stato necessario
implementare la classificazione proposta dallILAE, che nel 1989 ha pubblicato la nuova
“Classificazione delle Epilessie e delle Sindromi Epilettiche”. L'epilessia, quindi, ¢ definita come
una patologia sindromica e come tale caratterizzata da un insieme di segni e sintomi che
identificano e definiscono un particolare disordine clinico. Con questa nuova classificazione le
epilessie e le sindromi correlate sono suddivise in quattro principali categorie: i) epilessie e
sindromi localizzate (focali); ii) epilessie e sindromi generalizzate; iii) epilessie e sindromi con sito

di origine non determinabile; iv) sindromi specifiche. I primi due gruppi a loro volta sono stati
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suddivisi in sottocategorie in base al grado di conoscenza dell'eziologia della sindrome epilettica
stessa. Sono stati, quindi, introdotti i concetti di idiopatico, sintomatico e criptogenico. Con il
termine idiopatico s’indica che la sindrome epilettica non ¢ stata associata da altra patologia che ne
puo essere la causa: non ci sono altre cause se non un’alterazione genetica ereditata o acquisita. Le
epilessie idiopatiche sono definite in base all'eta di esordio, da caratteristiche cliniche ed

elettroencefalografiche.
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Figura 1. Registrazione stereo-EEG in un paziente affetto da displasia focale. La posizione degli elettrodi
intracranici e visibile nell’immagine di risonanza magnetica. In basso lo spettrogramma dell attivita
registrata mostra la tipica attivita ad alta frequenza all’esordio della crisi (adattato da: de Curtis &
Gnatkovsky 2009)

Le epilessie sintomatiche sono condizioni neuropatologiche in cui la causa ¢ stata identificata in
un’alterazione nota o sospetta del sistema nervoso centrale (SNC). La lesione puo essere dovuta ad
un’alterazione dei meccanismi di morte programmata, una displasia corticale, un insulto vascolare,
un incidente traumatico (Traumatic Brain Injury, TBI). 1l termine criptogenico indica che la causa
della patologia ¢ nascosta o occulta. Si presume che le epilessie criptogeniche siano epilessie
sintomatiche di cui non si conosce 1'eziologia, spesso con un esordio eta dipendente ma con un

quadro elettroclinico non ben definito. In seguito, un’ulteriore linea guida ¢ stata pubblicata
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dall'TLAE nel 2006 dove sono state introdotte novita e specifiche, soprattutto per quanto riguarda

le crisi focali e le epilessie con esordio legato all'eta (www.ilae-epilepsy.org). Questa

classificazione ¢ attualmente in revisione e i nuovi concetti che supportano la nuova proposta di
classificazione (Berg 2011; Berg 2012) sono in discussione. Nella presente tesi ¢ stata utilizzata la

classificazione pit comunemente indicata oggi, riferita al lavoro pubblicato dall’ILAE nel 1989.

Epilessia ed epilettogenesi

Le epilessie sintomatiche generalmente si sviluppano in tre fasi. A un insulto del parenchima
cerebrale (es. TBI, ischemia) segue un periodo (periodo di latenza) privo di crisi epilettiche ma
durante la quale si attivano vari processi epilettogenici. Tale fase puo durare parecchi anni, come
nel caso dell’'uomo, e i vari meccanismi coinvolti son ben lontani dall’essere compresi nella loro
interezza (Prince et al 2009). Il periodo di latenza si conclude con I’insorgere di un’epilessia
conclamata o crisi ricorrenti. I meccanismi epilttogenici sono stati studiati per lo pili in modelli
animali nei quali lo status epilepticus (SE) viene indotto attraverso stimolazione elettrica o chimica
(sostanze proepilettogene). Questi sono molteplici e si esplicano, provocando alterazioni morfo-
funzionali progressive, quali: morte cellulare, gliosi, neuro genesi, plasticita assonale e dendritica,
modificazioni della matrice extracellulare e angiogenesi (Pitkdnen A. 2006). Le convulsioni e le
crisi epilettiche sono fenomeni clinici che derivano da un’ipereccitabilita neuronale. In termini
fisiologici tali manifestazioni possono essere definite come scariche improvvise, eccessive e rapide
nella sostanza grigia corticale. Le manifestazioni epilettiche presumono percid l'esistenza di
anomalie costitutive o acquisite dell'eccitabilita neuronale. L'ipereccitabilita neuronale dipende da
alterazioni degli scambi ionici transmembranari. In genere si pensa che uno dei piu frequenti
meccanismi dell'epilessia sia lo sbilanciamento tra azione inibitoria (mediata prevalentemente dal
GABA) e azione eccitatoria (mediata da neurotrasmettitori come il glutammato). Questa
alterazione del bilancio della trasmissione sinaptica pud indurre uno stato di ipereccitabilita

neuronale ed in fine scariche epilettiche.
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Figura 2. Lo schema riassume le cause che determinano e caratterizzano le epilessie sintomatiche. Sono
posti in evidenza i loro principali effetti distinti in acuti e secondari (adattato Pitkanen et al 2007).

Stroke ed Epilessia

Nella popolazione adulta (> 60 anni), a seguito di un’ischemia cerebrale circa il 2.3-14% dei
pazienti soffre di un attacco epilettico (Burn et al., 1997; Bladin et al., 2000; Camilo & Goldstein
2004; Menon & Shorvon 2009).Come accade per le altre epilessie sintomatiche, anche queste sono
distinte tra crisi precoci, quelle che avvengono entro due settimane dal ricovero, e tardive, quelle
che avvengono oltre tale periodo (Camilo & Goldstein 2004; Epsztein et al., 2008). Al pari delle
altre epilessie post-traumatiche (traumatic brain injury, infezioni) i meccanismi patofisiologici che
inducono lo scatenarsi delle due tipologie di crisi potrebbero essere differenti, e quindi utili a fini
diagnostici. Le prime sono osservate pit frequentemente, avvengono nelle prime fasi dell’attacco
ischemico, e inoltre tendono a essere focali, brevi e isolate. Potrebbero quindi essere un
epifenomeno di un alterato metabolismo indotto da un danno cerebrovascolare locale. Le seconde
invece potrebbero essere il risultato di un processo epilettogeno ben piu lungo e complesso, che
comprende: morte cellulare selettiva, apoptosi, gliosi, sprouting di fibre collaterali, e quindi
arrangiamento dei circuiti locali spesso accompagnato da modifiche nei recettori sinaptici per
esempio quelli GABA-ergici (Stroemer et al., 1995; Alefeld et al., 1998).
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Lo sviluppo di un’epilessia acquisita, non ¢ un evento frequente riscontrato negli individui che
hanno sofferto un insulto cerebrovascolare (2-39%; Bladin et al., 2000; Lamy et al., 2003; Gupta et
al., 1988). Il manifestarsi di una crisi precoce aumenta il rischio di sviluppare crisi tardive di circa
otto volte, e di sedici volte la probabilita di sviluppare un’epilessia rispetto ai pazienti che non
hanno sofferto di alcuna crisi precoce. (So et al 1996; Lamy et al., 2003).

Vi sono poi dei fattori che aumentano il rischio dello scatenarsi di una crisi epilettica. Se il danno
cerebrovascolare si verifica a livello corticale la probabilita & maggiore rispetto a ischemie che
avvengono nei nuclei profondi o in strutture infratentoriali (Richardson & Dodge, 1954; Labovitz
et al., 2001; Camilo & Goldstein, 2004; Thomas, 1997). Un altro fattore importante ¢ dato
dall’estensione del danno, spesso sottostimato, perché se misurato per mezzo della tomografia
computerizzata (CT), la penombra non ¢ rilevata. Quest’area, per definizione, ¢ caratterizzata da
depolarizzazioni perinfartuali transienti durante i quali si ha un aumento della [K*] extracellulare e
un incremento del rilascio di glutammato. La penombra, quindi, & un territorio che mantiene la
capacita di eccitarsi e pud quindi essere considerato un potenziale focolaio epilettogeno (Heiss
1992; Luhmann et al., 1995; Buchkremer-Ratzmann et al., 1998).

Se si manifesta uno stato epilettico, che esaspera il fabbisogno energetico dell’area peri-ischemica,
si ha un aumento del tasso di mortalita nei pazienti cha hanno sofferto di un’ischemia cerebrale.
L’uso di farmaci antiepilettici (es. Fenitoina) ha dimostrato avere un effetto non solo
sull’incidenza delle crisi, ma anche nell’estensione del danno ischemico e sulla mortalita (Hartings
et al., 2003; Williams et al., 2004; Williams et al 2003); Fabricius et al., 2008).

Infine ulteriori studi clinici (Davalos et al., 1988; Bladin et al., 2000) hanno mostrato che nel
19,8% dei pazienti che hanno sofferto un’ischemia emorragica, sono state registrate crisi
epilettiche precoci contro il 6.2% di coloro cui era stata diagnosticata un’ischemia occlusiva. Tale
effetto peggiorativo, probabilmente ¢ causato da depositi intracerebrali di ferro e dalle proteine
seriche rilasciate durante 1’emorragia nel tessuto cerebrale.

MODELLI DI EPILESSIA E CRISI EPILETTICA

Lo studio dei meccanismi patofisiologici attraverso 1’'uso di modelli animali ha per messo di
comprendere meglio la genesi di varie patologie. Affinché i modelli siano utili in tal senso, ¢
necessario che rispecchino, in modo affidabile e riproducibile, i vari aspetti aberranti della
patologia in questione. Grazie anche allo sviluppo di nuove tecniche molecolari e genetiche questi
obiettivi sono divenuti piu realistici.

