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RIASSUNTO 

Negli ultimi tempi, l’abuso di steroidi androgeni anabolizzanti (SAA) non è più confinato 

soltanto al mondo degli atleti professionisti, ma è ampiamente diffuso anche tra la 

popolazione comune, soprattutto tra body builders e frequentatori di palestre che sono 

alla ricerca di un modo facile e veloce per aumentare la massa muscolare e scolpire il 

proprio fisico. Inoltre, dati recenti indicano che l’utilizzo di SAA è un fenomeno in 

espansione soprattutto tra gli adolescenti, dove si assiste ad una prevalenza d’uso di circa 

il 4-6%. A dispetto di ciò, gli studi che valutano l’associazione tra l’utilizzo di SAA ed il 

successivo sviluppo di disordini psichiatrici, soprattutto a lungo termine, sono ancora 

pochi ed inconclusivi, anche a causa delle intrinseche limitazioni degli studi osservazionali 

sull’uomo. 

Sulla base di queste premesse, nella presente tesi ci siamo proposti di valutare in modo 

approfondito gli effetti di un trattamento cronico con nandrolone decanoato, uno tra i più 

noti e abusati SAA, sul comportamento emotivo in un modello animale. Per valutare 

l’esistenza di una maggiore vulnerabilità agli SAA nell’adolescenza, gli esperimenti sono 

stati condotti sia su animali adulti (70 PND) che adolescenti (40 PND). A tale scopo, ratti 

maschi Sprague-Dawley sono stati trattati per 14 giorni consecutivi con nandrolone 

decanoato (15mg/kg) o con rispettivo veicolo. A differenti intervalli di tempo dall’ultimo 

trattamento (24 ore, 7, 14 e 21 giorni) sono poi stati condotti diversi test 

comportamentali come il test del nuoto forzato, il test di preferenza al saccarosio, l’open 

field test e l’elevated plus maze test per valutare la presenza di alterazioni nel 

comportamento emotivo, ed il test di riconoscimento del nuovo oggetto per identificare 

la presenza di deficit cognitivi.  

Negli animali trattati con nandrolone durante l’adolescenza si riscontrano alterazioni 

comportamentali che riguardano sia la sfera emotiva che cognitiva, a suggerire la 

presenza di un complesso fenotipo simil-depressivo. Sono presenti infatti disperazione 

comportamentale ed anedonia, comportamenti ansiosi ed un deficit nella memoria di 

riconoscimento. Alcuni segni compaiono immediatamente dopo la sospensione del 

trattamento, altri si presentano alle tempistiche successive. Il fenotipo presenta la 

maggiore intensità 14 giorni dopo l’ultimo trattamento e poi si riduce senza mai 

scomparire completamente. Le indagini biochimiche sono state condotte nel periodo di 
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maggiore intensità, cioè 14 giorni dopo l’ultima somministrazione. In particolare abbiamo 

monitorato markers cellulari/molecolari coinvolti nella modulazione del comportamento 

emotivo quali i livelli di p-CREB, BDNF e dinorfina A in aree cerebrali importanti per le 

emozioni e la memoria, quali corteccia prefrontale, nucleus accumbens, ippocampo ed 

amigdala. Abbiamo inoltre valutato la presenza di alterazioni nella proliferazione cellulare 

nel giro dentato dell’ippocampo e nel volume dell’ippocampo dorsale, parametri ritrovati 

alterati sia in modelli animali di depressione che in pazienti depressi. Infine, è stata 

valutata la presenza di alterazioni a carico dei sistemi neurotrasmettitoriali serotonergico 

e noradrenergico.  

I correlati biochimici del quadro simil-depressivo presente negli animali adolescenti 

esposti al nandrolone decanoato sono rappresentati da un incremento dei livelli di p-

CREB nel nucleus accumbens, nell’amigdala e nell’ippocampo dorsale. E’ presente inoltre 

una significativa riduzione della proliferazione cellulare nel giro dentato dell’ippocampo 

accompagnato da una riduzione del volume dell’ippocampo. Infine l’analisi dell’attività 

monoaminergica ha mostrato una riduzione dell’attività dei neuroni serotonergici ed un 

incremento dell’attività dei neuroni noradrenergici.  

Questo complesso fenotipo simil-depressivo non si evidenzia invece quando il 

trattamento con nandrolone decanoato viene eseguito in età adulta, a suggerire una 

specifica vulnerabilità del cervello adolescente agli effetti avversi dello steroide. 

Poiché recentemenre è stato dimostrato il coinvolgimento del sistema degli 

endocannabinoidi nell’eziopatogenesi della depressione e dei disturbi d’umore, il secondo 

scopo della presente tesi è stato quello di valutare possibili alterazioni in alcuni 

componenti di tale sistema dopo trattamento cronico con nandrolone decanoato. In 

particolare, sono stati effettuati saggi di binding per evidenziare alterazioni nella densità e 

funzionalità del recettore cannabinoide CB1 nelle aree cerebrali in cui è maggiormente 

espresso. Il trattamento con nandrolone in adolescenza induce una riduzione della 

densità recettoriale nella VTA e nel cervelletto, e della sua funzionalità nel nucleus 

accumbens e cervelletto, suggerendo quindi la presenza di un ipotono 

endocannabinoidergico in queste aree cerebrali. Quando lo stesso trattamento viene 

eseguito in età adulta, non si riscontrano alterazioni nella funzionalità del recettore CB1 in 

nessuna delle aree considerate, ma solo una lieve riduzione di densità nella VTA e 

nell’amigdala.  
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Data la presenza di un ipotono del sistema endocannabinoide nel fenotipo simil-

depressivo indotto dal trattamento con nandrolone in adolescenza, abbiamo voluto 

valutare se incrementando i livelli di anandamide, uno dei principali endocannabinoidi, 

fosse possibile recuperare tale fenotipo. A tale scopo, ratti maschi adolescenti, alla fine 

del trattamento con nandrolone, sono stati trattati per 3 settimane con URB597, inibitore 

dell’enzima FAAH, principale enzima degradativo dell’anandamide, alla dose di 0.3 mg/kg. 

A partire dalla seconda settimana di trattatamento con URB597, gli animali sono poi stati 

monitorati dal punto di vista comportamentale. Il trattamento con URB597 recupera 

completamente le alterazioni comportamentali indotte dallo steroide. Diversamente, i 

parametri biochimici ed elettrofisiologici alterati dal trattamento con nandrolone 

vengono recuperati solo parzialmente.  

Infine, poiché la Cannabis è la sostanza illegale più abusata dagli adolescenti, è molto 

probabile un concomitante uso di SAA e Cannabis nella popolazione adolescenziale. 

Ultimo scopo della presente tesi è stato quindi quello di studiare l’effetto di un co-abuso 

tra nandrolone e THC, il principale ingrediente psicoattivo della Cannabis, in ratti maschi 

adolescenti. Gli animali sono stati esposti ad un co-trattamento con nandrolone 

decanoato alla dose di 15 mg/kg (i.m) e THC alla dose di 5 mg/kg (i.p.) per 14 giorni 

consecutivi. Ventiquattro ore dopo la fine del co-trattamento i ratti sono stati sottoposti 

al test del nuoto forzato ed al test dell’elevated plus maze per valutare la presenza di 

alterazioni nel comportamento emotivo. I risultati ottenuti indicano che quando lo 

steroide viene co-somministrato con THC si assiste al recupero dei comportamenti simil-

depressivi ed ansiosi indotti dal solo nandrolone. Le analisi a livello biochimico hanno 

evidenziato solo un probabile recupero, da parte del THC, di una tendenza all’incremento 

nel numero di cellule pCREB immunoreattive nel nucleus accumbens indotto dal 

nandrolone. 

La presente tesi dimostra che l’esposizione cronica a nandrolone decanoato in età 

adolescenziale porta all’instaurarsi di un complesso fenotipo simil-depressivo 

caratterizzato da severe alterazioni comportamentali, biochimiche ed elettrofisiologiche. 

Il sistema endocannabinoide sembra essere coinvolto nella espressione di questo 

fenotipo ed infatti la sua modulazione è in grado di recuperare le alterazioni 

comportamentali indotte dall’esposizione allo steroide, anche se rimane tutt’ora da 

chiarire attraverso quali meccanismi molecolari.   
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INTRODUZIONE 

Gli steroidi androgeni anabolizzanti (SAA) 

Gli steroidi androgeni anabolizzanti (SAA) sono sostanze sintetiche derivate dall’ormone 

maschile testosterone. Gli SAA presentano sia effetti anabolici ovvero provocano la 

crescita dell’apparato muscolo-scheletrico, sia effetti androgeni come lo sviluppo di 

caratteristiche sessuali maschili. E’ stato necessario un lungo periodo di studi e ricerche 

per chiarire la loro natura, origine e meccanismo d’azione. Nel 1889, il fisiologo e medico 

Charles E. Brown-Séquard (1818–1894) riportò la prima evidenza indiretta dell’azione 

androgenica a seguito di auto-iniezioni di estratti testicolari di cane e porcellino d’india 

(Brown-Séquard, 1889). Solo 50 anni più tardi però, nel 1935, venne per la prima volta 

isolato e caratterizzato il testosterone (David et al., 1935). Nello stesso anno Butenet e 

Ruzicka, indipendentemente, sintetizzarono il testosterone. Entrambi ricevettero il Nobel 

per la chimica nel 1939 per il loro lavoro. 

Il testosterone è il principale erogeno circolante nell’organismo, è una molecola formata 

da 19 atomi di carbonio disposti in 4 anelli idrocarburici ed è sintetizzato per il 95% nelle 

cellule di Leydig a partire dal colesterolo. La sua sintesi coinvolge diversi passaggi, il primo 

dei quali consiste nel trasferimento del colesterolo nella membrana mitocondriale interna 

da parte della proteina regolatrice della steroidogenesi acuta (StAR) ed il successivo 

clivaggio della catena laterale da parte del citocromo P450scc (Stocco et al.,1996). Questa 

conversione porta alla sintesi del pregnolone. Passaggi successivi richiedono diversi 

enzimi incluso la 3β-idrossidosteroide deidrogenasi, la 17α-idrossilasi/C17-20-liasi e la 

17β-idrossisteroide idrogenasi di tipo 3 (Rommerts., 2004). 

Il testosterone può essere inoltre convertito in un metabolita più attivo in specifici tessuti 

come le ghiandole surrenali: il 5α-diidrotestosterone (DHT). Questa conversione 

irreversibile a 5α-diidrotestosterone è catalizzata dall’enzima mitocondriale 5α-riduttasi 

di tipo 2 (SRD5A2), è NADPH dipendente e permette un legame ad alta affinità con il 

recettore per gli androgeni (AR) (Russel et al., 1994). La sua conversione in estradiolo ad 

opera dell’aromatasi invece permette il legame con il recettore per gli estrogeni (ER) 

(Kicman, 2008). 

Gli androgeni hanno effetti biologici su molti tessuti dell’organismo: durante il periodo 

fetale stimolano lo sviluppo dell’apparato riproduttore, in particolare i dotti Wolffiani 
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(epididimo, vasi deferenti, vescicole seminali e dotto eiaculatorio) ed i genitali maschili 

esterni (pene, uretra e scroto) (Wilson et al., 1981). 

Durante la pubertà l’attività androgenica risulta nell’incremento della stereogenesi 

testicolare e nell’ingrossamento dei testicoli, dei genitali esterni e delle ghiandole 

maschili riproduttive accessorie (prostata, vescicole seminali e bulbouretrali). Gli 

androgeni inoltre regolano lo sviluppo dei caratteri sessuali secondari come 

l’allargamento della laringe responsabile del caratteristico cambio di voce e la comparsa 

di peli nella zona pubica, ascellare e facciale, provocano un aumento delle secrezioni da 

parte delle ghiandole sebacee ed hanno effetti sul sistema nervoso centrale (aumento 

della libido e dei comportamenti aggressivi) (Kicman, 2008). 

Nell’uomo adulto, i livelli di testosterone e degli altri androgeni hanno un ruolo 

fondamentale per quanto riguarda la fertilità, in quanto agiscono sulla maturazione degli 

spermatozoi nei testicoli e sulla produzione di sperma da parte delle vie seminali e della 

prostata. 

Oltre a questi effetti androgenici, questi ormoni promuovono anche importanti effetti 

anabolizzanti come l’aumento della massa muscolare scheletrica e l’aumento della massa 

ossea, soprattutto in età puberale, principalmente attraverso una stimolazione della 

sintesi proteica (Kicman, 2008). 

Il loro effetto anabolizzante si manifesta anche a livello di altri tessuti come fegato, reni, 

sistema immunitario e sistema ematopoietico (Kicman, 2008), sia durante la pubertà che 

nell’età adulta. 

Il ruolo centrale del testosterone nello sviluppo dei caratteri maschili, nel sostentamento 

delle funzioni riproduttive, nel mantenimento della muscolatura scheletrica e del tessuto 

osseo, nelle funzioni cognitive e nel senso del benessere ha portato alla ricerca di 

alternative sintetiche che avessero un profilo farmacologico migliore, ovvero una 

maggiore biodisponibilità (Talih et al., 2007; Thevis et al., 2010). Infatti, già a seguito della 

sua scoperta, divenne evidente come la biodisponibilità orale fosse limitata. Vennero da 

subito considerate differenti opzioni di somministrazione parenterale (iniezione 

intramuscolare, intravenosa o somministrazione transdermica ma anche sublinguale); più 

successo ebbe però lo sviluppo dei derivati chimici (Gooren e Bunck, 2004). 

Molti SAA vennero sviluppati negli anni ‘50 quando i chimici tentarono senza successo di 

separare le proprietà anaboliche ed erogene dei derivati del testosterone (Hoberman e 
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Yesalis, 1995). Il nandrolone decanoato, ovvero l’analogo 19-nor del testosterone, fu 

invece il primo SAA con una sufficiente dissociazione tra proprietà anaboliche ed 

androgeniche ed una maggiore biodisponibilità del testoterone tanto da giustificarne 

l’introduzione nella pratica clinica durante gli anni ‘50 (Hershberger et al., 1953). 

Utilizzo clinico di SAA 

Al giorno d’oggi il testosterone ed i suoi derivati vengono utilizzati clinicamente in due 

modi distinti, come terapia androgenica sostitutiva (ART) e come terapia androgenica 

farmacologica (PAT). 

La terapia androgenica sostitutiva può essere utile nel caso di disordini legati all’asse 

Ipotalamico-Pituitario-Testicolare (HPTA).  

La terapia androgenica farmacologica utilizza gli androgeni come ogni altro farmaco, 

basandosi in particolar modo su sicurezza ed efficacia (Basaria et al., 2001). Gli steroidi 

androgeni anabolizzanti sembrano essere particolarmente indicati nel trattamento di 

cachessia o anoressia, gravi forme di deperimento organico caratterizzate da debolezza e 

dimagrimento spesso associate ad AIDS (Grinspoon et al., 2003; Bhasin et al., 2000), a 

malnutrizioni legate ad epatiti (Mendenhall et al.,1984; Mendenhall et al.,1995), a gravi 

ustioni (Dolecek et al., 1983; Demling et al., 2000) e vari tipi di cancro (Azen et al., 1977; 

Cunningham et al., 1979). 

Abuso di SAA 

Un po’ di storia 

Sebbene gli steroidi androgeni anabolizzanti abbiano trovato importanti applicazioni in 

campo clinico, queste sostanze sono meglio conosciute per il loro utilizzo illegale 

all’interno del mondo dello sport (Pope et al., 2012; Santos et al., 2011). 

La diffusione di questi composti è iniziata già a partire dagli anni 50’ tra gli atleti 

professionisti di diverse discipline sportive, con lo scopo di aumentare la massa e la forza 

muscolare, assicureosi così prestazioni fisiche migliori durante le competizioni (Kicman., 

2008; Kanayama et al., 2010). 

Nel 1954 infatti fu scoperto l’utilizzo illecito di SAA tra gli atleti della Nazionale Russa che 

parteciparono al campionato mondiale di sollevamento pesi tenutosi a Vienna (Kanayama 

et al., 2010), in breve tempo il loro uso diventò però comune nell’ambito delle 
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competizioni internazionali della maggior parte degli sport (Talih et al., 2007; Kanayama 

et al., 2010). 

In occasione dei Giochi Olimpici di Montreal del 1976, gli steroidi anabolizzanti sono stati 

inseriti dal CIO (Comitato Internazionale Olimpico) nell'elenco delle sostanze proibite 

(Talih et al., 2007; Wood et al., 2008), in base a motivazioni di ordine etico e medico: l'uso 

di questi farmaci è infatti contrario a quel principio di lealtà che dovrebbe essere alla base 

di ogni competizione sportiva e, nelle dosi di solito impiegate dagli atleti, è inoltre 

rischioso per la salute. 

Nel 1988 destò molto scalpore il caso dell’atleta Ben Johnson, vincitore dei 100 m piani 

col primato del mondo alle Olimpiadi di Seoul, risultato positivo allo stanazolo e pertanto 

squalificato; proprio questa vicenda spronò il Congresso degli Stati Uniti a pubblicare 

l’Anabolic Steroid Control Act (1991) dove si dichiaravano gli steroidi “sostanze 

controllate” (Talih et al., 2007; Wood et al., 2008). 

Nel 1998 vi fu lo scandalo del ritrovamento di una gran quantità di sostanze proibite (tra 

le quali una grande percentuale di steroidi) durante un controllo della polizia francese al 

Tour de France. Il clamore di questo episodio sottolineò l'esigenza di un'agenzia 

internazionale indipendente che unificasse gli standard per la lotta antidoping e 

coordinasse gli sforzi delle autorità sportive e governative. 

Nel novembre del 1999 fu infatti fondata la WADA (Agenzia Mondiale Anti Doping) con lo 

scopo di organizzare misure di controllo sulle sostanze dopanti, in particolare sugli 

steroidi, nell’ambito delle principali federazioni sportive (Wood et al., 2008). 

Negli ultimi anni però, l’abuso di steroidi anabolizzanti è drammaticamente aumentato 

anche tra la popolazione comune, in particolar modo ha trovato diffusione anche tra gli 

adolescenti (Stilger et al., 1999; Uzych, 1992). 

Gli utilizzatori 

I maggiori utilizzatori di queste sostanze sono certamente i body builders, sollevatori di 

pesi e frequentatori di palestre durante periodi di intensi programmi di allenamento, 

attraverso prolungati cicli di assunzione (Talih et al., 2007). Ultimamente però, 

l’assunzione di queste sostanze non sembra esclusivamente legata all’effetto dopante per 

essere maggiormente competitivi durante l’attività sportiva (Wu, 1997; Trenton e Currier, 

2005; Pope e Brower, 2009;), bensì al raggiungimento di una forma fisica esteticamente 

consona a quella dei canoni moderni (Salas-Ramirez et al., 2010). 
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La diffusione degli steroidi androgeni anabolizzanti tra la popolazione comune ha avuto 

inizio negli anni ’80, ed è stata subito promossa da una serie di guide non autorizzate 

come la “Underground Steroid Handbook” o la “Phillips’Anabolic Reference Guide” del 

1991, che offrivano dettagli precisi circa le dosi “raccomandate”, gli effetti collaterali e le 

possibili vie di assunzione. 

Molti fattori culturali possono aver poi incentivato l’abuso di steroidi anabolizzanti: nelle 

società moderne sembrano essere sempre più importanti l’apparenza fisica nonché la 

mascolinità costantemente promossa dai media (Kanayama et al., 2010). Un notevole 

contributo alla diffusione di queste sostanze tra la popolazione comune è da attribuire 

inoltre alla loro continua produzione in laboratori clandestini di tutto il mondo e alla loro 

illegale promozione e facile reperibilità di acquisto attraverso le sempre più numerose 

farmacie on-line (Lumia et al., 2010), i blog ed i siti internet (Wood et al., 2008), accessibili 

e utilizzati soprattutto dai più giovani. 

Modalità di assunzione 

La maggior parte di coloro che abusano di SAA non si limita ad assumere un singolo tipo 

di steroide. Generalmente atleti e body builders sono soliti assumere queste sostanze 

combinando differenti steroidi (pratica chiamata “stacking”) in cicli pianificati di dosi 

crescenti e decrescenti, conosciuti come “cicli piramidali” (Wood et al., 2008; Kanayama 

et al., 2009). I cicli di assunzione degli anabolizzanti durano solitamente dalle 8 alle 16 

settimane e sono separati da periodi di non assunzione definiti “drug free” (Wood et al., 

2008; Kanayama et al., 2009), che coprono un intervallo di tempo di circa 10-13 

settimane. Questo tipo di organizzazione in cicli è stata formulata per evitare una 

prolungata soppressione dell’asse Ipotalamo-Ipofisi-Testicolo (HPTA) e di conseguenza 

per evitare una ridotta produzione di testosterone endogeno che si ha in seguito alle 

prolungate somministrazioni esogene di steroidi anabolizzanti: nel periodo tra due cicli 

infatti si assiste alla riattivazione dell’asse e ad una fisiologica produzione di testosterone 

(Reyes-Fuentes et al., 1993; Swerdloff et al., 2002). 

Il progressivo incremento della dose di steroidi nel corso di un ciclo ed il successivo 

decremento graduale (“piramidalizzazione”) vengono invece effettuati con lo scopo di 

contrastare lo sviluppo di tolleranza e minimizzare i sintomi da astinenza nel periodo di 

sospensione, massimizzando così il rapporto tra gli effetti “positivi” (anabolizzanti) e gli 

effetti avversi di questi composti (Summers, 2003), e spesso anche con il fine di eludere i 
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numerosi test anti-doping che vengono effettuati durante le manifestazioni sportive di 

alto livello (Taylor, 2002). 

Lo “stacking” invece si basa sull’idea che combinando due o più steroidi di natura diversa, 

con proprietà contrastanti (come ad esempio la breve o lunga durata d’azione o la via di 

somministrazione orale o parenterale) si possa raggiungere un effetto sinergico (Yesalis., 

2002). Convinzione comune di chi abusa di steroidi è infatti quella che attraverso 

l’assunzione di composti diversi si possano “attivare più siti recettoriali” (Summers., 

2003). Molti “stacking” includono inoltre anche composti non androgeni, come ad 

esempio composti che contrastino gli effetti collaterali dei SAA (inibitori dell’aromatasi, 

antagonisti dei recettori degli estrogeni), composti che incentivino la perdita di peso 

attraverso la perdita di massa grassa e acqua (diuretici, ormoni steroidei, agonisti beta-

adrenergici) e composti che riattivino la produzione di steroidi androgeni endogeni dopo 

la fine del ciclo (gonadotropine) (Summers., 2003). 

Le modalità di assunzione degli steroidi anabolizzanti più utilizzate sono l'assunzione per 

via orale o per via intramuscolare. Il tipo di via di somministrazione dipende dalla natura 

del composto e più precisamente dal tipo e dalla posizione della modificazione chimica 

apportata alla molecola del testosterone. Gli steroidi ingeriti per via orale vengono 

assorbiti a livello dello stomaco e sono generalmente più tossici a livello epatico degli 

steroidi iniettabili per via intramuscolare, che invece sono caratterizzati da una ridotta 

eliminazione (qualità che consente un aumento della possibilità di determinazione con i 

test anti-doping per il più lungo periodo di permanenza nell’organismo) (Brower., 1992; 

Mottram et al., 2000). 

SAA e dipendenza 

E’ ormai noto che le sostanze d’abuso classiche causano dipendenza attraverso comuni 

pathways neuronali (Kalivas e Volkow, 2005). L’effetto acuto della sostanza è modulato 

dall’attività dopaminergica nel nucleo accumbens ed è seguito da un processo cronico di 

adattamento cellulare caratterizzato da un minor controllo cognitivo e da azioni guidate 

dall’assunzione della sostanza. Questo modello è però basato su sostanze come ad 

esempio cocaina ed oppiacei che, quando somministrate, portano ad un immediato 

effetto euforico (Wood et al. 2004) . Gli SAA, al contrario, non producono euforia 
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nell’immediato (Kanayama et al., 2009) e quindi probabilmente inducono dipendenza 

attraverso processi molto più complessi.  

Brower ha recentemente proposto un modello di dipendenza caratterizzato da due stadi: 

l’effetto anabolizzante degli SAA potrebbe promuovere l’iniziale motivazione a continuare 

ad abusarne, mentre il successivo uso cronico favorirebbe lo sviluppo di una vera e 

propria dipendenza fisica e psicologica, che renderebbe difficile smettere di assumere 

queste sostanze (Brower., 2002). 

Molti studi osservazionali si sono focalizzati su questa problematica, rilevando nei 

consumatori di steroidi molti sintomi di dipendenza, come l’uso continuo nonostante la 

comparsa di effetti collaterali ed il manifestarsi di sintomi di astinenza nei periodi di non-

assunzione del ciclo (Brower et al., 1989, 1990, 1991; Cicero et al., 1990; Gruber et al., 

2000; Malone et al., 1994), confermando quindi l’ipotesi che un abuso di queste sostanze 

possa portare ad esserne fisicamente e psicologicamente dipendenti. 

E’ ormai chiaro che l’abuso di SAA ha in comune molte delle conseguenze negative sulla 

salute e dal punto di vista sociale delle altre più comuni sostanze d’abuso, risulta però più 

difficile scindere nell’uomo l’effetto psicoattivo dalla dipendenza psicologica da SAA. Per 

questo motivo, è risultato molto utile l’utilizzo di animali da laboratorio per valutare il 

rinforzo degli androgeni. 

Studi condotti in roditori attraverso test d’elezione quali il conditioned place preference 

(CPP) e la self-administration (SA) mostrano rispettivamente una significativa tendenza 

negli animali a spendere il loro tempo in un ambiente dove avevano precedentemente 

ricevuto dosi di SAA o ad autosomministrarsi testosterone per via orale o venosa, 

rafforzando l’ipotesi che gli steroidi anabolizzanti possano creare anche una dipendenza 

fisica, che va al di là della dipendenza psicologica provocata dagli effetti anabolizzanti su 

massa e forza muscolare e di miglioramento sulle performance atletiche (Wood et al., 

2008; Kanayama et al., 2009). 

Abuso di SAA e salute 

Gli effetti avversi derivanti dalla somministrazione di SAA sono stati ampiamente studiati. 