Diversi modelli animali sono utilizzati per indagare i cambiamenti strutturali che prendono atto

N

durante il processo noto come epilettogenesi. A tal proposito ¢ necessario distinguere questi
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paradigmi, volti a studiare le modificazioni morfo-funzionali, che portano a una condizione
patologica permanente, da quelli invece implicati nello studio della genesi di una crisi (ictogenesi).
Per quanto riguarda i primi, vi sono vari modelli animali che mimano 1’epilessia del lobo
temporale. Nell’'uomo ¢ una delle epilessie parziali farmacoresistenti piu diffuse. La caratteristica
essenziale di tali modelli & di presentare crisi epilettiche non indotte nell’immediato da alcuna
manipolazione, ma da modificazioni anatomiche e funzionali avvenute dopo un insulto. Questo
puo essere: i) scatenato a seguito di un’ipossia indotta in epoca perinatale (Kadam et al., 2010); ii)
provocato dall’iniezione intraperitoneale (Turski et al., 1984; Fujikawa, 2003; Nadler et al., 1978;
Ben-Ari, 1985) o intraippocampale (Longo & Mello, 1998; Raedt et al., 2009; Groticke et al.,
2008; Carriero et al., 2012) di acido kainico, agonista dei recettori kainato (recettore ionotropico

del glutammato) o di altri convulsivanti.
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Figura 3. Le registrazioni EEG sono state eseguite su una cavia che ha sviluppato un’epilessia cronica a
seguito di un’iniezione di acido kainico intraippocampale.Negli ingrandimenti posti in basso alla figura,
sono mostrate le principali fasi (riquadri a, b e ¢) che contraddistinguono lo svolgersi di una crisi epilettica:
Uinizio e dato da un’attivita ad alta frequenza e bassa ampiezza (a), cui segue un’oscillazione irregolare(b)
che porta alla conclusione della crisi evidenziata da un’attivita a bursts (c) (adattato da Carriero et al.,
2012).

I differenti approcci prevedono I’induzione di uno stato di male epilettico (SE), caratterizzato da
crisi epilettiche sub continue per una durata superiore a due ore. Lo stato epilettico induce morte
neuronale, neurogenesi e gliosi (de Lanerolle et al., 1989; Jack et al., 1989; Mello et al., 1993;
Kellinghaus et al., 2004;Sloviter & Bumanglag, 2012). Da questa fase inizia il periodo di latenza

che pud durare vari mesi prima che I’animale cominci a manifestare crisi spontanee, caratterizzate
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da tremori iniziali agli arti ed evolvono rapidamente in crisi tonico-cloniche evidenti, che
terminano con un periodo di depressione postcritica. Manifestazioni di tali entita, sono
difficilmente riscontrabili nel paziente affetto da epilessia del lobo temporale. Di fatto analisi
istologiche hanno evidenziato, nell’encefalo degli animali trattatati con acido kainico, la presenza
di danni in molte strutture cerebrali anche al di fuori dell’ippocampo e delle cortecce
paraippocampali (Sloviter 2009). Mentre nell’uomo tale patologia si esprime a livello strutturale
con evidenti alterazioni gliotiche a livello dell’ippocampo e a strutture funzionalmente correlate a
esso quali il lobo temporale e I’amigdala (Gabriel et al., 2004; Thom et al., 2010).

Episodi ictali possono essere indotti in vivo, attraverso 1’uso di pulsi di corrente alternata (AC) ad
alta (50-60 Hz) o bassa (3-12 Hz) frequenza dati per pochi secondi. Si possono stimolare con tali
protocolli determinate aree cerebrali o a tutto [D’encefalo (elettroshock). L’attivita
elettroencefalografica che si registra ¢ costituita da scariche (bursts), indicative di una
sincronizzazione parossistica neuronale, chiamate afterdischarges (AD). La durata, generalmente
di pochi minuti, e la forma di questi AD, dipendono dalla struttura stimolata. Dopo la loro
comparsa segue un periodo di depressione (refrattarieta post-ictale) nell’attivita EEG (Barton et
al., 2001); (Baram et al., 1993). Nell’'uomo, questo tipo di elementi elettroencefalografici, sono
riscontrabili al termine di una crisi, pertanto tale modello non rappresenta un approccio ottimale
per studiare i meccanismi che promuovono I’ictogenesi.

La somministrazione sistemica (sottocutanea, intraperitoneale, intravenosa) di agenti pro-
convulsivanti ¢ uno dei sistemi pill utilizzati per indurre crisi epilettiche. Tra questi, i pit diffusi
sono rappresentate dai bloccanti dei recettori GABA-ergici: bicucullina, picrotossina,
pentilenetetrazolo (Schwartzkroin & Prince, 1980; Hablitz, 1984). Al posto di ridurre I’efficacia
inibitoria si pud incrementare ’attivita dei recettori ionotropici del glutammato, usando degli
aminoacidi eccitatori (Excitatory Amino Acids, EAA) quali ’acido kainico o I’acido quisqualico
(Fisher & Alger, 1984; Thurber et al., 1994). Oppure bloccanti dei canali potassio responsabili
della ripolarizzazione delle membrane neuronali: 4-aminopyridine (Briickner et al., 1999; (Perrault
& Avoli, 1992); e tetraetilammonio (Fueta & Avoli, 1993).

A differenza del modello di shock elettrico, la somministrazione di tali sostanze generalmente
induce crisi di tipo tonico o tonico-clonico generalizzate. Inoltre I'uso di EAA comporta anche
danni cellulari capaci di provocare uno stato epilettico (SE) grave e duraturo (crisi continua per pill
di 30 minuti).

Queste metodiche di induzione di crisi, qui brevemente descritte, sono applicate anche in modelli
in vitro costituti da fettine di tessuto cerebrale ottenute dalla neocorteccia o dall’ippocampo.
Probabilmente a causa dell’incompleta preservazione delle proiezioni locali, manca il sostrato
anatomico capace di generare e sostenere in tutte le sue fasi, una crisi epilettica simile a quelle
registrate nel lobo temporale dell’'uomo. A tal proposito sono state sviluppate fettine pil
complesse, le quali preservano la corteccia entorinale, I’ippocampo e le loro interconnessioni
(Avoli et al., 2002; Barbarosie & Avoli, 1997; Wozny et al., 2005).
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Figura 4. 1l modello in vitro del cervello isolato di cavia, é stato ampiamente utilizzato per studiare i
Sfenomeni cellulari e di popolazione che sottendo [attivita inter-ictale ed ictale del lobo temporale. La
registrazione extracellulare (in alto) descrive le principali fasi di una crisi epilettica indotta dalla perfusione
arteriosa di bicucullina e misurate a livello della corteccia entorinale mediale (m-EC nella fotografia posta a
sinistra). Le tracce sottostanti sono i correlati cellulari registrati sia da cellule principali poste in diverse
laminazioni sia da un interneurone (in basso). Risulta evidente come ’inizio dell’evento ictale, coincida con
una riduzione in ampiezza del voltaggio e un aumento nella frequenza dell’attivita di popolazione (traccia in
alto). Questa ¢ rappresentata dagli interneuroni come dimostra la registrazione intracellulare
corrispondente. (adattato da Gnatkovsky, 2008)

Un ulteriore grado di complessita ¢ rappresentato dal cervello isolato di cavia mantenuto in vitro
per mezzo della perfusione arteriosa di una soluzione salina complessa. In tale modello, come gia
sottolineato, viene mantenuta 1’integrita dell’unita neurovascolare per diverse ore (de Curtis et al.,
1991; Muhlethaler et al., 1993). La soluzione di perfusione pu0 essere arricchita con le stesse
sostanze pocanzi

descritte, e attraverso diverse tecniche elettrofisiologiche, la comparsa di attivita intercritica,
preictale e ictale, pud essere misurata e seguita nel suo evolversi e nella sua propagazione (de
Curtis et al., 1994; Uva 2005; 2008; 2009; Gnatkovsky et al., 2008; Carriero. et al., 2010; de Curtis
& Gnatkovsky, 2009).
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Modelli ischemici di crisi epilettica ed epilessia

La relazione tra ischemia cerebrale ed epilessia acquisita ¢ stata ben sottolineata in vari studi
clinici (Bladin et al., 2000; Camilo e Goldstein, 2004; Hauser, 1997) e in pochi modelli animali
(Karhunen et al 2005). Di fatto nonostante il gran numero di modelli animali d’ischemia
(Hossmann, 2008; Durukan et al., 2008), quelli che hanno compiuto anche studi elettrofisiologici
(Nallet et al., Mies et al., 1998; Dreier et al., 2011), si sono soffermati a misurare i soli eventi lenti
quali le depolarizzazioni ischemiche (ID) e quelle peri-infartuali (PID).

Va inoltre sottolineato che molto spesso le attivita epilettiformi precoci hanno un carattere
puramente strumentale e quindi non hanno manifestazioni comportamentali evidenti. Queste
manifestazioni acute spesso non sono neanche mai state prese in considerazione poiché I’impianto
degli elettrodi e I’inizio delle registrazioni era posticipato di parecchie settimane rispetto all’evento
ischemico (Karhunen et al., 2007, Karhunen et al., 2003; Kelly et al., 2006). Questi fattori, oltre
alla consuetudine di studiare 1’epilettogenesi in modelli cronici piu assodati e riproducibili
(Pitkanen et al 2007; Mazarati, 2006), hanno fatto si che lo sviluppo di modelli animali di

ictogenesi e epilessia post ischemica, sia stato limitato.

TABLE 1. Occu ‘haracteristics of epilepsy induced by status epilepticus (SE), traumatic brain injury (TBI), or stroke

SE TBI Stroke
Amygdala stimulation Lateral fluid-percussion Cortical photothrombosis Endothelin-1
Duration of latency 1 month Several months Several months Several months
% of rats with seizures 90-100% 50% 20% 8%
Mean seizure frequency 8/day 0.3/day 0.3/day 0.3/day
Maximal seizure frequency up to 30/day up to 1/day up to 5/day up to 3/day
Mean seizure duration 49s 104 s 117s 80s

Figura 5. Nella tabella riprodotta da Pitkanen A. (2007) vengono riportate la frequenza e le caratteristiche
delle crisi epilettiche indotte da insulti cerebrali diversi: stato epilettico (SE), trauma cerebrale (TBI) ed
ischemia.

Nello studio dell’ictogenesi indotta da ischemia cerebrale, sono stati presi in considerazione per lo
pit i seguenti modelli ischemici: i) occlusione intraluminale dell’arteria mediale cerebrale (MCA)
e delle carotidi comuni (CCA) transiente o permanente (Hartings et al., 2003; Lu et al., 2001;
Kelly et al., 2006); ii) vasospasmo della MCA distale indotto dall’applicazione locale di
endotelina-1 (Karhunen et al 2006) o iii) per mezzo di foto trombosi con Rosa bengala (Kelly et
al., 2001; Kharlamov et al., 2003; Barth & Mody, 2011). E’ necessario rilevare che molti di questi
lavori sono stati svolti utilizzando topi adulti (4-20 mesi). Molti autori hanno di fatto riscontrato
che il numero di animali epilettici, indotta da un insulto ischemico, aumenta con I’eta (Kharlamov
et al., 2003; Kelly, 2004 e 2006; Karhunen H., et al., 2006).

Nei protocolli in cui ¢ stato usato come paradigma 1’occlusione transitoria dell’arteria mediale e

delle carotidi comuni, nelle due ore successive sono state misurate varie alterazioni epilettiformi
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(crisi precoci; Hartings et al., 2003; Lu et al., 2001). Queste si sono presentate nell’80% degli
animali come crisi generalizzate o ipsilaterali all’arteria occlusa, ma prive di un correlato
comportamentale. Nelle ore successive, durante quindi la riperfusione, sono state poi osservate:
scariche epilettiformi lateralizzate (periodic lateralized epiletiform discharges, PLED; Hartings et
al., 2003); e un aumento dell’attivita delta polimorfa (polymorphic delta activity, PDA; (Williams
et al., 2003). In questo modello le sole aree della corteccia parietale e dello striato appaiono,
all’analisi istologica, nettamente infartuate (Kelly et al., 2006). Il monitoraggio EEG discontinuo
per 6-12 mesi ha permesso di individuare un periodo di latenza pari a 2-4 settimane nei modelli di
occlusione intraluminale. Al termine dei quali solo i ratti di 20 mesi, trattatati e controllo, hanno
mostrato brevi crisi motorie ed elettroencefalografiche (Kelly K.M. in Models of Seizures and

Epilepsy Pitkanen A., Schwartzkroin P.A. e Moshe S.L.; Elsevier Academic Press, 2006).
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Figura 6. Le registrazioni EEG riportate sono state fatte su un ratto sottoposto a occlusione temporanea
della MCA e delle CCA. Le tracce evidenziano la distribuzione, la frequenza e la forma (ingrandimento in B)
dell’attivita epilettiformi definite PLEDs (vd testo). Queste sono osservate nella sola corteccia peri-
ischemica(l= ipsilaterale; C= controlaterale; adattato da Hartings et al., 2003).

L’endotelina-1, il cui effetto ¢ transitorio e dose dipendente, induce un vasospasmo agendo sui
recettori ET, delle cellule muscolari lisce (Macrae et al., 1993; Macrae 1992). L’area infartuata ¢
limitata a quella corticale, e anche in sezioni istologiche prelevate e processate 12 mesi dopo, il
trattamento, non hanno evidenziato cambiamenti morfologici a livello dell’ippocampo (morte
cellulare e sprouting). Come nel modello precedente gli animali (40%) ha sviluppato crisi non
convulsive, nelle due ore successive al trattamento (Karhunen et al., 2006).11 periodo di latenza,
durato dai 6 mesi ai 12 mesi a seconda della dose di endotelina utilizzata (60 e 120 pmol,
rispettivamente), ha portato solo il 3.6% degli animali a produrre crisi epilettiche spontanee.

Una tecnica alternativa all’occlusione dei grossi vasi, MCA e CCA, ¢ rappresentata
dall’attivazione di una sostanza fotosensibile (Rosa Bengala), derivato della fluorosceina. Questa,

una volta irraggiata, produce dei trombi a livello dei vasi piali e/o delle arteriole terminali. La
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lesione corticale che ne consegue ¢ ben definita e riproducibile, ma 1’uso del laser comporta la
formazione di specie radicali, 1 quali aggrediscono le cellule dell’endotelio causando la formazione
di un edema vasogenico (Watson, 1985; Dietrich et al., 1988). Non sono presenti in letteratura
fonti che citino una qualche analisi -elettrofisiologica nelle immediate fasi successive
all’irraggiamento, non si hanno quindi dati relativi alle crisi precoci. Basandosi sull’inizio delle
registrazioni EEG, & stato quindi stimato un periodo di latenza di circa 107 giorni (+32;
Kharlamov et al., 2003; Karhunen et al., 2007).
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Figura 7. Le registrazioni EEG riportate nella figura, sono state eseguite sei mesi dopo 'insulto da foto-
trombosi. Mostrano una crisi epilettica registrata da elettrodi posti a livello dell’ippocampo ipsilaterale (ipsi
HC) e della neocorteccia controlaterale (Contra CX) al danno ischemico. La durata complessiva dell’evento
ictale ¢ di 144 sec., la testa di freccia indica un’ampia spike registrata prima dell’inizio della crisi (vd. I
freccia a sinistra). Questo e caratterizzato da un’attivita spike-and-wave (punta onda) e polyspike. La fine
(vd. II freccia a destra) segue a una serie di busrts (adattato da Karhunen et al., 2007).

Questa durata sembra essere sovrastimata in quanto Kelly (2001) ha registrato la prima crisi focale
dopo 2 mesi dal trattamento. Anche la durata e il tipo di crisi misurata variano confrontando i vari
lavori (Kharlamov et al., 2003; Karhunen et al., 2007; Kelly et al., 2001). Questo potrebbe
dipendere dall’ampiezza dell’area illuminata dal laser, dall’eta e dal tipo di animale (Fisher 344,
Sprague Dawley), dalla quantita di rose bengala utilizzato (Karhunen et al., 2005). A differenza
dei modelli in precedenza esposti, la frequenza di animali che sviluppano un’epilessia conclamata
e cronica ¢ pari al 35-50%, inoltre ¢ stata evidenziata a livello dell’ippocampo la neo-formazione
di fibre collaterali provenienti dalle terminazioni delle mossy fibers (sprouting, Karhunen et al.,
2007). Riguardo alle modifiche anatomiche & necessario sottolineare, che la foto trombosi, proprio

perché provocata a livello delle piccole arteriole terminali, induce una modesta area di penombra
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Figura 8. Le sezioni istologiche, processate per la colorazione di Timm, mettono in evidenza le differenze
anatomiche tra l'ippocampo di un ratto non epilettico (A) e uno epilettico (B) a seguito dell’occlusione di un
arteriola corticale per foto-trombosi. L’insulto ha indotto la neoformazione di fibre collaterali provenienti
dal giro dentato (vd punte di freccia nell’ingrandimento D; adattato da Karhunen et al., 2007). Barra di
calibrazione 250 um.

Le modifiche nell’eccitabilita neuronale sono state valutate anche su fettine corticali ottenute da
animali trattati diverse settimane precedenti. In queste condizioni sperimentali I'utilizzo di
metodiche piu fini, quali registrazioni intracellulari e patch-clamp, ha permesso di analizzare nelle
aree peri-ischemiche fenomeni di ipereccitabilita, riduzione dell’efficacia inibitoria, alterazioni nel
trasporto di neurotrasmettitori inibitori e nell’espressione dei recettori degli stessi. (Luhmann et al.,
1995; Neumann-Haefelin et al., 1995; Allen et al., 2004a;Allen et al., 2004b).