Per quanto riguarda la pratica clinica, la somministrazione di tali sostanze è legata al 

beneficio terapeutico e può essere considerata ragionevolmente sicuro. Diversamente, 

chi abusa di queste sostanze può incorrere in una grande varietà di effetti secondari 
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negativi che spaziano da alcuni che sono fisicamente poco attraenti come l'acne e lo 

sviluppo del seno negli uomini, ad altri che mettono seriamente in pericolo la vita, come 

attacchi di cuore e cancro del fegato. La maggioranza di questi effetti sono reversibili se la 

persona che abusa di tali sostanze smette di prenderle, ma alcuni sono permanenti. 

La maggioranza dei dati sugli effetti a lungo termine degli steroidi anabolizzanti negli 

umani provengono da relazioni di casi invece che da studi epidemiologici formali. Dalle 

relazioni di casi, sembra che l'incidenza di effetti potenzialmente mortali sia bassa, ma è 

possibile che non si riconoscano o non si contengano tutti gli effetti avversi seri. I dati di 

studi su animali sembrano convalidare questa possibilità. 

Effetti fisici 

Per quanto riguarda gli effetti collaterali a livello fisico, numerosi casi clinici, analisi post 

mortem e modelli animali hanno evidenziato problemi a livello cardiovascolare come 

trombosi, ischemie, ipertensione (Talih et al., 2007; Kanayama et al., 2008; Achar et al., 

2010; Buttner e Thieme, 2010), anormalità a livello epatico, come ittero e masse abnormi 

del fegato e complicanze a livello endocrino (Cohen e Hickman, 1987; Graham e Kennedy, 

1990). Gli effetti collaterali riscontrati riguardano anche l’apparato riproduttivo, sono 

comuni infatti casi di ginecomastia (Brower et al. 2002; Evans, 2004; Hartgens e Kuipers, 

2004; Talih et al., 2007; Pope e Brower, 2009), atrofia dei testicoli, azoospermia ed 

infertilità (Thevis et al., 2010). 

Effetti comportamentali 

Gli effetti psichici provocati da un abuso di SAA sono complicati da studiare per una serie 

di motivi (Talih et al., 2007). I trials clinici sono difficili da attuare a causa delle questioni 

etiche inerenti al testare sostanze a dosi potenzialmente pericolose su volontari sani. La 

maggior parte degli studi che sono stati condotti sull’uomo sono quindi di tipo 

osservazionale (Talih et al., 2007). I dati sono stati raccolti attraverso interviste e 

questionari condotti su un campione rappresentativo di body builders, sollevatori di pesi 

ed atleti professionisti con lo scopo di indagare le possibili alterazioni  nella sfera emotiva 

e nel comportamento durante e dopo l’utilizzo di tali composti. 

Poiché l’utilizzo di questi composti è illegale se non regolarmente prescritto dal medico 

curante, i dati raccolti risultano spesso poco attendibili. Succede infatti che individui 

considerati “drug-free” facciano in realtà uso di steroidi androgeni anabolizzanti oppure 
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che le dosi di utilizzo dichiarate non siano quelle effettive. (Galligani et al., 1996; Talih et 

al., 2007). 

Un'altra rilevante problematica consiste nel fatto che una grande percentuale di atleti e 

body builders è solita assumere, in concomitanza con gli steroidi, altre sostanze dopanti e 

supplementi dietetici: questo rende difficile capire se un possibile effetto psichico 

riscontrato sia attribuibile davvero soltanto all’abuso di SAA o dovuto all’associazione con 

altri composti (Talih et al., 2007). 

Nonostante le difficoltà incontrate nella raccolta di questa tipologia di dati, diversi studi 

dimostrano che dosi soprafisiologiche di questi composti comportano severi effetti 

psichici e disturbi nel comportamento (Kanayama et al. 2008; Pope e Brower, 2009; Hall 

Hall, 2005; Hartgens e Kuipers, 2004; Talih et al. 2007; Trenton e Currier, 2005). 

L’effetto che è stato meglio caratterizzato è la cosiddetta “roid rage”, ovvero la “rabbia da 

steroidi”, una rabbia indiscriminata che si manifesta senza bisogno di provocazioni 

attraverso comportamenti aggressivi che sfociano nella violenza, nell’ostilità e nel 

comportamento antisociale (Galligani et al., 1996; Pope et al. 2000; Pope Jr e Katz, 1994). 

Gli studi osservazionali condotti su individui adulti non sono però di facile interpretazione: 

i risultati ottenuti si sono infatti rivelati contradditori.  

Alcuni studi condotti su individui adulti, per la maggior parte body builders ed atleti 

professionisti, mostrano una maggiore tendenza a comportamenti aggressivi ed 

all’impulsività da parte di coloro che abusano di steroidi androgeni anabolizzanti rispetto 

a coloro che dichiarano di non averne mai fatto uso (Galligani et al., 1996; Pope et al., 

1996; Perry et al., 2003). Altri studi supportano questa ipotesi rivelando che la tendenza 

all’ostilità da parte di coloro che abusano di questi composti si manifesta soprattutto 

attraverso un incremento dell’aggressività verbale (Cooper et al., 1996). Dati ottenuti 

attraverso interviste e questionari a detenuti o ex-detenuti mostrano inoltre l’esistenza di 

una relazione tra l’abuso di steroidi e la criminalità, con una tendenza alla violenza nei 

confronti delle donne (Choi e Pope, 1994), specie se accompagnato dal consumo di altre 

sostanze stupefacenti o dall’alcool (Pope et al., 1996; Skårberg et al., 2010; Klötz et al., 

2010). 

Accanto a questi studi osservazionali che suggeriscono un’associazione tra abuso di 

steroidi ed aggressività, sono stati riportati anche studi che non hanno mostrato una 

significativa tendenza a comportamenti aggressivi e di ostilità in atleti e body builders che 
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abusano di steroidi androgeni anabolizzanti, rispetto a coloro che non ne usano (Malone 

et al., 1995; Midgley et al., 2001). 

Anche nei trials clinici sono emersi risultati contradditori. In esperimenti condotti dal 

gruppo di ricerca di Kuori, il testosterone cipionato, un particolare steroide, ha indotto la 

comparsa di comportamenti ostili e aggressivi in volontari che avevano assunto lo 

steroide, rispetto a chi non lo aveva assunto (Kuori et al., 1995). Tricker e collaboratori, al 

contrario, hanno osservato che dosi soprafisiologiche di testosterone enantato (600 mg 

alla settimana) non hanno portato ad un’incrementata aggressività (Tricker et al., 1996). 

Oltre alla “rabbia da steroidi” sono stati osservati altri disturbi psichici, come ipomania, 

mania e depressione, effetti collaterali meno studiati per via del loro esordio tardivo. 

La maggior parte degli studi osservazionali condotti ha mostrato frequenti casi di disturbi 

dell’umore in atleti professionisti e non professionisti che facevano uso di steroidi 

anabolizzanti rispetto a coloro che non ne usavano (Malone et al., 1995; Pope e Katz., 

1988; Perry et al., 2003). 

Tra questi, il disturbo più comune è la depressione, che insorge tipicamente nella fase di 

astinenza del ciclo di assunzione degli steroidi (Brower., 2002; Kashkin e Kleber, 1989; 

Malone e Dimeff, 1992; Malone et al. 1995). Di particolare importanza è inoltre il fatto 

che diversi studi hanno riportato casi di depressione sfociati in suicidio (Brower et al, 

1989; Papazisis et al., 2007; Thiblin et al., 1999). Studi sperimentali su volontari sani 

hanno però portato a risultati differenti: non si sono infatti riscontrati effetti significativi 

nel comportamento di coloro che hanno ricevuto dosi crescenti di steroidi androgeni 

anabolizzanti come testosterone cipionato o metiltestosterone rispetto ai gruppi nei quali 

è stato somministrato soltanto il placebo (Pope et al., 2000; Kuori et al.,1995), 

probabilmente perché la comparsa di alterazioni a livello emotivo e dell’umore richiede 

un elevato consumo di queste sostanze, non raggiungibile negli studi sperimentali per 

ovvie questioni etiche. 

In generale, si può affermare che un abuso di SAA potrebbe portare all’insorgenza di 

depressione (Kanayama et al., 2008). 

Abuso di SAA negli adolescenti 

L’utilizzo di steroidi androgeni anabolizzanti è un fenomeno in espansione soprattutto tra 

gli adolescenti. In questa popolazione ha infatti una prevalenza di circa il 4-12% (Mc Cabe 
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et al., 2007; Lumia et al., 2010) e, secondo il National Household Survery On Drug Use del 

1994, l’abuso di queste sostanze ha un picco nella tarda adolescenza, ovvero intorno ai 18 

anni di età (SAMHSA, 1994). 

Dal sondaggio “Monitoring The Future” condotto nel 2002 è risultato che l’incidenza 

dell’uso di steroidi anabolizzanti tra i ragazzi delle scuole superiori statunitensi (4%) è 

comparabile a quella della cocaina sottoforma di crack (3,8%) o dell’eroina (1,7%) 

(Johnston et al., 2002), dati confermati anche dallo studio “Youth Rick Behavior 

Survellance System” condotto nel 2005 (Eaton et al., 2005). E’ tuttavia difficile fare una 

stima della prevalenza esatta dell’uso di steroidi negli Stati Uniti a causa delle numerose 

fonti di dati che valutano l’uso di sostanze senza includere gli steroidi.  

Per quanto riguarda invece la prevalenza dell’abuso di SAA nei paesi europei esistono 

pochissimi studi. Ricerche condotte in Svezia stimano che la percentuale d’uso negli 

adolescenti vari dal 2.8% al 5.8% (Nilsson et al., 2001). Uno studio condotto in Francia 

sugli studenti del primo anno di scuola media tra il 2001-2002, proseguito per quattro 

anni, ha stimato una prevalenza d’uso, riferito agli ultimi sei mesi, pari all’1,2%. Dopo 

quattro anni, nel 2006, si era registrato un incremento più che doppio pari al 3%. Rispetto 

al 2001, aumenta l’uso quotidiano passando dal 23% al 24%, l’uso almeno una volta la 

settimana dal 15% al 38%, mentre diminuisce l’uso riferito all’ultimo mese (dal 62% al 

28%). 

Uno studio condotto in Norvegia su 8877 giovani di età compresa tra i 15-22 anni, 

conferma quanto osservato negli studi precedenti, ovvero che il consumo di steroidi 

anabolizzanti sta assumendo sempre più le caratteristiche di un comportamento 

problematico, facendo passare in secondo piano l’obiettivo di migliorare le performance 

sportive. 

Nell’indagine ESPAD 2006 condotta in Italia sugli studenti delle scuole medie superiori 

emerge come, in generale, gli studenti di sesso maschile consumano più spesso sostanze 

anabolizzanti rispetto alle coetanee. La prevalenza d’uso nell’ultimo anno tra le 

studentesse è sostanzialmente costante attorno allo 0,2%, nelle fasce d’età 15-19 anni. 

Nei maschi invece la prevalenza d’uso aumenta in proporzione all’età passando dallo 0,4% 

nei quindicenni, allo 0,7% nei diciannovenni. Tuttavia, nel 2003 l’incremento era 

sensibilmente superiore, passando dallo 0,1% dei quindicenni all’1,2% dei diciannovenni. 

Se ne deduce che dal 2003 al 2006 la percentuale d’uso degli anabolizzanti nella fascia 
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d’età 18-19 anni si è dimezzata. La più alta concentrazione di studenti che dichiarano 

l’utilizzo di anabolizzanti si registra in Piemonte (0,45%), seguito dalla Sicilia (0,32%).  

Gli SAA e l’adolescenza 

La produzione degli ormoni puberali coincide con il periodo dell’adolescenza che, 

nell’uomo, ha luogo approssimativamente tra i 12 e 20 anni d’età. Questi ormoni 

 agiscono non solo sui tessuti periferici portando alla manifestazione dei caratteri sessuali 

secondari, ma anche a livello centrale influenzando sia il rimodellamento del cervello 

adolescenziale sia la maturazione comportamentale. 

E’ ormai risaputo che l’adolescenza è un periodo di intenso rimodellamento neuronale 

durante il quale i circuiti comportamentali vengono rimodellati e definiti. Anche se il 

cervello di un bambino di 5 anni è già al 90% della forma adulta (Dekaban, 1978) deve 

ancora avvenire un significativo rimodellamento. Questo concetto è stato ampiamente 

dimostrato dai ricercatori sia nell’uomo che nell’animale i quali hanno verificato che molti 

dei processi alla base dello sviluppo cerebrale perinatale vengono implementati e rifiniti 

durante l’adolescenza. Questi processi includono la neurogenesi (Eckenhoff e Rakic, 1988; 

Pinos et al., 2001; Rankin et al., 2003), la morte cellulare programmata (Nunez et al., 

2001, 2002), l’elaborazione ed il taglio delle arborizzazioni dendritiche e delle sinapsi 

(Huttenlocher e Dabholkar, 1997; Lenroot e Giedd, 2006; Sowell et al., 2004), e la 

differenziazione sessuale (Chung et al., 2002; Davis et al., 1996). 