Infine, come descritto nel capitolo concernente 1’ischemia cerebrale, a seguito di un’improvvisa e
forte riduzione del flusso ematico in un distretto cerebrale, si scatena una pletora di meccanismi
patologici reversibili solo se viene compiuta una manovra di riperfusione all’interno delle tre ore
dall’evento ischemico. E’ ipotizzabile che la perdita dell’omeostasi ionica cellulare e i vari
fenomeni di eccitotossicita, conseguenti alle depolarizzazioni ischemiche, siano la causa prima
dell’insorgere delle crisi precoci. In Mody I. et al. (2011), le registrazioni elettrofisiologiche sono
state eseguite senza alcun filtro (i.e amplificazione in DC). Questo ha permesso di osservare come
una breve (7-24 sec.) attivita sincrona (30-250 Hz) precedesse le depolarizzazioni peri-infartuali
nell’ippocampo. La presenza e la relazione tra attivita epilettiforme e PID sono state dimostrate,
grazie ad elettrodi epidurali posti sui bordi della lesione, anche in pazienti che avevano sofferto un
trauma cranico (Fabricus M. et al., 2008) o di un’emorragia causata da un aneurisma sub
aracnoideo (Dreier et al., 2012).
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A Ictaform epileptic field potentials (iEFP) and spreading depolarization (SD)
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Figura 9. Registrazioni elettrocorticografiche (DC), ottenute per mezzo di elettrodi subdurali (D) posti vicino
all’ematoma (freccia in C) provocato da un’emorragia subaracnoidea (area iperintensa nell’immagine di
risonanza). Le tracce in alto sono state acquisite in DC, e poi opportunamente filtrate (> 0.5 Hz, tracce in
basso). Questo ha permesso di osservare in due contatti (5 e 6) due spreading depolarizations (SD),
precedute da un’attivita epilettiforme (asterisco). Le tracce poste a sinistra fanno riferimento a un altro
periodo in cui l'attivta critica registrata in tutti e tre gli elettrodi non ¢é preceduta da alcun fenomeno lento.
In B un dettaglio dell’attivita epilettica (adattato da Dreier et al., 2012)
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OBIETTIVI E CARATTERE GENERALE DELLO STUDIO

L’area di penombra ischemica ¢ oggetto di molti studi dal punto di vista terapeutico, in quanto
rappresenta la porzione di tessuto cerebrale potenzialmente recuperabile dal punto di vista
funzionale. Persistono tuttavia molti quesiti riguardo a quali meccanismi portino a un recupero
funzionale attraverso processi di neuro plasticita (Carmichael, 2006; Brown et al., 2010) piuttosto
che a una condizione patologica quale 1’epilessia. Lo scopo principale di questo lavoro ¢ stato
quindi determinare le conseguenze dei soli fenomeni lenti (ID e PID) sulle modifiche
dell’eccitabilita del tessuto peri-ischemico, che in ultima analisi potrebbero preludere alla
generazione di crisi epilettiche e quindi dare 1’inizio ai processi epilettogenici.

Al fine di valutare gli effetti dell’ischemia sull’eccitabilita corticale ¢ stato usato il metodo di
occlusione descritto in Pastori et al., 2007 e Breschi et al., 2010. L’uso del cervello isolato di cavia
come modello d’ischemia da una parte esclude il possibile contributo dato dagli elementi cellulari
e plasmatici del sangue, dall’altra permette una piu facile analisi della funzionalita neuronale
nell’area ischemica. Possono essere utilizzati pit protocolli di stimolazione e osservati pit punti di
registrazione.

L’area d’interesse ¢ rappresentata dalle cortecce olfattive (corteccia piriforme e tubercolo
olfattorio, PC e OT rispettivamente) gia attentamente descritte in precedenti lavori (Biella & de
Curtis, 1995; Gnatkovsky et al., 2004; Uva et al., 2006; Carriero et al., 2009). Il principale sistema
di fibre afferenti ¢ rappresentato dal tratto olfattorio laterale (lateral olfactroy tract, LOT), il quale
origina a livello dei bulbi olfattivi (Haberly & Price, 1978) e proietta sulle principali cortecce
olfattive e limbiche. Come la PC, il metabolismo e la funzionalita del LOT & garantito dall’apporto
della MCA (Breschi et al.,, 2010), dato che 1’obiettivo del lavoro & stato quello di valutare i
cambiamenti dell’eccitabilita nelle fasi acute successive a un’ischemia, si € scelto di non occludere
I’arteria mediale, bensi le due arterie cerebrali anteriori (anterior cerebral areteries, ACAS).
Queste originano dal circolo di Willis, a livello del chiasma ottico, e perfonde le porzioni anteriori

e mediali del telencefalo, OT incluso.
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MATERIALI E METODI

Gli esperimenti sono stati eseguiti su cervelli di cavie Hartley femmina (150-200 gr.), questi sono
stati preparati e mantenuti in vitro secondo la tecnica descritta in Llinas et al., 1981; de Curtis, et
al., 1991 e 1998; Muhlethaler et al., 1993. L’animale viene anestetizzato con un’iniezione
intraperitoneale di tiopentale sodico (80 mg/kg). Dopo aver raggiunto uno stato profondo di
anestesia, si procede alla perfusione intracardiaca per circa 3 minuti di una soluzione salina a 7-8
°C costituita da NaCl 126mM, NaHCOj; 24.8mM, KH,PO, 1.2mM, MgSO, 1.3mM, KCl 3mM,
glucosio 15mM, HEPES 2.1mM, CaCl, 2.4mM e destrano (PM 70.000) al 3%. La soluzione &
ossigenata con una miscela gassosa 95% O, e 5% CO,. 11 pH finale, corretto con HCl glaciale, & di
7.1.. Sempre in condizioni di ipotermia si esegue una vasta e delicata craniotomia mediante
ossivora, esponendo la porzione dorsale dei bulbi olfattori, la corteccia, il cervelletto, il tronco
encefalico e la prima porzione del midollo spinale (fino a C1- C2). Lo strato meningeo viene in
seguito rimosso dalla volta dorsale e si scolla delicatamente il cervello dalla base cranica. Si
resecano quindi le carotidi e il chiasma ottico, il peduncolo ipofisario insieme alle arterie

ipofisarie, i nervi cranici, le arterie vertebrali e i primi nervi spinali.
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Figura 10. Diagramma del protocollo sperimentale. A sinistra schema della superficie ventrale del cervello
di cavia, con indicate alcune arterie che compongono il circolo di Willis (BsA= Arteria basilare; CA= A.
carotide; MCA= A. mediale cerebrale; ACA= A. cerebrale anteriore; ACoOMA= A comunicante anteriore).
Le due croci rosse apposte su entrambe le ACAs indicano la posizione dei nodini usati per occludere i vasi. A
destra viene riportata la sequenza temporale dei protocolli elettrofisiologici eseguiti durante tutta fase in
vitro (PP= paired pulse; LFS= low frequency stimulation;, HFS= high frequency stimulation), seguiti dalla
preparazione del tessuto per le indagini anatomiche in MR e istologiche.

Il cervello cosi isolato viene posto in una vaschetta termostata, e attraverso una canula in
polietilene inserita nell’arteria basilare (Fig.10), vengono chiusi i vasi prima tagliati e ripristinata
la perfusione del cervello. Questa viene mantenuta da una pompa peristaltica che immette (7.0
mL/min; Gilson, France) la soluzione salina descritta prima (15°C, pH= 7.3; CO,-O,= 5%-95%)La
temperatura viene gradualmente (0.5°C/10 min.) aumentata fino a raggiungere 32°C. Il numero di
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N

animali utilizzato e la loro sofferenza ¢ stata ridotta al minimo secondo le vigenti norme

internazionali in materia dell’'uso di animali da laboratorio. Il protocollo sperimentale ¢ stato

vagliato e approvato dal comitato etico dell’Ist. Neurologico C.Besta

PROTOCOLLI DI ISCHEMIA

L’occlusione permanente (2 h) ¢ stata fatta a livello delle due ACAs, in maniera da preservare la
funzionalita del LOT. Nella cavia le ACAs originano dal circolo di Willis a livello del chiasma
ottico e irrorano 1’OT, la corteccia dei cingoli ma non la PC né il LOT. E’ stato scelto di occludere
entrambe (croci rosse in Fig. 10) le arterie per evitare che l’arteria comunicante anteriore
(AComA, in Fig. 10) potesse compensare I’occlusione di una delle due ACAs. II modello
d’ischemia, descritto in Pastori. et al., 2007 e Breschi. et al., 2010, ha previsto il posizionamento
dei nodini attorno alla porzione prossimale delle arterie appena il cervello raggiunge i 32°C. Dopo
aver registrato I’attivita neurofisiologica basale per 1 ora, i due nodini sono stati chiusi per mezzo
di pinzette chirurgiche. Come controlli sono stati utilizzati 3 cervelli messi in vitro e mantenuti per
3 ore ma ai quali non ¢ stata indotta I’ischemia.