Durante la pubertà, questi eventi di riorganizzazione, rimodellamento ed attivazione 

neuronale sono anche influenzati dall’incremento fisiologico di ormoni sessuali maschili 

quali il testosterone (Lumia et al., 2010; Salas-Ramirez et al., 2008; Salas-Ramirez et al., 

2010). Il fatto che l’adolescenza sia un periodo di sviluppo delicato e per gran parte 

dipendente da un controllo ormonale, sottolinea come un’esposizione agli steroidi 

androgeni anabolizzanti in questa fase della vita possa potenzialmente portare ad una 

serie di severe conseguenze biologiche e comportamentali a lungo termine. 

A conferma di ciò, sono stati condotti studi osservazionali che evidenziano una maggiore 

predisposizione alla depressione, all’aggressività e ad altri disturbi emotivi in adolescenti 

che abusano di steroidi androgeni anabolizzanti rispetto ai coetanei che invece non ne 

fanno uso (Burnett e Kleiman., 1994). Una recente ricerca basata su dati del National 

Longitudinal Study Of Adolescent Health ha esaminato inoltre la relazione tra un uso di 
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steroidi e la violenza in un vasto campione di adolescenti, rilevandone un significativo 

grado di associazione (Beaver., 2008). L’insieme di questi dati sembrano quindi deporre a 

favore di una incrementata pericolosità dell’abuso di SAA in età adolescenziale. 

SAA e modelli animali 

Dal momento che i dati raccolti tramite gli studi osservazionali sono spesso risultati poco 

attendibili e non conclusivi, sono stati utilizzati modelli animali con lo scopo di 

caratterizzare maggiormente le conseguenze di un abuso di steroidi androgeni 

anabolizzanti. 

Diversi sono infatti gli studi condotti su modelli animali di roditore, allo scopo di chiarire 

l’aggressività associata all’abuso di steroidi che nell’uomo sembra manifestarsi in modo 

indiscriminato e senza bisogno di provocazioni. (Mcginnis et al.,2004; Pinna et al., 2008; 

Lumia et al., 2010; Kaliris et al., 2010;). 

Test condotti su roditori adolescenti e adulti esposti a questi composti, sembrano 

suggerire un aumento di comportamenti aggressivi soltanto quando l’animale viene 

direttamente provocato (Lumia et al., 2010). L’aggressività nei ratti inoltre sembra anche 

essere influenzata da fattori ambientali: la maggior parte dei comportamenti di ostilità 

verso un avversario sono stati osservati infatti quando il test veniva condotto nella gabbia 

dello stesso animale, rispetto ad un ambiente neutro o familiare all’avversario (Lumia et 

al., 2010). 

L’impatto sul comportamento sembra dipendere anche dalla natura dello steroide 

anabolizzante: il testosterone è stato associato in modo significativo a comportamenti 

aggressivi, mentre si è evidenziata una minor o nulla tendenza all’ostilità in seguito ad 

esposizione ad altri steroidi come nandrolone decanoato o stanozolo (Pinna et al., 2008; 

Lumia et al., 2010). 

Altri studi hanno invece verificato come in animali esposti agli steroidi siano presenti 

deficit cognitivi. In particolare i deficit che si riscontrano riguardano principalmente la 

memoria spaziale, come verificato tramite il Morris Water Maze in uno studio in cui ratti 

maschi adulti venivano trattati con dosi soprafisiologiche di testosterone (Naghdi et al., 

2003). In un lavoro di Kouvelas e collaboratori inoltre i ratti cronicamente esposti a dosi 

elevate di nandrolone decanoato mostravano una performance peggiore nell’Olfactory 

Social Memory Test (Kouvelas et al., 2008). 
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L’instaurarsi di uno stato ansioso negli animali trattati con steroidi androgeni 

anabolizzanti risulta invece meno definito. I dati presenti in letteratura sono infatti spesso 

contradditori. Il gruppo di ricerca di Rocha pubblicò nel 2007 un lavoro in cui venne 

dimostrato che il trattamento cronico con nandrolone decanoato riduce il tempo speso 

nei bracci aperti nell’Elevated Plus Maze Test indicando la presenza di uno stato ansioso 

in questi animali (Rocha et al., 2007). Contrariamente, i dati pubblicati da Kouvelas 

nell’anno successivo indicavano una disinibizione nello stesso test comportamentale 

(Kouvelas et al., 2008). 

Dai dati presenti in letteratura si desume quindi come sia i disordini della sfera emotiva, 

sia i deficit nell’area cognitiva siano scarsamente esplorati anche nei modelli animali e 

comunque, fatta esclusione per alcune eccezioni (Salas-Ramirez et al. 2010, Pinna et al. 

2008, Lumia et al. 2010), confinati all’età adulta. 

In particolare, nonostante le osservazioni fatte a livello umano, non esistono studi sul 

possibile effetto pro-depressivo dell’abuso di steroidi androgeni anabolizzanti in 

adolescenza, ne tantomeno sul suo possibile recupero terapeutico. 

Il sistema degli endocannabinoidi 

Con il termine “sistema endocannabinoide” ci si riferisce a specifici recettori, ai loro 

ligandi endogeni (endocannabinoidi) ed a tutte quelle proteine che ne regolano la sintesi, 

il trasporto e la degradazione. 

I recettori cannabici 

Il recettore CB1 (CB1R) appartiene alla famiglia dei recettori accoppiati a proteine G, 

presenta quindi la tipica struttura con sette domini transmembrana, la porzione N-

terminale extracellulare in grado di legare il ligando e quella C-terminale intracellulare 

che interagisce con una proteina trimerica composta da una subunità alfa, una subunità 

beta e una subunità gamma (Howlett et al., 1991). 

Attraverso le G proteine di tipo inibitorio (Gi/o), i recettori CB1 trasducono il segnale 

agendo su diversi effettori cellulari. In particolare i CB1R inibiscono l’adenilatociclasi, i 

canali del calcio di tipo N e P/Q, attivano i canali del potassio rettificanti entranti e 

stimolano la via delle MAP kinasi (Amery, 1998). 

I recettori CB1 sono localizzati principalmente a livello del Sistema Nervoso Centrale, sono 

particolarmente abbondanti nei gangli della base (sostanza nigra, globo pallido, nucleo 
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entopeduncolare e caudato-putamen laterale), nel cervelletto, nell’ippocampo e nella 

corteccia. Sebbene in minor densità, i CB1R sono rilevabili anche in aree limbiche, quali 

l’accumbens e l’amigdala, nell’ipotalamo, nel mesencefalo, nel midollo allungato e nel 

midollo spinale (Herkenham et al., 1991). Discrete densità recettoriali sono state 

successivamente identificate anche in tessuti periferici quali il tessuto adiposo, il fegato, 

gli organi riproduttivi, il cuore, l’intestino, il tessuto vascolare e quello osseo (Amery, 

1998). 

Nel sistema Nervoso Centrale i CB1R sono prevalentemente presinaptici, e la loro 

attivazione inibisce il rilascio dei neurotrasmettitori dagli assoni terminali (Tsou et al., 

1998). Essi sono infatti espressi in neuroni che rilasciano glutammato, GABA, acetilcolina, 

serotonina e noradrenalina (Nakazi et al., 2000). 

Il recettore CB2 (CB2R) possiede un’omologia del 48% con il recettore CB1 (Munro et al., 

1993) ed è prevalentemente localizzato nel sistema immunitario, in particolare nella zona 

marginale della milza, nelle tonsille e nelle cellule immunocompetenti (Klein et al., 1995; 

Schatz et al., 1997). I CB2R sono localizzati anche a livello dell’endotelio polmonare, del 

tratto gastrointestinale, negli adipociti e nel tessuto cardiaco ed osseo. Studi più recenti, 

infine, dimostrano la loro presenza nella microglia durante processi infiammatori e 

neurodegenerativi (Carrier et al., 2004; Ehrhart et al., 2005), mentre le evidenze di una 

loro espressione neuronale in alcune aree cerebrali sono ancora in discussione. 

Anche il recettore CB2 trasduce il segnale mediante G proteine, ma conosce effettori solo 

parzialmente sovrapponibili a quelli del CB1: in particolare, non è in grado di modulare i 

canali ionici, mentre, come il recettore centrale, è negativamente accoppiato all’adenil 

ciclasi ed è in grado di attivare le MAP kinasi (Amery, 1998). 

Gli endocannabinoidi 

La presenza di ligandi endogeni (endocannabinoidi) in grado di legare i recettori è stata 

dimostrata subito dopo la caratterizzazione di questi. Gli endocannabinoidi meglio 

caratterizzati sono l’aneamide (AEA) e il 2-arachidonilglicerolo (2-AG). Queste sostanze 

agiscono come mediatori lipidici in grado di attivare i recettori cannabinoidi. Nel sistema 

nervoso centrale, gli endocannabinoidi vengono rilasciati “su richiesta” dalle cellule post-

sinaptiche, attraversano le sinapsi come messaggeri retrogradi e si legano ai CB1R 

espressi pre-sinapticamente inibendo il rilascio dei neurotrasmettitori. Dopo aver agito, 

questi ligandi endogeni sono rapidamente disattivati da un processo di idrolisi per via 
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enzimatica, che segue ad un efficiente sistema di reuptake mediato da specifici carrier 

(Amery, 1998; Giuffrida et al., 2001). Su tale base, il sistema endocannabinoide può 

essere considerato un importante modulatore dell’attività dei principali 

neurotrasmettitori e partecipa quindi alla regolazione della plasticità sinaptica 

L’aneamide (AEA) fu il primo ligeo endogeno ad essere stato identificato, è un mediatore 

altamente distribuito sia a livello cerebrale che periferico (Devane et al., 1992) ed è in 

grado di legare sia il recettore CB1 che il recettore CB2, seppur con affinità minore.  

Il processo di biosintesi dell’AEA è innescato dalla depolarizzazione della membrana 

cellulare e il successivo ingresso di ioni calcio all’interno della cellula nervosa; questi 

attivano l’enzima N-acil-fosfatidiletanolammina (fosfolipasi D) che catalizza l’idrolisi 

dell’N-arachidonilfosfatidiletanolammina (NArPE) prodotta dai fosfolipidi di membrana 

acido arachidonico e fosfatidiletanolammina. 

Il 2-arachidonilglicerolo (2-AG) fu scoperto nel 1995 (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et 

al., 1995) ed è una sostanza particolarmente presente a livello del sistema nervoso 

centrale, dove si trova in concentrazioni maggiori rispetto all’AEA (Sugiura et al., 1995). 

Anche la sintesi di questo composto è promossa dalla depolarizzazione della membrana 

plasmatica neuronale che causa attivazione della fosfolipasi C. Questo enzima è in grado 

di idrolizzare un particolare fosfolipide di membrana, il fosfatidilinositolo 4-5 bifosfato, 

producendo diacilglicerolo (DAG): questo composto è successivamente converito a 2-AG 

dall’enzima 1,2 – diacilglicerolo lipasi (De Petrocellis et al., 1997; Di Marzo et al., 1998). 

Espletata la loro azione biologica gli endocannabinoidi vengono rapidamente ricaptati per 

diffusione passiva attraverso la membrana cellulare oppure per diffusione mediata da 

carrier specifici come l’AMT (AEA Membrane Transport) valido sia per AEA che per 2-AG. 

Successivamente l’AEA viene degradata a etanolammina ed acido arachidonico per 

effetto dell’azione dell’enzima Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH) (Stella et al., 1997; Di 

Marzo et al., 2002; Bracey et al., 2002), mentre il 2-AG viene degradato principalmente 

dall’enzima specifico MAGL (Mono Acyl Glycerol Lipasi) (Cravatt et al., 1996; Giuffrida et 

al., 2001). 

Sistema endocannabinoide e depressione 

Il primo studio di rilevanza scientifica sul possibile ruolo del sistema degli 

endocannabinoidi nella neurobiologia della depressione è piuttosto recente, risale infatti 
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al 2005 (Hill e Gorzalka, 2005). Da allora in letteratura si sono accumulate numerose 

evidenze sulle alterazioni nella funzionalità di questo sistema come possibili elementi 

molecolari presenti e coinvolti nei disturbi dell’umore. 

I risultati più significativi provengono da studi su topi knockout per il recettore CB1. I dati 

raccolti dimostrano che questi topi in seguito a stress cronico sviluppano anedonia, 

ovvero incapacità di provare piacere in seguito a stimoli gratificanti, più velocemente 

rispetto ai topi wild-type, dimostrando di possedere una maggiore vulnerabilità allo stress 

(Martin et al., 2002). Quando testati in due classici test sperimentali di depressione, quali 

il Test del Nuoto Forzato (Forced Swim Test) e il Test della Sospensione della Coda (Tail 

Suspension Test), i topi knockout per il recettore CB1 sviluppano comportamenti simil-

depressivi, ovvero un aumento dei comportamenti passivi a discapito di quelli attivi (Aso 

et al., 2008). I topi knockout per il recettore CB1, in risposta allo stress, presentano inoltre 

livelli di corticosterone nel siero più elevati dei topi wild-type, questo suggerisce 

un’iperattività dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene (HPA), che rappresenta uno dei sintomi 

caratteristici nella depressione (Uriguen et al., 2004). 