PROTOCOLLI DI STIMOLAZIONE

Per valutare I’eccitabilita corticale prima, durante e dopo a un evento ischemico permanente ¢ stato
eseguito un protocollo di paired pulse (PP). Utilizzando diversi intervalli di tempo tra gli stimoli
(20, 40 e 100 msec) sono state misurate le ampiezze della riposta condizionante (I° pulso) e quella
condizionata (II° pulso) in modo da valutare I’efficacia sinaptica del circuito corticale osservato
nelle varie fasi dell’esperimento (Biella et al., 1995). Tale protocollo di stimolazione ¢ stato usato
ogni 15 sec. per i primi 30 minuti precedenti ’ischemia, e ogni 60 sec. per il periodo successivo
(Fig. 10). Inoltre, ¢ stato valutato se il territorio peri-ischemico mostrasse una diversa soglia nel
generare after discharges (ADs) a seguito di una stimolazione tetanica, rispetto ad un tessuto
normale. Per tale motivo ogni 30 minuti sono stati dati diversi treni di 10 pulsi, a bassa (1, 4 Hz;
LFS) e ad alta (10, 50 Hz; HFS) frequenza. Ciascun treno ¢ stato ripetuto 6 volte, e nel caso
venissero generate scariche epilettiformi, questo veniva interrotto. Gli intervalli tra ciascun gruppo
di pulsi era di: 1 sec, 250 msec, 100 msec e 20 msec, rispettivamente. In una serie di esperimenti
preliminari era stato notato che pulsi dati a 10 Hz a un intervallo di 3 sec. aveva effetti significativi
nel generare AD. Per tale motivo dopo 90 e 120 minuti dall’ischemia, e 150 e 180 min dal
raggiungimento dei 32°C nei cervelli di controllo, ¢ stato dato anche questo specifico protocollo di

stimolazione.
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REGISTRAZIONI ELETTROFISIOLOGICHE

Le registrazioni extracellulari sono state eseguite per mezzo con microcapillari di vetro riempiti
con NaCl 0.9% (154 mM) a bassa resistenza (5-8 mu diametro delle punte; 5-10 MQ). Questi
microelettrodi sono stati posti a livello della corteccia piriforme (PC) e in tre diverse posizioni del
tubercolo olfattorio (OT): laterale, interno e mediale (lat-OT, int-OT e med-OT rispettivamente,
Fig.14A e 16A). La distanza relativa tra le punte era di 1 mm lungo I’asse latero-mediale, ed ¢
stata mantenuta in tutti gli esperimenti usando come punti di riferimento specifiche strutture
anatomiche: il chiasma ottico, i bulbi olfattori e il tratto laterale olfattorio (LOT).

I potenziali di campo (field potentials, FP) sono stati evocati stimolando il LOT per mezzo di un
elettrodo stimolante bipolare posto a contatto del LOT stesso. Le risposte sono state evocate nella
fase pre-ischemica, ischemica e post-ischemica (Fig. 10). Queste, insieme ai FP, sono stati
acquisiti in DC e amplificate attraverso un amplificatore differenziale multicanale (Biomedical
Enineering, Thornwood, NY, USA). I segnali analogici sono quindi stati digitalizzati attraverso
una scheda A/D (AT-MIO-64E3 National Instrument, Milan, Italy) e analizzati con un software
scritto in LabView dal Dr Gnatkovsky V.

Analisi dati elettrofisiologici

Le modifiche dei FP registrati nel corso dell’esperimento sono state valutate comparando
I’ampiezza della risposta disinaptica (Biella et a., 1995; Suzuki et al., 2012) registrata in
condizioni di controllo, 1 e 2 ore dopo l’occlusione delle ACAs (vd. Risultati e Fig.16). Per
compiere tale analisi la risposta monosinaptica di ciascun FP evocato ¢ stata normalizzata, e dopo
averne allineate 3 all’artefatto di stimolo (Fig. 16A), ne & stato quantificato il loro valore medio
(+SEM; Fig. 16b).

Nel descrivere 1 parametri delle depolarizzazioni peri-infartuali (PID, asterisco in Fig.14B) e le
oscillazioni lente (stella in Fig. 14B) del potenziale extracellulare (very slow shifts, VSS) ¢ stato
considerato come punto di inizio la caduta del potenziale di campo (vd asterisco in Fig. 14B). La
loro durata ¢ stata stimata considerando come punto di fine, il recupero del 90% del potenziale
(mV) registrato prima dell’evento lento. Il valore dell’ampiezza di tali eventi & stato determinato

misurando il valore minimo (mV) raggiunto.

RISONANZA MAGNETICA

Prima di essere tagliati e processati per lo studio neuroanatomico, i cervelli sono stati fissati per
immersione (n= 12), o perfusione (n=3), in una soluzione tamponata di paraformaldeide al 4%
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(Phosphate Buffer 0.1 M; pH= 7.4). I cervelli sono stati posizionati in una falcon (50 mL) e
adeguatamente bloccati, in modo da evitare oscillazioni durante I’acquisizione delle immagini in
MR. A questo proposito ¢ stato utilizzato uno spettrometro RM Bruker (BIOSPEC 70/30 USR;
Ettlingen, Germany) da 7T (30 cm. bore), dotato di un sistema di gradienti schermato e una bobina
di superficie per la trasmissione e la ricezione di radiofrequenze. L uso di preparati fissati in MRi
permette di fare lunghe acquisizioni, senza artefatti di movimento, e quindi aver una miglior
risoluzione delle strutture anatomiche. Le misure del coefficiente di diffusione apparente
(apparent diffusion coefficient, ADC) in cervelli fissati in paraformaldeide, sono caratterizzate da
un valore assoluto pitt basso (D’Arcueil et al., 2007) rispetto a quelle rilevate in vivo. Ma le
differenze relative di tale coefficiente, tra le aree ischemiche e non, permangono (Zucca et
al.,2009; Breschi et al., 2010). L’immagine di riferimento utile alla corretta localizzazione del
campione ¢ stata ottenuta con una sequenza: “3-orthogonal plane gradient echo triplot”. Una volta
localizzata la zona d’interesse, corrispondente a quella dove si ¢ focalizzata 1’indagine
elettrofisiologica (Fig. 14A), sono state scelte diverse sezioni coronali disposte in successione
rostro-caudale. Di queste sono state acquisite prima, le immagini pesate in T2 (RARE factor: 8§,
TE= 39 ms, TR= 4000, inter echo time= 13 ms, FOV= 3x3 cmz, data matrix 256 x 256, slice
thikness= 1 mm) necessarie a visualizzare dettagli morfologici e a scegliere i piani anatomici (n=
15) sui quali calcolare il coefficiente di diffusione. Dopo, quelle pesate in diffusione (diffusion
weighted images, DWI), ottenute con una sequenza spin-echo (TE= 40 ms, TR=7.5 sec), N.A.=1,
ore di acquisizione= 12, spessore della sezione= 1mm; F.O.V.= 3x3 cmz,matrice 128x128, plane
resolution= 234x234 pmz; parametri di diffusione: 6= 12 ms, A= 22 ms, numero delle direzioni di
diffusione= 6, numero delle immagini Ay= 5, 7 b-valori (800, 1500, 2000, 2500, 3000, 3300, 3500
s/mmz). Infine dalle immagini di riferimento (Ag) e da quelle di diffusione sono state computate,
mediante la supervisione della Dott.ssa Ileana Zucca e il Dr. Alfonso Mastropietro, le mappe
parametriche del tensore di diffusione (TrD) utilizzando il software Paravision 5.0 (Bruker,

Ettlingen, Germany).

Analisi delle immagini di risonanza

Al fine di misurare il valore di TrD, sono state selezionate sulle mappe praramteriche alcune
regioni di interesse (region of interest, ROI) di 400 um di diametro. Il valor medio di TrD ¢ stato
calcolato in aree ischemiche e di controllo (Fig. 13A). Sono poi state confrontate tra loro e

condotta un’analisi della varianza (ANOVA), la cui significativita statistica ¢ stata verificata
tramite il test di Tukey (Fig. 13B).
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IMMUNOISTOCHIMICA E COLORAZIONI ISTOLOGICHE

Al termine delle acquisizioni in MR i cervelli sono stati inclusi in paraffina e preparate al
microtomo sezioni da 5 uym. Queste sono state scelte tra il livello stereotassico posto a 14.6 mm
(anteriore) e 13.6 mm (posteriore) dal bregma secondo ’atlante stereotassico del cervello di cavia
(Fig. 12; Luparello, 1967). Le sezioni sono quindi state fatte reagire contro la proteina MAP-2
(microtubule associated protein 2, Breschi et al., 2010; Pastori et al., 2007) e colorate con
I’ematossilina-eosina in modo alternato. Le immagini dei preparati istologici sono state acquisite
per mezzo di un sistema digitale (ScanScope CS Aperio; Nikon, Florence, Italy) per ulteriori

analisi

Microtubule-associated protein - MAP-2

Per evidenziare il danno neuronale & stata ricercata 1’espressione di una proteina ancillare dei
microtubuli (MAP-2 Microtuble Associate Protein). Le sezioni in free-floating sono state scelte in
base alla presenza della lesione in corrispondenza dell'area di elettrocoagulazione che identifica
I'emisfero opposto a quello dal quale si € registrato. In questo modo sono state studiate le fettine
corrispondenti alle aree di cui era stata registrata la funzionalita cerebrale (Fig. 11A, B e 12A).
Dopo esser state incubate in H,O, (1%) diluita in PB per 10 minuti al fine di inattivare le
perossidasi endogene, le sezioni sono state messe in una soluzione contente NHS (Normal Horse
Serum) al 10% e Tritonx-100 0.2% diliuiti in PBS per 5 ore. In seguito le sezioni sono state
lasciate una notte a temperatura di 4.0° C con I’anticorpo primario monoclonale di topo anti-MAP2
(Bio-Optica, Fremont, CA, USA) diluito 1:1000 in 1% NHS.