In accordo con questi risultati, il nostro gruppo di ricerca ha recentemente dimostrato in 

ratti femmina come un’alterazione duratura nella funzionalità dei recettori CB1 provocata 

da un abuso di THC in adolescenza, il principio attivo della cannabis, conduce in età adulta 

allo sviluppo di un fenotipo simil-depressivo, caratterizzato da presenza di comportamenti 

passivi nel FST e di deficit cognitivi, altri disturbi caratteristici nella depressione (Rubino et 

al., 2008, 2009). Questo quadro comportamentale è accompagnato anche da alterazioni 

di alcuni parametri biochimici specifici della depressione, come variazioni nei livelli di 

CREB in specifiche aree cerebrali, diminuzione nei livelli di marcatori di neuroplasticità e 

presenza di sinapsi meno attive nella corteccia prefrontale (Rubino et al., 2008, 2009). 

L’insieme di questi risultati suggerisce quindi che una duratura riduzione di attività dei 

recettori CB1 (topi knockout e modello di depressione indotto dal THC in adolescenza) 

può rappresentare un fattore di rischio per lo sviluppo di un fenotipo simil-depressivo. 

A favore di questa ipotesi vi è la recente dimostrazione che il trattamento cronico con 

l’antagonista CB1 Rimonabant induce un fenotipo simil-depressivo nel ratto (Beyer et al., 

2010). Nell’uomo inoltre, l’uso cronico di questo farmaco come farmaco antiobesità causa 

effetti collaterali psichiatrici indesiderati, in modo particolare sintomi depressivi e, per 

questa ragione, è stato ritirato dal commercio (Nissen et al.,2008). Recenti risultati 
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suggeriscono inoltre che nell’uomo variazioni genetiche nel recettore CB1 possono 

indurre l’insorgenza di sintomi depressivi in risposta allo stress o più in generale, possono 

predisporre alla depressione (Juhasz et al., 2009). Infine, ridotte concentrazioni seriche di 

AEA e 2-AG sono stati rilevati nelle donne con depressione maggiore rispetto ai soggetti 

non depressi (Hill et al., 2009). 

Dal momento che numerose evidenze supportano un importante ruolo del sistema 

endocannabinoide nella fisiopatologia della depressione, la manipolazione del suo tono 

potrebbe aiutare sia a chiarire il meccanismo alla base dei disturbi dell’umore sia a 

recuperare il quadro depressivo. La convinzione generale è che un aumento del tono 

endocannabinoide potrebbe essere utile per il recupero dei sintomi depressivi. 

Recenti dati sperimentali hanno dimostrato che il trattamento acuto o cronico con diversi 

agonisti diretti o indiretti del recettore CB1 è in grado di antagonizzare il comportamento 

simil-depressivo identificato nel test del nuoto forzato e nel test di sospensione della coda 

(Bambico et al., 2007; Gobbi et al., 2005; Hill e Gorzalka, 2005; Jiang et al., 2005; Morrish 

et al., 2009). E’ stato osservato un effetto antidepressivo nel test del nuoto forzato anche 

dopo trattamento cronico con agonisti del recettore CB1 (Gobbi et al., 2005). In 

particolare, interessante sembra essere il farmaco URB597, un inibitore dell’enzima 

responsabile della degradazione dell’anandamide. L’URB597 esercita un effetto 

antidepressivo nei ratti esposti ad un protocollo di stress cronico moderato (Bortolato et 

al., 2007) ed il trattamento cronico con questo farmaco riduce alcuni dei sintomi simil-

depressivi presenti in animali adulti in seguito ad esposizione adolescenziale al THC 

(Rubino et al., 2008; Realini et al., 2011). 

L’analisi globale dei dati sperimentali è dunque a favore dell’ipotesi che gli agonisti 

cannabici diretti o indiretti possiedono effetti antidepressivi per lo meno nei test condotti 

su roditori. 

Co-abuso di SAA e cannabinoidi 

Diversi studi suggeriscono l’esistenza di un’associazione tra l’utilizzo di steroidi androgeni 

anabolizzanti e il consumo di alcool, tabacco e droghe illecite quali cannabis, oppiacei, 

amfetamine ed ecstasy (Durant et al., 1993; Yesalis e Bahrke, 1995; Kindlundh et al., 

1999; Kanayama et al., 2003). La cannabis sativa è la droga più diffusa tra i giovani in 

quanto è facilmente reperibile e poco costosa e negli ultimi anni si è osservata una 
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notevole riduzione dell’età del primo consumo (Monshouwer et al., 2005). È stato 

riportato che il 23% degli adolescenti, tra i 12 e i 19 anni, ha provato marijuana e i maschi 

ne fanno maggior uso rispetto alle femmine. Essendo quindi la cannabis, il cui principale 

componente psicoattivo è il delta-9-tetraidrocannabinolo (THC), la droga maggiormente 

consumata al mondo, è molto probabile la presenza di un utilizzo concomitante di steroidi 

androgeni e cannabis, specialmente durante l’adolescenza. In accordo con questa 

possibilità, Wichstrøm e Pedersen (2001) hanno riportato un’associazione tra utilizzo di 

SAA e abuso di marijuana in adolescenti norvegesi. 

A dispetto di ciò ad oggi gli studi nei modelli animali si limitano a valutare l’interazione tra 

gli ormoni sessuali ed il sistema endocannabinoide nel sistema endocrino e riproduttivo 

(Gonzalez et al., 2000; Maccarrone et al., 2000; Corchero et al., 2001), mentre la possibile 

influenza di tale associazione sulla risposta comportamentale mediata dal sistema 

nervoso centrale risulta ancora da chiarire. Non esistono studi preclinici riguardo 

l’interazione tra SAA e cannabinoidi, ad eccezione di un lavoro pubblicato nel 2006 dal 

gruppo di Maldonado (Célérier et al., 2006). In questo lavoro gli autori dimostrano che il 

pretrattamento con nandrolone non altera la comparsa di alcuni effetti acuti del THC 

quali l’analgesia, l’ipotermia e la riduzione dell’attività locomotoria, nonché lo sviluppo di 

tolleranza in seguito a somministrazione cronica di THC. Al contrario, la pre-esposizione al 

nandrolone blocca l’effetto gratificante indotto dal THC o dal cibo, aumenta le 

manifestazioni somatiche dell’astinenza da THC e attenua l’effetto ansiolitico di una bassa 

dose di THC. I meccanismi neuronali alla base di questa interazione sono ancora 

sconosciuti. Considerata la scarsità di studi sperimentali, appare prioritario 

l’approfondimento dello studio riguardante le possibili interazioni tra steroidi androgeni 

anabolizzanti e cannabinoidi, in particolare per l’aspetto che riguarda il comportamento 

emotivo in seguito al co-abuso in adolescenza. 
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SCOPO 

Studi osservazionali condotti principalmente su atleti professionisti e bodybuilders hanno 

evidenziato che l’abuso di steroidi androgeni anabolizzanti (SAA) porta ad alterazioni a 

livello fisico e psicologico. Mentre gli effetti avversi a livello fisico sono stati ampiamente 

studiati, gli effetti a livello psichiatrico, specialmente quelli a lungo termine, sono meno 

caratterizzati. I lavori presenti in letteratura sono incentrati sull’aspetto forse più noto 

ovvero il “roid rage” o “rabbia da steroidi” (Pope et al., 2000; Galligani et al., 1996; Pope 

Jr e Katz, 1994), comportamento che spesso è presente durante l’abuso ma tende a 

scomparire quando queste sostanze non vengono più assunte. Diversamente, altri 

disturbi psichiatrici come ipomania, mania e depressione sembrano comparire solo dopo 

lunghi periodi di sospensione dell’assunzione di SAA, e forse proprio a causa di questo 

motivo sono anche i meno studiati (Brower, 2002; Malone et al., 1995; Malone e Dimeff, 

1992; Kashkin e Kleber, 1989). Inoltre, un numero crescente di maschi adolescenti fa uso 

di SAA. L’utilizzo di queste sostanze infatti non è più ristretto soltanto agli atleti 

professionisti, ma è ampiamente diffuso anche tra i frequentatori di palestre e sportivi in 

genere, che ricercano un modo più rapido e semplice per perdere peso ed incrementare 

la massa muscolare. Il fatto che l’adolescenza sia un periodo fondamentale per lo sviluppo 

e che per gran parte dipenda dal controllo ormonale, sottolinea che un abuso di steroidi 

androgeni anabolizzanti in questo periodo possa potenzialmente portare a importanti 

conseguenze comportamentali nel lungo periodo. 

Il primo scopo della presente tesi sarà quindi quello di indagare in modo approfondito gli 

effetti di un trattamento cronico con nandrolone decanoato, uno tra i più noti e abusati 

SAA, sul comportamento emotivo in un modello animale. Per valutare l’esistenza di una 

maggiore vulnerabilità agli SAA se l’esposizione avviene nel periodo adolescenziale, gli 

esperimenti saranno condotti sia su animali adulti (70 PND) che su ratti adolescenti (40 

PND). Inoltre, il quadro comportamentale verrà completato con studi biochimici volti a 

definire anche da un punto di vista molecolare il fenotipo indotto dall’assunzione di SAA. 

A questo scopo ratti maschi del ceppo Sprague-Dawley verranno trattati per 14 giorni 

consecutivi con nandrolone decanoato (i.m.) alla dose di 15 mg/kg/die. A differenti time-

points dalla fine del trattamento verranno effettuati test comportamentali quali il test del 

nuoto forzato per valutare la presenza di disperazione comportamentale, il test di 
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preferenza al saccarosio per valutare la presenza di anedonia, il test dell’open field e 

dell’elevated plus maze per valutare la presenza di ansia e il test di riconoscimento del 

nuovo oggetto per valutare la presenza di deficit cognitivi. Le analisi biochimiche verranno 

eseguite alla tempistica in cui il quadro comportamentale è maggiormente alterato. 

Inizialmente saranno monitorati tramite test ELISA i livelli di p-CREB (phosphorylated 

cAMP response element binding protein), un fattore di trascrizione coinvolto nella 

modulazione dei compotamenti emotivi, in aree cerebrali quali corteccia prefrontale, 

nucleus accumbens, ippocampo ed amigdala. Successivamente verranno considerati i 

livelli di due tra le più note proteine regolate dall’attivazione di CREB, quali BDNF (brain-

derived neutrophic factor) ed il peptide oppioide dinorfina A, nelle stesse aree cerebrali 

precedentemente investigate. Saranno inoltre utilizzate tecniche di immunoistochimica 

per valutare alterazioni nella proliferazione cellulare del giro dentato dell’ippocampo e 

nel volume dell’ippocampo dorsale, parametri ritrovati alterati sia in modelli animali di 

depressione che in pazienti depressi. Infine, valuteremo l’eventuale presenza di 

alterazioni funzionali a carico del sistema serotonergico e noradrenergico.  

Il secondo scopo della presente tesi sarà di valutare la presenza di una relazione tra le 

alterazioni emotive indotte dal trattamento cronico con nandrolone decanoato e sistema 

endocannabinoide. E’ stato infatti recentemente dimostrato che il sistema degli 

endocannabinoidi sembra essere coninvolto nell’eziopatogenesi della depressione e dei 

disturbi d’umore e che una sua modulazione potrebbe rappresentare una valida terapia 

antidepressiva (Micale et al., 2013; Gorzalka e Hill, 2011; Serra e Fratta, 2007). Negli 

animali trattati cronicamente con nandrolone decanoato si valuterà quindi la presenza di 

possibili alterazioni a carico della densità e della funzionalità del recettore cannabinoide 

CB1 mediante saggi di binding in autoradiografia. Inoltre, poiché recenti lavori 

sperimentali hanno dimostrato che il composto URB597, inibitore dell’enzima FAAH, 

principale enzima degradativo dell’anandamide, ha un effetto anti-depressivo e 

ansiolitico (Kathuria et al., 2003; Gobbi et al., 2005; Rubino et al., 2008; Realini et al., 

2011), sarà nostro interesse verificare se un trattamento cronico con URB597 sia efficace 

nel recuperare i comportamenti ed i parametri biochimici alterati dall’esposizione al 

nandrolone decanoato. I ratti maschi saranno trattati per 3 settimane con URB597 alla 

dose di 0.3 mg/kg subito dopo il trattamento con nandrolone decanoato. Anche in questi 
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esperimenti la stessa batteria di test comportamentali sopracitata verrà ripetuta a 

differenti tempistiche a partire dalla seconda settimana di trattatamento con URB597. 

Infine, poiché nell’uomo spesso si assiste al consumo di più sostanze 

contemporaneamente ed il co-abuso di steroidi androgeni anabolizzanti e cannabinoidi 

sembra essere piuttosto diffuso, ultimo scopo di questa tesi sarà quindi quello di studiare 

l’effetto di un co-abuso SAA e THC in ratti maschi adolescenti. La Cannabis sativa infatti 

rappresenta la sostanza illecita più usata tra gli adolescenti e ciò depone a favore di 

un’alta probabilità di una sua co-assunzione con gli steroidi androgeni anabolizzanti. A 

tale scopo gli animali saranno esposti ad un co-trattamento con nandrolone decanoato 

alla dose di 15 mg/kg (i.m) e THC alla dose di 5 mg/kg (i.p.) per 14 giorni consecutivi. 