Al fine di rilevare il legame antigene anticorpo primario, le sezioni sono state incubate per 75
minuti in un anticorpo secondario prodotto in cavallo anti-topo biotilinato (1:200, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) diluiti in NHS 1%. E’ stato poi esguito il protocollo
dell’avidina-biotina (1:2000, ABC kit Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)
perossidasi per 75 min. Come cromogeno ¢ stata utilizzata la 3,3’diaminobenzidina
tetraidrocloruro (DAB; Sigma, St.Louis, MO,USA) 0,075% in tampone Tris-HCI 0.05 M, ph 7.3,
con aggiunta di H,O, (0.02%). La DAB una volta ossidata dall’enzima perossidasi, dimerizza,
formando precipitati marroni.

In esperimenti precedenti era stata verificata la specificita dell’anticorpo anti-MAP-2, omettendo
I’anticorpo primario, e non era stata evidenziata alcuna colorazione anche quando ¢ stato utilizzato
un siero normale (BSA, 1:100).

Al fine di valutare I’estensione del danno ischemico, sono state scelte, e acquisite per mezzo di un
sistema digitale (ScanScope CS Aperio; Nikon), sezioni corrispondenti alle immagini coronali

acquisite con la MR. Le immagini digitali sono state prima convertite in immagini in scala di
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grigio (8 bytes), e quindi una volta normalizzati i valori di grigio corrispondenti alle aree

preservate, le aree ischemiche sono state delineate per sottrazione (Fig.12B).

Ematossilina-eosina

Il medesimo campione utilizzato per la reazione di immunoistochimica, ¢ stato utilizzato per
ottenere sezioni sottili (5 um) al microtomo. A tale scopo i preparati sono stati lavati in acqua
corrente e disidratati in una scala ascendente di alcoli (70-80-90-95-100% due cambi almeno di tre
ore ciascuno), in cloroformio e inclusi in paraffina. Sono state quindi ottenute al microtomo
sezioni rostro caudali delle cortecce olfattive attigue a quelle immunoreagite contro la MAP-2,

raccolte su vetrini, e colorate con ematossilina eosina (Hematoxylin and eosine, H&E).
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RISULTATI

Le registrazioni elettrofisiologiche sono state condotte per tutto I’esperimento: prima, durante e
dopo 'occlusione delle ACAs. Al termine, una volta fissati i cervelli, questo sono stati utilizzati
per acquisire le immagini di risonanza e infine processati per le colorazioni istologiche e le
reazioni di immunoistochimica (Fig. 10).

DEFINIZIONE ISTOLOGICA E ANATOMICA (MR) DELLE AREE ISCHEMICHE

N

L’estensione dell’area ischemica ¢ stata quindi valutata confrontando le informazioni ottenute
dall’analisi istologica con quella fornita dall’'MRi. L’area infartuata, che comprende la regione
ventro-mediale del nucleo accumbens (shell of nucleus accumbens, SNA) e la corteccia dei
cingoli, ¢ caratterizzata dall’assenza di segnale nelle sezioni immunistologiche (Fig. 11A e 12A).
La riproducibilita dell’area danneggiata dall’occlusione delle ACAs ¢ illustrata nella Fig. 11, dove
sono state sovrapposte le aree ischemiche delineate da fettine preparate da sette diversi
esperimenti.

A B

Figura 11. (A) Immagini a bassa risoluzione di due sezioni immunoistochimiche (MAP-2), ottenute da piani
stereotassici diversi. Barra di calibrazione= 1 mm. (B) Ricostruzione e sovrapposizione delle aree prive di
segnale MAP-2, ricavate da diverse sezioni (n° esperimenti = 7) tutte ottenute al medesimo piano coronale
dei riferimenti in (A). L’intensita di grigio (vd scala a fianco) indica il numero di sovrapposizioni. L’area piit
scura rapresenta |’ estensione media del core ischemico nei diversi esperimenti.

Le immagini parametriche del tensore (TrD), hanno permesso di valutare il danno cellulare
(Breschi et al., 2010).
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Nelle corrispondenti sezioni colorate con 'H&E, le stesse strutture presentano un parenchima
vacuolizzato e ricco di cellule eosinofile, raggrinzite e dal soma triangolare (H&E in Fig. 12B e
H). Le regioni circostanti, la PC e I’OT superficiale quindi, appaiono preservate dal punto di vista
strutturale, di fatto il segnale immunoistochimico e la colorazione istologica sono inalterate (Fig.
12D e G).

A MAP-2

lat OT /
int OT med OT -

Figura 11. Modifiche strutturali successive all’occlusione delle ACAs. In alto (A) fotomicrografia di una
sezione immunoreagita contro la MAP-2, ’area ischemica appare chiara e centrale (PC= corteccia
piriforme; OT= tubercolo olfattorio laterale, interno e mediale). A fianco (B) la sezione attigua alla
precedente ma colorata con H&E. (C, F) Ingrandimenti del OT mediale. (D, E) Dettagli del OT mediale nei
quali sono visibili neuroni normali e un neuropilo fitto (D). In (E) invece le cellule appaiono intensamente
marcate al bordo della regione ischemica. Nelle sezioni colorate con H&E gli strati superficiali del med-OT,
appaiono normalmente colorati (G), mentre gli strati piu profondi, prossimi alla SNA, sono presenti neuroni
eosinofili e raggrinziti, immersi in un neuropilo spongiforme (H). Barre di calibrazione 1 mm in A e B; 100
um nelle restanti immagini

Gli strati piu profondi del tubercolo olfattorio mediale, quelli che limitano 1’area ischemica
propriamente detta, sono costellati da neuroni, i quali presentano una colorazione iperintensa a
livello dei soma e dendriti prossimali (pannello di destra nella Fig. 12E). Questo, come descritto in

Breschi (2010) e Pastori (2007), ¢ un segno distintivo della penombra
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Le ROI sono state quindi posizione nel SNA (core ischemico) e sulle cortecce dalle quali sono
state eseguite le registrazioni elettrofisiologiche (PC e med-OT; Fig 13A). Dopo 2 ore di ischemia,
il valore di (TrD) misurato ¢ significativamente ridotto in SNA rispetto a quanto riscontrato nelle
cortecce olfattive (Fig. 13B; p<0.005, Tukey test; n= 9). Tra la PC e med-OT non vi ¢ invece
alcuna differenza in termini di coefficiente di diffusione (Fig. 13B). Infine le aree caratterizzate da

un segnale MR ipointenso (core ischemico), si sovrappongono alle zone prive di immunoreattivita

(Fig. 11A e 12A).

A B LN

Tr (D) ( um/sec)

PC  medOT  SNA
Figura 13. Le aree ipointense visibili nelle immagini di MR (A) corrispondenti alle sezioni istologiche (vd
Fig. 11), hanno identificano ’area ischemica. I cerchi bianchi identificano la posizione delle ROI utilizzate a
quantificare il valor medio del TrD nei diversi esperimenti. Barra di calibrazione: 1 mm. Nell’istogramma a
fianco(B), sono confrontati tali valori (£SD, n= 9) misurati nelle diverse strutture. L’asterisco denota una

differenza statisticamente significativa.
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CORRELATI ELETTROFISIOLOGICI DELL’AREA DI PENOMBRA

A seguito dell’evento ischemico sono state registrate due diverse tipologie di depolarizzazioni
extracellulari: le depolarizzazioni peri-infartuali (PID; vd. asterischi in Fig. 14B), e i very slow
shifts (VSS; vd. stelle in Fig.14B). I primi sono eventi del tipo tutto o nulla, consistono in rapide e
transitorie cadute del potenziale extracellulare, la cui durata & riproducibile (in PC= 5.77 +0.77
min; in lat-OT= 4.33 +0.53 min.; Figs. 14B e 15C), e si propagano al tessuto circostante a una
velocita di 0.75 mm/min (Breschi et al., 2010). I VSS invece sono caratterizzati da una caduta di

potenziale molto lenta, che propaga a 0.33 mm/min, ma che non torna al potenziale DC iniziale.
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Figura 14. Eventi elettrofisiologici successivi all’occlusione delle ACAs. In (A) la posizione degli elettrodi
registranti e stimolanti (Stim.) é evidenziata sulla superficie ventrale del cervello di cavia. Questi sono poi
riportati sulla sezione istologica (H&E) sottostante. In (B) sono raffigurate le diverse oscillazioni lente del
FP registrate nelle diverse cortecce a seguito dell’evento ischemico (area ombreggiata.). L’inizio delle PID e
dei VSS sono indicati da asterischi e stelline rispettivamente.

Entrambi i fenomeni non si son mai ripetuti all’interno dello stesso esperimento. Inoltre VSSs
sono stati osservati pitl frequentemente nella porzione mediale dell’OT, mentre le PIDs nella PC e
nel 1at-OT (Fig. 14B e 15A). Solo in un caso, a livello dell’int-OT, & stata registrata una PID

(inizio= 4.9 min; ampiezza= 17.7mV; durata= 3.5 min.; vd. Asterisco in Fig.14). Dopo
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I’occlusione dei vasi, le PID sono comparse piu tardivamente rispetto ai VSS (PC= 11.13 £3.13
min; lat-OT= 12.81 +5.11 min; vs. int-OT= 6.48 +0.3 min, med-OT= 3.36 +0.7 min; Fig. 15A).
Anche I’ampiezza massima dell’oscillazione ¢ un elemento distintivo tra i due eventi. Nelle PID ¢
stato calcolato un valore mediamente maggiore (PC= 17.66 £3.74 mV; lat-OT= 14.89 +4.37 mV)
rispetto a quello osservato nei VSS (int-OT= 10.33 £3.47 mV, med-OT= 6.76 +.24 mV; Fig. 15B).
La scomparsa dei potenziali evocati solo durante le PID, ma non i VSS, potrebbe indicare una
differenza nei meccanismi che sottostanno a questi eventi. L’incapacita delle cellule di rispondere
ad uno stimolo elettrico & anche distintivo delle spreading depressions (SDs, Herreras e Somjen,
1993; Canals et al., 2005). Nell’80% degli esperimenti, vi & stata solo una transiente riduzione (ca.

50%) nell’ampiezza dei FP, durante i VSS (dati non mostrati).
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Figura 15. In A, B e C sono quantificatele varie caratteristiche che differenziano i due fenomeni lenti
osservati, PIDs e VSSs. L’inizio (onset), la durata e I’ampiezza delle oscillazioni sono calcolate prendendo
come riferimento la caduta netta del potenziale di campo. I loro valori medi (£SEM) sono quindi distinti in
base al sito di registrazione.

MODULAZIONE DELL’ECCITABILITA NEURONALE NELL’AREA DI PENOMBRA

Le registrazioni, eseguite in continuo, hanno permesso di monitorare e studiare anche i cambi
nell’eccitabilita nelle cortecce olfattive (PC e OT) nelle fasi acute post ischemiche. E’ stato quindi
usato come paradigma sperimentale il paired pulse (PP) per determinare eventuali cambiamenti
nei circuiti inibitori determinati dall’occlusione delle ACAs. Nelle cortecce olfattive, le risposte
evocate stimolando il LOT, sono caratterizzate da un potenziale monosinaptico (latenze
dall’artefatto del secondo stimolo: PC= 7 +0.8 msec; lat-OT= 7.0 £1.8 msec; med-OT= 9.4 £2.6
msec) seguito da una componente disinaptica (latenze dall’artefatto del secondo stimolo: PC= 15.4
+1.3 msec; lat-OT= 14.8 £1.7 msec; med-OT=18 +2.3 msec). L’ampiezza di quest’ultima dipende
sia dall’intensitd dell’input monosinaptico sia dall’efficacia di proiezioni inibitorie ricorrenti
(Tseng & Haberly, 1988; Biella & de Curtis, 1995; Carriero et al., 2009). Intervalli di tempo tra i
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due stimoli, inferiori a 70 msec, evidenziano 1’input inibitorio nella risposta condizionata nella PC
(Biella e de Curtis, 1995). Per poter misurare il solo effetto dell’attivita inibitoria sulla risposta
disinaptica, i valori (mV) del potenziale condizionato, sono stati normalizzati (vd. FP riportati in
Fig.16A). 1l rapporto percentuale tra il valore medio (n= 3) delle risposte associative, misurato in
diverse fasi del periodo post-ischemico (60 min e 120 min) e il valor medio (n= 3) di riferimento,
calcolato nel periodo pre ischemico, ha permesso quantificare le variazioni nell’efficacia dell’input

inibitorio nei diversi siti di registrazione (Fig.16A e B).
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Figura 16. Modulazione dei potenziali sinaptici evocati nei tessuti peri ischemici. La posizione degli elettrodi
registranti sulla superficie ventrale del cervello ¢é indicata nello schema posto a sinistra in A. A fianco le
tracce normalizzate rappresentano il valor medio (n= 3) delle riposte evocate in PC da uno stimolo appaiato
(paired pulse). Queste sono state registrate in tre momenti diversi (prima, 60 min. e 120 min dopo
locclusione delle ACAs). Il pallino nero e quello bianco rappresentano le componenti mono e di-sinaptica
della risposta condizionata. In B l'istogramma riporta i valori medi (+SEM) percentuali del potenziale
associativo misurato in PC, lat-OT e med-OT nei diversi periodi post-ischemici. Nei cervelli di controllo, il
medesimo rapporto (barre bianche) é stato calcolato dopo 120 min dal raggiungimento dei 32°C (vd.
risultati)

La stessa metodica ¢ stata applicata ai potenziali registrati nei cervelli di controllo (n= 3), usando
come valori di riferimento la media dei potenziali registrati a un’ora dal raggiungimento dei 32 °C
(vd Materiali e metodi), e di confronto la media dei valori misurati 60 min. dopo.

L’analisi statistica ha mostrato un aumento transiente delle risposte disinaptiche registrate a 60
min.(colonne grigie nell’istogramma di Fig. 16B) dall’occlusione nella PC (n= 8) rispetto ai
controlli (n= 3; Fig. 16B). Questa riduzione nell’input inibitorio non & pero stato osservato in lat-
OT (n= 8). Il tubercolo mediale, nello stesso periodo, ha mostrato una riduzione significativa del
rapporto, ovvero un aumento dell’efficacia inibitoria (unpaired #-test, p< 0.05; Fig. 16B). Dopo
120 minuti (colonne nere in Fig. 16B) i valori del rapporto tra risposta condizionata pre- e post-
ischemica, sono tornati ad essere equiparabili (unpaired t-test > 0.05).

In seguito all’ischemia cerebrale non ¢ mai stata registrata alcuna attivita interictale né ictale nelle

cortecce olfattive. Sono stati quindi usati due protocolli di stimolazione a bassa (LFS) e alta (HFS)
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frequenza per verificare se il tessuto peri-ischemico risultasse pili propenso a sviluppare un’attivita
epilettiforme rispetto a condizioni sperimentali di controllo. I treni di pulsi dati a 1, 4, 10 e 50 Hz,
non sono stati in grado di indurre AD, neanche dopo 2 ore dall’occlusione.
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Figura 17. Caratteristiche del’attivita epilettiforme evocata durante [’evento ischemico. (A) L’attivita
sincrona (AD) evocata da treni di pulsi a 10 Hz dati ogni 3 sec(HFS), é organizzata a bursts. I grafici a barre
(B, C) riportano il numero medio (+SEM) e il loro decorso temporale. In D invece ¢ rappresentata la
[frequenza con cui gli AD sono stati registrati a 90 e 120 min dall’ischemia.

N

Quando il LOT ¢ stato stimolato con treni di 10 Hz separati da 3 sec., ¢ stata frequentemente
registrata un’attivita polimorfica organizzata a bursts sia a livello della PC che di tutto il tubercolo,
sia nei cervelli di controllo (Fig. 17A). Sono state misurate diverse caratteristiche che descrivono
questi AD, nei cervelli trattatati (n=9), prima e dopo I’ischemia, e in quelli di controllo (n=3) dopo
90 e 120 min dal raggiungimento dei 32°C. La frequenza e la durata di questi AD non sono
risultate significativamente diverse (unpaired #-fest; p >0.05) tra i vari gruppi considerati e punti di

registrazione (Fig. 17C e D), cosi anche il numero di bursts (Fig. 17B) che compone ciascun AD.

80



DISCUSSIONE

In questo lavoro sono stati descritti i cambiamenti nell’eccitabilita conseguenti ad un insulto
ischemico indotto nel modello del cervello isolato di cavia. In queste condizioni sperimentali, sono
quindi esclusi per definizione, variabili sistemiche o complicazioni di tipo emorragico. Il danno
provocato dall’occlusione delle arterie cerebrali anteriori ¢ riproducibile, e coinvolge strutture
profonde quali il nucleo accumbens, nella sua porzione ventrale, e la corteccia dei cingoli. In
queste aree sono state osservate, per mezzo della MR, modificazioni strutturali confermate poi
dalle sezioni istologiche. Queste hanno presentato le tipiche caratteristiche che definiscono il core
ischemico (Dijkhuizen et al., 1999; Lipton, 1999; Pastori et al., 2007; Breschi et al., 2010). E sono:
la presenza di un neuropilo dall’aspetto spongioso, di cellule dall’aspetto raggrinzito e
ipercromico, la mancanza di immunoreattivita contro la proteina MAP-2. Al limitare di quest’area,
verso gli strati profondi dell’OT mediale, cosi come tra la corteccia dei cingoli e quella
somatoestesica, invece sono state osservate cellule intensamente reattive contro la MAP-2 a livello
del soma e dei dendriti prossimali, ma prive di vacuoli intorno (Pettigrew et al., 1996; Breschi et
al., 2010). Le restanti parti del tubercolo e la corteccia piriforme sono risultate preservate dal punto
di vista strutturale. Sulla base quindi dei dati morfologici e di imaging, ¢ stato quindi concluso che
le aree olfattorie considerate in questo lavoro rappresentano la regione di penombra ischemica.

Le arterie cerebrali anteriori perfondono I’OT, ma nonostante cid questa regione, nei nostri
esperimenti, non ha presentato danni evidenti ischemici. Questo puo essere dovuto alla presenza di
anastomosi presenti tra i vasi leptomeningei, I’arteria cerebrale media e quelle anteriori (Brozici et
al., 2003). Attraverso questi rami collaterali il flusso sanguigno pud muoversi in entrambe le
direzioni secondo le richieste metaboliche di ciascun territorio vascolare (Shih et al., 2009). In
studi fatti sui primati (Schwartze e Pile-Spellman, 2011) sono state evidenziate, tramite MRi, solo
piccole aree corticali ischemiche a seguito dell’occlusione dell’ACA. E’ stata suggerita, come
ipotesi, la possibilita che questa rete anastomotica, rappresentata da vasi piali, abbia potuto
vicariare la mancata perfusione da parte del vaso ischemico e quindi ridurre il danno cellulare.