Ventiquattro ore dopo l’ultima somministrazione gli animali verranno sottoposti a test 

comportamentali per verificare se il co-trattamento ha indotto alterazioni nel 

comportamento emotivo. In particolare, in questi esperimenti valuteremo la disperazione 

comportamentale in una versione modificata del test del nuoto forzato e la presenza di 

comportamenti ansiogeni nel test dell’elevated plus maze. Infine a completamento del 

quadro comportamentale verranno valutati aspetti biochimici quali alterazioni 

nell’espressione di pCREB in diverse aree cerebrali e nella proliferazione cellulare nel giro 

dentato dell’ippocampo. 

Nel loro insieme i risultati ottenuti nella presente tesi ci permetteranno di valutare la 

presenza di una maggiore vulnerabilità del cervello adolescente agli effetti dell’abuso di 

SAA sul comportamento emotivo. Inoltre i risultati relativi alla possibile interazione tra 

l’abuso di SAA e sistema degli endocannabinoidi potrebbero fornire utili spunti per 

studiare una terapia atta a recuperare le alterazioni emotive indotte dall’esposizione a 

SAA. 
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MATERIALI E METODI 

Animali 

Le sperimentazioni sono state eseguite usando ratti maschi del ceppo Sprague-Dawley 

(Charles River, Calco, Italy), acquistati al trentacinquesimo giorno di vita (Post Natal Day, 

35 PND) o al settantesimo (70 PND). 

All’arrivo, gli animali sono stati stabulati in gabbie da tre o quattro, in condizioni standard 

di temperatura (24 ± 2°C) ed umidità (50 ± 10%) con libero accesso ad acqua e cibo in 

pellets ed un ciclo luce-buio diviso in dodici ore di luce e dodici di buio. Gli esperimenti 

hanno avuto inizio cinque giorni dopo l’arrivo degli animali in modo da lasciarli abituare al 

nuovo ambiente e sono stati svolti durante la fase di luce del ciclo luce-buio. Gli 

esperimenti sono stati eseguiti in accordo con i protocolli sperimentali approvati dal 

Ministero Italiano della Salute (D.L. 116/92) (D.L. 111/94-B) e rispettando le disposizioni 

imposte dalla Comunità Europea che regolano gli studi preclinici sugli animali 

(88/609/EEC). 

Farmaci 

Per gli studi della presente tesi sono stati utilizzati: 

- Nandrolone decanoato (ND) (Deca-Durabolin, Organon), acquistato presso La 

Farmaceutica Castronno, VA) in siringhe preriempite da 50 mg/ml oppure fiale da 25 

mg/ml, il cui contenuto è stato diluito con olio di arachidi alla dose desiderata. La 

somministrazione è avvenuta per via intramuscolare (i.m.) alla dose di 15 mg/kg. 

L’iniezione è stata eseguita alternando la zampa posteriore destra e sinistra. 

- URB597 (Alexis Biochemical, San Diego, CA) è stata disciolta in DMSO, Tween-80 e 

fisiologica in rapporto 1:1:8. La sostanza è stata somministrata per via intraperitoneale 

(i.p.) alla dose di 0.3 mg/kg. 

- BrdU (Sigma Aldrich) è stata disciolta in fisiologica, ed utilizzata alla concentrazione di 

150 mg/kg somministrata intraperitonealmente.  

- Δ9-tetraidrocannabinolo (THC) è stato generosamente donato dalla GW 

Pharmacheutical (Salisbury, UK) disciolto in etanolo, Cremophor e soluzione fisiologica in 

rapporto 1: 1: 18.  La somministrazione è avvenuta per via intraperitoneale (i.p.) alla dose 

di 5 mg/kg. 
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Test comportamentali 

Test del nuoto forzato 

Il test del nuoto forzato impiegato in questi esperimenti è una versione modificata del 

Porsolt Test (Zamberletti et al., 2012; Realini et al., 2011) che consiste in una unica 

sessione di nuoto della durata di 15 minuti. Il test del nuoto forzato risulta essere uno dei 

test più validati per valutare la presenza di stati simil-depressivi nei roditori ed è basato 

sul principio che, l’animale posto in una situazione che non offre via di scampo assume 

una postura di immobilità conosciuta anche come disperazione comportamentale, indice 

di uno stato depressivo. 

L’apparecchiatura usata per l’esecuzione del test del nuoto forzato consiste in un cilindro 

di plexiglass trasparente alto 50 cm e avente un diametro di 20 cm, il cilindro viene 

riempito con 30cm di acqua alla temperatura di 25°C. 

Come già anticipato la versione modificata di questo test consiste in un’ unica sessione di 

nuoto della durata di 15 minuti: i ratti sono posti singolarmente nel cilindro e quindi 

obbligati a nuotare per 15 minuti in un ambiente dal quale è impossibile scappare. 

Tipicamente in un primo momento gli animali tentano disperatamente di arrampicarsi 

sulle pareti del cilindro per uscire dall’acqua. Successivamente assumono una postura di 

immobilità mantenendo solo la testa fuori dall’acqua. 

I parametri comportamentali che vengono osservati e registrati sono quindi: 

• Immobilità: minimi movimenti dell’animale necessari per tenere la testa fuori 

dall’acqua. 

• Climbing: movimenti attivi dell’animale atti a cercare di arrampicarsi alle pareti del 

cilindro. 

• Nuoto: l’animale nuota attivamente immergendosi o attraversando il cilindro. 

Alla fine della sessione di nuoto forzato i ratti vengono estratti dal cilindro, asciugati e 

riposti nelle proprie gabbie. Il cilindro viene svuotato, pulito e riempito nuovamente con 

acqua pulita dopo ogni animale. 

Test di preferenza al saccarosio 

 Il test di preferenza al saccarosio consente di valutare l’anedonia, ovvero la ridotta 

risposta agli stimoli di piacere, nei roditori. Viene testata la preferenza dei ratti a bere una 

soluzione al 1% di saccarosio rispetto a della comune acqua utilizzando una procedura 
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che prevede la possibilità di scelta tra entrambe le alternative (Monteggia et al., 2007, 

Realini et al., 2011). 

Gli animali sono stati posti in gabbie singole durante la notte, con la possibilità di 

accedere liberamente alle due bottiglie, una contenente appunto la soluzione zuccherina 

all’1% di saccarosio e l’altra contenete acqua comune. Il mattino seguente è stata valutata 

la quantità di soluzione zuccherina e quella di acqua comune consumata durante la notte. 

Il consumo sia della soluzione zuccherina, sia dell’acqua comune è stato esplicitato in 

grammi. La preferenza al saccarosio è stata calcolata con la seguente formula:  

Indice di preferenza al saccarosio = (Consumo di saccarosio / Consumo totale ) x 100 

Test dell’Open Field 

Il test dell’Open Field permette di verificare la presenza di alterazioni nell’attività 

locomotoria degli animali ed avere indicazioni circa il loro stato ansioso poiché si basa sul 

bilancio di due innate tendenze dell’animale: quella esplorativa di un ambiente non 

familiare e quella difensiva che lo porta a non esporsi in ambienti aperti. 

Il test viene condotto in un’arena di plexiglass chiamata appunto open field dalle 

dimensioni di 60 cm di lunghezza x 60 cm di larghezza x 60 cm di altezza (Ugo Basile, 

Varese, Italia) e priva di coperchio, virtualmente divisa in quattro quadranti e in un’area 

centrale dalle dimensioni di 15 cm x 15 cm. 

Sopra l’arena viene montata una videocamera collegata ad un computer, capace di 

videoregistrare il test e di registrare il numero di entrate ed il tempo speso dell’animale 

nell’area centrale dell’arena. 

All’inizio di ogni sessione del test, ogni ratto è posto in un angolo dell’open field e lasciato 

libero di esplorare l’arena per dieci minuti. Il test viene videoregistrato e vengono 

annotati il numero dei passaggi per il centro, il tempo speso nel centro e la distanza totale 

percorsa. Dopo ogni sessione, l’arena viene pulita con acqua contenente lo 0,1% di acido 

acetico in modo tale da eliminare ogni traccia dell’animale precedentemente sottoposto 

al test. 

Test dell’Elevated Plus-Maze 

Il test dell’Elevated Plus-Maze viene definito un test comportamentale di emersione e si 

basa sul conflitto provato dagli animali tra la curiosità di esplorare un ambiente nuovo e la 

riluttanza all’esplorazione a causa delle sue caratteristiche avversive. 
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L’Elevated Plus-Maze consiste in uno strumento di metallo costruito come specificato nei 

Current Protocols in Pharmacology (2005). L’apparecchio, sollevato 50 cm dal pavimento, 

è costituito da una piattaforma centrale quadrata di 10 cm per lato dalla quale si 

dipartono 4 bracci disposti a croce: 2 bracci opposti aperti (50 cm x 10 cm) e gli altri due, 

della stessa misura, chiusi sul perimetro da pareti (50 cm x 10 cm x 40 cm). Il labirinto è 

posto in una stanza (3m x 4m) illuminata da una luce al neon (circa 30 lux), priva di 

riferimenti visivi che possano influenzare il comportamento degli animali. 

Un’ora prima dell’inizio dell’esperimento gli animali sono stati portati nella stanza dove 

saranno sottoposti al test per favorirne l’ambientamento e lasciarli in condizioni di 

tranquillità e valutare nel migliore dei modi il loro comportamento. All’inizio del test ogni 

ratto è stato posizionato con delicatezza al centro della piattaforma del labirinto, con il 

muso rivolto verso uno dei due bracci aperti. Da questo momento, gli animali sono stati 

lasciati liberi di esplorare il labirinto per 5 minuti e il loro comportamento è stato 

osservato da due sperimentatori situati all’interno della stanza dell’esperimento in una 

posizione tale da non influenzare la spontanea attività dell’animale. 

I parametri convenzionali registrati sono stati i seguenti: 

• Tempo trascorso nei bracci aperti 

• Tempo trascorso nei bracci chiusi 

• Numero di entrate nei bracci aperti 

• Numero di entrate nei bracci chiusi 

Come convenzionalmente stabilito, è stata considerata ogni entrata in un braccio 

l’attraversamento dell’animale della linea che indica il passaggio dalla piattaforma ai 

bracci con tutte e quattro le zampe; è stata invece considerata un’uscita dal braccio 

l’attraversamento con solo due zampe della linea che delimita il passaggio dai bracci alla 

piattaforma. 

Come suggerito da lavori in letteratura (Rodgers et al., 2005) con lo scopo di valutare 

meglio il profilo ansiolitico/ansiogenico , sono stati inoltre osservati alcuni parametri 

etologici: 

• Head-dips HD (movimenti esploratori della testa dell’animale in un’area esterna al 

braccio aperto) 

• Streach attended posture SAP (postura esploratoria in cui il corpo dell’animale o la 



37 
 

sola testa è teso verso il braccio aperto ma viene ritratto alla posizione originaria 

senza alcun attraversamento delle diverse aree del labirinto) 

• Closed-arm returns CAR (uscita dal braccio chiuso con le zampe anteriori e ritorno 

rapido nello stesso braccio) 

Sebbene questi parametri non siano comunemente riportati in letteratura, i CAR sono 

stati originariamente identificati da Moser (1989) e conseguentemente il loro incremento 

è stato considerato da R.J. Rodgers un indice di ansiogenesi. I SAP e gli HD sono stati 

considerati relativamente al braccio aperto in quanto l’atteggiamento dell’animale verso 

l’area non protetta permette di valutare più accuratamente il profilo ansiolitico o 

ansiogenico delle sostanze esaminate. L’incremento degli HD è stato considerato un 

indice di ansiolisi. 

Al termine di ogni test, il labirinto è stato pulito con acqua contenente 0.1% di acido 

acetico in modo da eliminare ogni traccia dell’ animale precedentemente sottoposto al 

test. 

Test del riconoscimento del nuovo oggetto 

Il test del riconoscimento dell’oggetto è stato messo a punto per valutare eventuali 

alterazioni nella sfera cognitiva e più precisamente nella memoria di riconoscimento. Esso 

si basa sulla naturale e spontanea tendenza degli animali ad esplorare oggetti e/o 

ambienti non familiari (nuovi) interagendo maggiormente con questi piuttosto che con 

quelli familiari e quindi già noti. 

Il test è stato condotto all’interno di un’arena in plexiglass di forma quadrata e dalle 

dimensioni di 43 cm di lunghezza x 43 cm di larghezza x 32 cm di altezza (Ugo Basile, 

Varese, Italia), priva di coperchio e posta in una camera insonorizzata in modo tale che 

durante l’esperimento l’attenzione dell’animale fosse focalizzata solo ed unicamente 

verso i due oggetti presenti nell’arena. 

Sono stati usati i seguenti oggetti: 

• 1° trial (fase di familiarizzazione): due oggetti identici per forma, colore e 

dimensione. 

• 2° trial (fase di test): un oggetto identico a quelli usati nel primo trial e un oggetto 

nuovo, differente per colore, forma e dimensione rispetto a quello usato nel primo 

trial. 

Tutti gli animali sono stati sottoposti ad un singolo test suddiviso in due trial ciascuno 

della durata di 5 minuti con un intervallo di 3 minuti tra un trial e l’altro. 
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Prima dell’inizio di ciascun trial, e quindi tra un animale e l’altro, l’arena e gli oggetti sono 

stati accuratamente puliti con acqua contenente lo 0,1% di acido acetico in modo tale da 

eliminare ogni traccia dell’animale precedentemente sottoposto al test. Successivamente 

sono stati posizionati all’interno dell’arena, ad una medesima distanza dalle pareti di 

questa, due oggetti identici. L’animale è stato quindi posizionato all’interno dell’arena e 

lasciato libero di esplorare i due oggetti per un periodo di 5 minuti. Al termine del primo 

trial gli animali sono stati riposti nella propria gabbia, mentre un operatore ha sostituito 

uno dei due oggetti presenti nell’arena con un oggetto nuovo. Trascorsi 3 minuti dal 

primo trial, gli animali sono stati nuovamente posizionati nell’arena dove sono stati 

lasciati liberi di esplorare gli oggetti per altri 5 minuti, al termine dei quali sono stati 

definitivamente collocati nella propria gabbia. In Fig. A sono schematizzate le fasi del test. 

E’ stata considerata come esplorazione solo l’interazione diretta e volontaria dell’animale 

con l’oggetto; mentre non sono stati considerati come esplorazione gli scavalcamenti 

dell’oggetto da parte dei ratti. Il tempo di esplorazione di ciascun oggetto (in entrambi i 

trials), espresso in secondi, è stato valutato per mezzo di due cronometri da due 

sperimentatori. 

E’ stato poi calcolato per ogni animale il tempo totale di esplorazione dei due oggetti 

familiari nel primo trial, il tempo di esplorazione dei due oggetti (familiare e nuovo) nel 

secondo trial ed infine l’indice di discriminazione calcolato come segue: 

[(En x Ef)/(En + Ef)] x 100 

dove: 

Fig. A: Trials del test di riconoscimento del nuovo oggetto 
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Ef: tempo di esplorazione dell’oggetto familiare 

En: tempo di esplorazione dell’oggetto nuovo 

Saggi biochimici 

Estrazione Proteica 

Prelievo del tessuto e raccolta delle aree cerebrali 

I ratti vengono sacrificati per decapitazione, i cervelli rapidamente rimossi e le varie aree 

cerebrali su cui si effettueranno i saggi biochimici (corteccia prefrontale, nucleus 

accumbens, amigdala e ippocampo), vengono prelevate mediante dissezione regionale 

seguendo la metodica di Hofer e collaboratori (1990) utilizzando un blocchetto in 

alluminio (Rodent Brain Matrix, ASI instrument, Warren, MI USA) che permette di 

ottenere sezioni cerebrali di 1 mm di spessore, secondo le coordinate dell'atlante di 

Paxinos e Watson (Paxinos G. e Watson C. 1986). Le aree così ottenute vengono poi 

congelate in N2 liquido e conservate a -80°C fino all’utilizzo. 

Preparazione degli estratti citoplasmatici e nucleari  

Il giorno dell’estrazione le aree prescelte vengono poste in un'adeguata quantità di buffer 

di lisi (1:10 w/v) mantenuto in ghiaccio, così composto: 10mM Hepes pH 7.5, 1.5 mM 

MgCl2, 10 mM KCl, 2 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM Na 

ortovanadato, 50 mM NaF, 10 mM Na pirofosfato, 0.5 % Triton, 5 mg/mL aprotinina e 5 

mg/mL leupeptina. 

Si procede quindi ad omogenare mediante un potter di vetro/teflon; l'omogenato viene 

poi trasferito in una microprovetta e centrifugato a 13000 rpm a 4°C per 3 minuti. Il 

surnatante è stato usato per preparare gli estratti citoplasmatici ed il pellet per gli estratti 

nucleari. Il pellet è stato risospeso in un appropriato volume di buffer a 4°C (20 mM 

Hepes pH 7.5, 400 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM NaF, 10 µM Na2MoO4, 0.1 mM EDTA, 

1 mM Na ortovanadato, 10 mM PNPP, 10 mM β-glicerofosfato, 20% glicerolo, 2 mM DTT 

ed inibitori delle proteasi). Dopo 30 minuti di incubazione in ghiaccio con leggera 

agitazione, i campioni sono stati centrifugati a 13000 rpm a 4°C per 10 minuti ed il 

surnatante è stato prelevato ed utilizzato come estratto nucleare. Le concentrazioni 

proteiche nelle frazioni sono state determinate usando il Micro-BCA assay kit (Pierce, 

Rockford, IL, USA). 
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Dosaggio Proteico Pierce: metodo del BCA 

Il saggio utilizzato è una formulazione detergente-compatibile basato su un acido 

bicinconinico (BCA) per la determinazione colorimetrica e la quantificazione delle 

proteine totali. Questo metodo combina la riduzione del rame (CU+2 …… Cu.+1) effettuata 

dalla proteina in un mezzo alcalino (reazione del biureto) con la determinazione 

colorimetrica altamente sensibile e selettiva del catione Cu+1 usando un unico reagente 

contenente BCA. La reazione colorimetrica è data dalla chelazione di due molecole di BCA 

con uno ione rame. Questo complesso idrosolubile esibisce una forte assorbanza a 

562nm, che è lineare con l'aumento della concentrazione proteica all'interno di un ampio 

spettro che va dai 20 µg/ml ai 2000 µg/ml. 

In questo saggio è stato preparato un set di proteine standard a concentrazione nota 

diluendo la confezione stock di BSA standard (Bovine Serum Albumin, 2 mg/ml; Pierce). Le 

concentrazioni usate per dosare i campioni devono ricadere nel set delle proteine 

standard scelto opportunamente in relazione alle concentrazioni dei campioni stessi. Nei 

pozzetti di un'apposita piastra sono stati pipettati 10 µl di ogni standard e del campione 

da dosare opportunamente diluito. Per il bianco sono stati usati uguali quantità di acqua 

distillata. E' stata preparata la soluzione "Working Reagent" misceleo 50 parti di Reagente 

A (reagente base contenente Sodio Carbonato, Sodio Bicarbonato, reagente per la 

detenzione della BSA e Sodio Tartrato in NaOH 0.2 N) con una parte di reagente B 

(soluzione di solfato di Rame al 4%). 

In ogni pozzetto sono stati aggiunti 200 µl della "Working Reagent” e la piastra è stata 

incubata per 30 minuti a 37 °C. Si è poi misurata l'assorbanza di ogni campione a 562 nm. 

Sottraendo l'assorbanza del bianco dal valore trovato per gli standard si sono ricavati i 

valori di assorbanza netta che sono stati messi in grafico contro le diverse concentrazioni 

proteiche degli standard di BSA. Mediante analisi di regressione lineare eseguita al 

computer (Graph Pad Prism 4.0), si è calcolata l’equazione della retta da cui ricavare le 

concentrazioni proteiche dei singoli campioni espresse in microgrammi di 

proteine/microlitro (µg/µl) di omogenato tissutale. 

Valutazione dei livelli di pCREB: saggio ELISA 

I livelli di CREB attivato sono stati valutati negli estratti nucleari useo un kit commerciale 

(Active Motif Europe, Rixensart, Belgium) basato su un saggio ELISA.  



41 
 

Oligonucleotidi contenenti un cAMP responsive element (CRE) sono stati immobilizzati su 

una piastra a 96 pozzetti. CREB fosforilato contenuto negli estratti nucleari si lega 

specificatamente a questo nucleotide. Usando un anticorpo diretto verso CREB fosforilato 

(pCREB), si individuano i dimeri di CREB che si legano all’oligonucleotide immobilizzato. 

Un anticorpo secondario coniugato ad una perossidasi di rafano (HRP) provoca una 

reazione colorimetrica facilmente quantificabile allo spettrofotometro. 

Più in particolare: vengono aggiunti 20 µl degli estratti nucleari precedentemente diluiti in 

buffer B in ogni pozzetto in presenza di 30 µl di Binding Buffer completo (DTT 0.1%, 

Herring sperm DNA 1% + Binding Buffer); come controllo vengono caricati pozzetti positivi 

(20 µl di estratto cellulare WI-38 precedentemente diluito in buffer B) e bianchi; la piastra 

viene coperta con l’apposita pellicola adesiva e posta in agitazione a 100 rpm per 3 ore a 

temperatura ambiente. Ciascun pozzetto viene poi lavato per tre volte con 200 µl di 

Washing Buffer 1x (Washing Buffer 10%, acqua distillata 90%) ed in seguito vengono 

aggiunti 100 µl per pozzetto di anticorpo primario verso pCREB (diluizione 1:500 in 

Antibody Binding Buffer 1x, 10% Antibody Binding Buffer, 90% acqua distillata). Si copre la 

piastra e si mette ad incubare per un’ora a temperatura ambiente senza agitazione. Si 

ripetono i tre lavaggi con Washing Buffer e si aggiungono 100 µl per pozzetto di anticorpo 

secondario coniugato ad una perossidasi di rafano (diluizione 1:1000 in Antibody Binding 

Buffer 1x), lasciando in incubazione per un’ora a temperatura ambiente senza agitazione. 

Si aggiungono 100 µl per pozzetto di soluzione di sviluppo e si incuba la piastra protetta 

dalla luce per 5-15 minuti a temperatura ambiente. Appena il colore dei pozzetti positivi 

diventa blu scuro si aggiungono 100 µl di soluzione di stop: in presenza di acido il colore 

blu diventa giallo; entro 5 minuti si legge l’assorbanza allo spettrofotometro a 450 nm e si 

elaborano i dati con il programma Graph Pad Prism 4.0. 

Livelli di Dinorfina: dosaggio radioimmunologico 

L’estrazione dei tessuti per la determinazione dei livelli del peptide dinorfina è stata 

effettuata mediante sonicazione in 10 volumi (1g = 10 ml; 1 ml per i campioni di peso 

inferiore a 100 mg) di acido acetico 0.1 N e mantenuti alla temperatura di 95 °C per 10 

minuti. Gli omogenati sono stati quindi centrifugati (12.000 giri per 15 minuti) e il 

sovranatante è stato posto a –24 °C fino al momento del dosaggio. I livelli di dinorfina 

sono stati determinati impiegando il metodo radioimmunologico. Esso si basa 
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sull’impiego di un peptide marcato, nel nostro caso dinorfina, di un peptide freddo e di un 

anticorpo specifico per la dinorfina col quale il peptide forma un complesso antigene-

anticorpo. La tecnica si basa sulla competizione tra il peptide freddo e una quantità fissa 

del peptide marcato per il legame con un numero limitato di siti anticorpali presenti in 

una quantità costante di antisiero. In condizioni standard, la quantità di antigene marcato 

legata all’anticorpo diminuirà man mano che l’antigene freddo aumenta nel campione. I 

principi possono essere schematizzati dalle seguenti equazioni: 

4 Ag* + 4 Ac = 4 Ag*Ac               [1]  

4 Ag + 4 Ag* + 4 Ac = 2 Ag*Ac + 2 AgAc + 2 Ag* + 2 Ag     [2] 

12 Ag + 4 Ag* + 4 Ac = Ag*Ac + 3 AgAc + 3 Ag* + 9 Ag      [3] 

dove Ac, Ag, Ag* e AgAc rappresentano rispettivamente un equivalente di anticorpo, di 

antigene freddo, di antigene marcato e di complesso antigene anticorpo. La 

concentrazione di un campione sconosciuto viene determinata paragonando l'inibizione 

osservata con quella prodotta da una o più soluzioni standard che contengono quantità 

note del peptide di cui si deve determinare la quantità. All'equilibrio della reazione [1] è 

possibile misurare separatamente la radioattività del peptide marcato non legato (Ag*) e 

quella del peptide marcato legato all’anticorpo (Ag*Ac). Il sistema viene tarato in modo 

che all'equilibrio della reazione [1] corrisponda un determinato valore del rapporto 

Ag*Ac/Ag*, ad esempio 1. In questo caso le concentrazioni relative di antigene marcato e 

di anticorpo vengono scelte in modo tale che all'equilibrio il 50% del peptide sia in forma 

libera e il 50% sia in forma combinata. Se la reazione è fatta avvenire mantenendo 

costante la concentrazione dell'anticorpo e quella dell'antigene marcato, in presenza di 

concentrazioni crescenti di antigene nativo Ag1, Ag2, Ag3 … Agn, si verificherà una 

progressiva riduzione del rapporto Ag*Ac/Ag*, cioè una progressiva inibizione della 

reazione fra l'antigene marcato e l'anticorpo come risultato di una reazione competitiva 

parallela: 

Ag + Ac = AgAc                   [4] 

La quantità di antigene marcato è quindi la radioattività legata all'anticorpo, all'equilibrio 

[4], andrà progressivamente decrescendo al crescere della concentrazione di Ag; 

parallelamente andrà aumentando la quantità di antigene marcato libero Ag*. In 

dettaglio, il dosaggio dei nostri campioni si svolgeva preparando in duplicato due 

diluizioni (1:5 - 1:10) di ogni campione in tampone C (CH3COOH  0,1 M; NaCl  0,15 M; 
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Triton X-100  0,1 %), come standard si utilizzava la dinorfina A (1-13) sempre diluita in 

tampone C a diverse concentrazioni. In ogni provetta di propilene venivano aggiunti e 

messi a incubare (a 4°C per 18-24 ore) 100 ml di dinorfina A (1-13) marcata, 

analogamente diluita in tampone B (395 ml Na2HPO4 118 mM; 105 ml Na2HPO4 31 mM; 

500 ml H2O; 1 g albumina bovina; 1 g triton X-100) (5.000 cpm). L'antisiero utilizzato 

(denominato "Lucia"), originariamente sviluppato per immunizzazione verso la dinorfina A 

(1-13), si lega al 30% del peptide marcato ad una diluizione di 1:30.000, riconosce la 

dinorfina A (1-17) e le sue estensioni COOH-terminali, mentre non riconosce la Leu- e la 

Met-enkefalina e tutti gli altri oppioidi noti. Al termine del periodo di incubazione si 

addizionavano 1 ml di una miscela di destrano e carbone attivo (300 mg di destrano, 15 g 

di carbone attivo, 12 ml di siero di cavallo e 85 ml di tampone A così composto: 395 ml 

Na2HPO4 118 mM; 105 ml Na2HPO4 31 mM; 500 ml H2O) allo scopo di separare 

l'antigene marcato libero. Le provette venivano infine centrifugate (3.800 rpm, 4 °C, per 

20 minuti) e su 1 ml di surnatante si contava la radioattività presente mediante un 

contatore di emissioni gamma (Gamma Counter 5500, Beckman). La riproducibilità dei 

risultati era valutata calcolando la IC50 (la concentrazione di peptide che riduce il legame 

con la dinorfina del 50%) nei dosaggi eseguiti. La IC50 media era di 4 fmoli/100 ml con un 

errore standard inferiore o uguale al 5%. Le diluizioni dei tessuti presentavano un 

parallelismo con la dinorfina standard, nelle condizioni di dosaggio da noi utilizzate. Le 

concentrazioni di materiale immunoreattivo dinorfinosimile (ir-dinorfina) sono state 

espresse come pmoli per grammo di tessuto, equivalenti alla dinorfina A. 