Le PIDs possono essere indotte da diversi stimoli nocivi, sia meccanici che chimici. Le lente
oscillazioni del potenziale extracellulare che si generano in seguito, sono sostenute dalla netta
depolarizzazione delle membrane cellulari, neuronali e gliali (Somjen, 2004). Se il tessuto
cerebrale non ¢ in grado di restaurare i gradienti ionici tipici delle cellule, le PIDs evolvono in
depolarizzazioni ischemiche persistenti (Mies et al., 1993; Hossmann, 1996; Dreier, 2011). La
regione di penombra e quella di core, possono essere differenziate dal punto di vista
elettrofisiologico (Breschi et al., 2010; Dreier, 2011). Le PIDs, brevi (4-10 min) e transienti, sono
tipiche dell’area di penombra, mentre nel core sono registrate cadute di potenziale piut durature
(>30 min; Nallet et al., 1999; Breschi et al., 2010; Dreier, 2011). Nel corso dei due eventi, inoltre,
si ha la completa abolizione di eventi sinaptici, evocati o spontanei (Somjen, 2001; Dreier, 2011).

Il lavoro condotto ha dimostrato che le cortecce olfattive (PC e OT), presentano fenomeni lenti
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diversi. Nella PC e nel 1at-OT, sono apparse esclusivamente PIDs associate alla completa ma
temporanea, depressione nella funzionalita sinaptica. La loro presenza e variabilita nei tempi di
manifestazione, suggerisce che siano fenomeni propagati dal core ischemico (Breschi et al., 2010).
E quindi le PIDs, confermano 1I’ipotesi, che la PC e il tubercolo olfattorio rappresentino la
penombra.

Nel tubercolo mediale, la presenza di oscillazioni lente e poco ampie (VSS)correlata alla riduzione
ma non alla scomparsa delle risposte evocate, suggerisce I’ipotesi che questi VSS siano eco di un
fenomeno generato pit in profonditd. Nel sottostante accumbens, definito parte del core
ischemico, potrebbero essersi manifestate delle depolarizzazioni ischemiche, le quali generano
forti correnti extracellulari. Il potenziale di campo associato potrebbe essere stato condotto
passivamente verso il med-OT (ephaptic coupling; Jefferys et al., 1982). La riduzione nel med-OT
delle risposte evocate, registrate durante i VSS, potrebbe essere un epifenomeno della
depolarizzazione incompleta delle cellule piramidali profonde del tubercolo mediale. Di fatto, in
studi eseguiti su fettine ippocampali (Canals et al., 2005), nelle quali venivano indotte
chimicamente spreading depolarizations (SD), & stato possibile osservare che, durante le SD,
s’instaura un gradiente di depolarizzazione lungo I’asse longitudinale dell’albero dendritico. E
all’apice di quest’ultimo ne ¢ stato registrato il valore piu basso.

In una parte degli esperimenti, la stimolazione data da due pulsi appaiati e sufficientemente vicini
(40 msec), ha mostrato un aumento dell’efficacia inibitoria nel med-OT. Sempre in questa regione,
la stimolazione ad alta frequenza, ha evidenziato una maggior resistenza all’instaurarsi di
un’attivita epilettiforme. Queste differenze rispetto ai controlli, sono risultate essere non
significative e non durature. Nell’area di penombra indotta in questo modello sperimentale, non ¢
pertanto possibile dire che vi sia stato, nelle fasi acute dell’ischemia, una modificazione stabile
nell’eccitabilita neuronale. Diversi studi hanno mostrato come a seguito di un insulto ischemico, si
siano verificati significativi cambiamenti a carico degli input sinaptici eccitatori e inibitori. Questi
sono stati indicati come possibili meccanismi implicati nella morte cellulare selettiva (Luhmann et
al., 1995). Dopo aver esposto delle fettine ippocampali a brevi periodi di anossia e deprivazione di
glucosio, & stata costatata in CA1, la morte di cellule principali. In tal caso sono stati considerati
come responsabili i meccanismi di eccitotossicita attivati da recettori N-metil-D-aspartato
(NMDA) e calcio-dipendenti e (Pulsinelli et al., 1982; Krantic et al, 2005).

Nello striato, i neuroni large aspiny e molti degli altri interneuroni GABAergici, per esempio i
nitric oxide synthase, rimangono intatti e funzionali anche dopo 24 ore di ischemia. Invece i
neuroni medium spiny non sopravvivono all’insulto ischemico, gli autori (Li et al., 2009), hanno
quindi concluso che cio ¢ dovuto sia al fatto che i neuroni MS ricevono un maggior numero di
proiezioni glutammatergiche, sia ad un’aumentata attivita GABAergica sulle restanti popolazioni
neuronali che compongono lo striato.

In alcuni dei pochi lavori che si sono occupati di studiare le caratteristiche elettrofisiologiche

dell’ischemia cerebrale in vivo, hanno riscontrato delle anomalie EEG nelle due ore successive
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all’evento occlusivo (Lu et al., 2001; Hartings et al., 2003). Nei topi la percentuale che presenta
crisi epilettiche acute ¢ dell’80%, quando viene applicato il modello di occlusione intraluminale
della MCA, e di 17,5% quando I’endotelina applicata sul vaso. Tuttavia la percentuale che
sviluppa un’epilessia cronica ¢ rispettivamente dello 0% e del 3.6% dei casi (Karhunen et al.,
2005). Nel nostro modello in vitro, di occlusione delle ACAs, non abbiamo mai registrato alcuna
attivita epilettiforme.

Vi ¢ la possibilita che in vivo, i fenomeni di ipereccitabilita siano imputabili ad eventi patologici
indipendenti dall’ipossia cerebrale. In studi epidemiologici ¢ stato stimato che il 2.3-14% dei
pazienti soffre di una crisi epilettica precoce dopo un’ischemia occlusiva (So et al., 1996; Bladin et
al., 2000; Lamy et al., 2003; Szaflaraski et al., 2008), mentre sale 4.2-28% la percentuale dei
soggetti vittime di un’emorragia cerebrale (intreacerebral hemorrage THC; Kilpatrick et al., 1992;
Passero et al, 2002; Vespa et al., 2003). Dal punto di vista statistico, quindi, I’emorragia
rappresenta un indizio prognostico sfavorevole (Bladin et al, 2000; Silverman et al., 2002).

Si pud quindi considerare che elementi rilasciati dal sangue e venuti a contatto col parenchima
cerebrale, ne alterino il suo equilibrio biochimico e favoriscano I'insorgenza di eventi ictali
(Dreier, 2011). Prodotti di degradazione del sangue, quali I’emosiderina, possono provocare
un’infiammazione focale capace di scatenare un eccesso epilettico, e quindi spiegare la maggior
incidenza di crisi in pazienti emorragici rispetto a quelli ischemici (Baldin et al., 2000). Infine
Ieffetto epilettogenico dell’emosiderina pud essere paragonato a quello osservato nel modello
animale di epilessia provocato dalla deposizione di sali di ferro sulla corteccia cerebrale
(Willmore, 1990; Kucukkaya et al., 1998).

Durante un’emorragia si ha anche ’estravasazione e infiltrazione di neutrofili e macrofagi nel
tessuto cerebrale, I’attivazione della microglia e degli astrociti e quindi la sintesi e il rilascio si
fattori pro infiammatori comprese citochine, specie reattive dell’ossigeno e metalloproteasi che
possono indurre un aumento dell’eccitabilita neuronale (Vezzani et al., 2011; Librizzi et al.; 2012).
Infine vi ¢ anche da considerare che durante un’ischemia, la barriera ematoencefalica (blood brain
barrier, BBB) subisce un danno, il quale porta ad eventi paragonabili a quelli appena descritti, e
quindi scatenare di per sé un fuoco epilettogeno (Janigro et al., 1999; Marchi et al., 2007; Tomkins
et al., 2007; van Vilet et al., 2007).

Questi dati supportano 'ipotesi che eventi mediati da elementi del sangue abbiano un ruolo
determinante nella genesi delle crisi epilettiche acute a seguito di un ischemia emorragica
cerebrale. Mentre, 1’anossia e i fenomeni elettrofisiologici lenti, non sembrano essere implicati

nell’aumento dell’eccitabilita neuronale nella fase acuta di un evento ischemico di tipo occlusivo.
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ABBREVIAZIONI

ACAs= anterior cerebral arteries

ACAo= anterior cerebral arteries occlusion

ADC = apparent diffusion coefficient

DAB = 3.3-diamino-benzidine-tetrahidrochloride

DPX = dibutyl phtalate xylene

DWI = diffusion weighted immagine

FP = field potential

H&E = Hemaoxylin and Eosin

HFS= high frequency stimulation

ID = ischemic depolarization

LFS= low frequency stimulation

MAP-2 = microtubule associated protein (2)

MCA (o) = medial cerebral artery (occlusion)

MRi= magnetic resonance imaging

P1, P3, P3= protocols of occlusions: ¥2 h + 2 reperfusion; 1h + 1h reperfusion and 3h (no
reperfusion) respectively

PC(c) = piriform cortex (controlateral)

PID = perinfarct depolarization

OD-= densita ottica

OT 1, 2, 3, (c) = olfactory tubercle laterale interno mediale, controlaterale

Tr(D)= diffusion tensor trace
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