 

Livelli di BDNF  

I livelli del fattore neurotrofico BDNF sono stati valutati negli estratti citoplasmatici 

utilizzando un kit commerciale (Chemicon International-ChemiKineTM Brain Derived 

Neurotrophic Factor Sandwich ELISA Kit) basato su un saggio ELISA.  

Anticorpi policlonali di coniglio generati contro il BDNF sono immobilizzati su una piastra a 

96 pozzetti e sono utilizzati per catturare il BDNF contenuto nei tessuti omogenati. 

Anticorpi monoclonali di topo coniugati alla biotina specifici per il BDNF rilevano se il 

BDNF si è legato. In seguito all’aggiunta dell’enzima streptavidina, del campione 

(substrato) e della soluzione per fermare la reazione (stop solution) viene quantificato il 

BDNF. Dalla curva standard si osserva una correlazione diretta tra gli O.D. (densità ottica) 
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e la concentrazione del BDNF.   

Il BDNF standard è stato preparato utilizzando il volume di Sample Diluent indicato sulla 

boccetta in modo da ottenere una concentrazione di 10000 pg/ml. Il BDNF standard è 

stato utilizzato per generare la curva standard. Sono state preparate 7 eppendorf 

numerate da 1 a 7 ed una “dose 0” ed aggiunti 950 µl di Sample Diluent alla eppendorf 1 

e 500 µl nelle eppendorf da 2 a 7 e nella “dose 0”. In seguito sono stati aggiunti 50 µl della 

soluzione standard di BDNF alla eppendorf 1 ottenendo una concentrazione di 500 pg/ml; 

gli standard 2-7 sono stati preparati mediante diluizione 1:2 dello standard precedente. 

Alla “dose 0” non è stato aggiunto il BDNF. 

Ogni standard ed ogni campione sono stati testati in doppio. Sono stati aggiunti 100 µl 

degli standard 0-7 ai pozzetti ottenendo la curva standard. 

I campioni diluiti 1:2 con il Sample Diluent sono stati aggiunti (100 µl) ad ogni pozzetto 

della piastra coperta con l’apposita pellicola ed è stata incubata a 4°C overnight in 

agitazione. 

Sono stati effettuati 4 lavaggi con l’apposito wash buffer ed aggiunti 100 µl di anticorpo 

anti BDNF biotinilato 1:1000 (diluito in Sample Diluent), ed incubato per 2-3 ore in 

agitazione a temperatura ambiente In seguito, ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 100 ml 

della soluzione HRP-Streptavidina 1:1000 (diluito in Sample Diluent), ed è stata incubata 

la piastra per 1 ora in agitazione a temperatura ambiente. Infine è stato aggiunto il TMB/E 

Substrate (100 µl) ad ogni pozzetto ed incubato per 15 minuti a RT, finchè lo standard 500 

pg/µl non ha raggiunto un colore blu scuro. La reazione è stata bloccata con 100 µl di stop 

solution e la piastra letta a 450 nm. I dati sono stati eleborati al computer con il 

programma Graph Pad Prism 4.0. 

Tecniche immunoistochimiche 

Preparazione di sezioni cerebrali 

I ratti sono stati anestetizzati con cloralio idrato alla dose di 400 mg/kg e sottoposti a 

perfusione transcardiaca con tampone fosfato (PBS) contenente eparina 25000 U.I./5 ml 

(Sigma Aldrich) e successivamente fissati con paraformaldeide al 4% in tampone fosfato.  

Dopo la decapitazione, i cervelli sono stati rimossi e conservati in PFA 4% per 24 ore, 

passati successivamente in saccarosio 15% e 30% per 24 ore ognuno ed infine inclusi in 

resina OTC.  
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Ciascun cervello è stato poi affettato in un criostato refrigerato in sezioni coronali di 

50µm corrispondenti alle regione cerebrali di interesse. Le sezioni “free floating” sono 

state immerse e conservate ad una temperatura di –20°C in una soluzione crioprotettiva 

(30% glicerolo, 30% etilen glicol, 0.02% sodio azide e PBS). 

Rilevazione cellule BrdU positive tramite immunoistochimica 

Le sezioni così ottenute, corrispondenti alla regione ippocampale, sono state utilizzate per 

effettuare un saggio di immunoistochimica atto a rilevare le cellule BrdU positive e quindi 

le cellule in attiva proliferazione. Il saggio è stato svolto in due giorni consecutivi. Durante 

la prima giornata si effettua una incubazione in HCl 2N a 37°C per 30 minuti. Tale 

passaggio è essenziale affinché il DNA venga denaturato e la bromodeossiuridina 

incorporata resa disponibile al legame con l’anticorpo primario. A questo seguono lavaggi 

in Borate Buffer a pH 8,6 per neutralizzare i residui di HCl ed una incubazione per 15 

minuti in H2O2 per eliminare le perossidasi endogene che andrebbero ad interferire con il 

segnale dato dalla BrdU. In seguito, per eliminare i residui di H2O2 alle fettine sono stati 

effettuati tre lavaggi con TBS-Tween20 0,1% e poi incubati per un’ora in Blocking Solution 

(5% Horse Serum, 0,3% TrytonX100, TBS 1X) al fine di bloccare i siti di legame aspecifici 

dell’anticorpo primario. Infine al termine della prima giornata le sezioni sono state 

incubate overnight a 4°C con l’anticorpo monoclonale anti-BrdU (Millipore) (1:250). 

Il secondo giorno, le sezioni coronali dopo essere state lavate ripetutamente in TBS-

Tween20 0,1%, sono state incubate per un ora e mezza a 4°C in anticorpo secondario 

anti-mouse biotinilato 1:200 (Abcam). Terminata l’incubazione sono stati effettuati due 

lavaggi da 5 minuti in Blocking Solution (2% Horse Serum, 0,1% TrytonX100, TBS 1X) ed un 

lavaggio in TBS-Tween20 0,1%. Eliminati così i residui di anticorpo secondario il tessuto è 

stato incubato con Avidina-Biotina 1:100 (Vector Laboratories, Burlingame CA) in 2% 

Horse Serum, 0,1% TrytonX100 e TBS1X. Quest’ultima va a riconoscere la biotina 

dell’anticorpo secondario amplificandone il segnale e allo stesso tempo avendo legata 

una perossidasi (HRP) permette la visualizzazione delle cellule in seguito a reazione di un 

substrato cromogeno quale la 3,3-diamminobenzidina (DAB). 

Le sezioni quindi sono state processate per 5/10 minuti con diamminobenzidina (DAB) 

(Sigma Aldrich). Il DAB dopo l’ossidazione prodotta dalla perossidasi, forma un precipitato 

colorato (marrone), che permette di individuare le cellule in attiva proliferazione. Prima 
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della visualizzazione al microscopio ottico le fettine sono state disidratate con soluzioni a 

percentuale crescente di etanolo (70%, 80%, 95% e 100%) e montate su vetrino con DPX. 

Quantificazione delle cellule BrdU positive  

Per la quantificazione delle cellule BrdU positive sono state utilizzate 6 sezioni per 

animale (1 ogni 12) prese ad una distanza di circa 600µm una dall’altra. Tutte le cellule 

BrdU positive appaiono di un intenso colore marrone e sono state cercate nel giro 

dentato (Fig. B). Le cellule sono state contate con un microscopio ottico ad un 

ingrandimento 60X. 

 

 

Calcolo dei volumi ippocampali 

Per poter calcolare il volume dell’ippocampo dei diversi animali sono state acquisite e 

salvate le immagini ottenute mediante l’utilizzo di una videocamera digitale annessa ad 

un microscopio ottico e ad un pc. A tal proposito è stato utilizzato il software 

Viewfinderlite 1.0.1.135 (Pixera Corporation, CA, USA). Sono state selezionate 4 sezioni 

per animale, comprendenti la regione dell’ippocampo dorsale, e ne è stata misurata l’area 

dell’ippocampo in entrambi gli emisferi ad un ingreimento 2X, con l’ausilio del software 

Image Pro-Plus 7.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). Le aree dell’ippocampo 

dorsale sono state tracciate seguendo la struttura anatomica riportata nell’atlante “The 

Rat Brain” di Paxinos e Watson. Infine è stata calcolata l’area media per ogni sezione ed 

utilizzato il Metodo Cavalieri per calcolarne il volume totale (Manaye et al., 2007): 

Vref = Σ AreaSlices • Mean t 

• Vref :volume ippocampale in mm
3
; 

Fig. B: Sezione di ippocampo dorsale di ratto con particolare del giro dentato, dell’Ilo e dello strato granulare. 



47 
 

• AreaSlices: area della fettina in mm
2
; 

• Mean t: spessore delle fettine in mm (0,05 mm).  

Rilevazione cellule pCREB immunoreattive tramite saggio 

immunoistochimico 

In questo esperimento sono state utilizzate sezioni cerebrale di 50 µm al bregma +2.20 e -

2.30 ovvero le sezioni cerebrali corrispondenti rispettivamente alla corteccia prefrontale e 

al nucleus accumbens e all’ippocampo e all’amigdala. 

Le sezioni sono state lavate in PBS-triton 0.1% tre volte per 10 minuti inizialmente e prima 

di ogni step successivo al fine di eliminare i residui di soluzione in eccesso. Le sezioni 

cerebrali sono state inizialmente incubate con H2O2 allo 0.5% per 15 minuti per bloccare 

l’attività delle perossidasi ed in seguito è stato eseguito lo smascheramento antigenico 

ponendo le fettine in un buffer di sodio citrato (10mM) per 30 minuti a 96°C. Le fettine 

sono poi state trasferite in una blocking solution (1% BSA, 5% siero di capra, PBS-tritonX-

100 0.5%) per saturare i siti aspecifici per 1 ora ed in seguito incubate per due notti con 

l’anticorpo primario Ser-133 pCREB (Cell Signaling) diluito 1:250. Il secondo giorno 

dell’esperimento le sezioni cerebrali sono state poste per due ore in una soluzione di PBS 

contenente un anticorpo secondario biotinilato (goat anti-rabbit, Abcam) e 

successivamente il tessuto è stato incubato con Avidina-Biotina 1:100 (Vector 

Laboratories, Burlingame CA) in 2% Horse Serum, 0,1% TrytonX100 e PBS 1X. 

Quest’ultima va a riconoscere la biotina dell’anticorpo secondario amplificandone il 

segnale e allo stesso tempo avendo legata una perossidasi (HRP) permette la 

visualizzazione delle cellule in seguito a reazione di un substrato cromogeno quale la 3,3-

diamminobenzidina (DAB). La rivelazione dell’anticorpo legato tramite il DAB, così come 

la fase di disidratazione e montaggio su vetrino è avvenuta come indicato nella sezione 

precedente. 

Acquisizione delle immagini e analisi delle cellule pCREB immunoreattive 

L’immagine delle sezioni sono state registrate utilizzando il microscopio Nikon Upright 

Microscope (Eclipse Ni-U) e la vidiocamera Nikon video camera (Digital sight DS-U1), 

interfacciata con un computer. Questo sistema è stato utilizzato in associazione con NIS-

Elements F 4.00.00 per l’acquisizione delle immagini. Per quantificare il numero di cellule 
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pCREB immunoreattive è stato utilizzato Image Pro Plus 7.0 (2011 Media Cybernetics) 

grazie al quale l’operatore ha potuto contare le cellule manualmente. 

Studi elettrofisiologici 

Registrazioni elettrofisiologiche in vivo dei neuroni serotonergici e 

noradrenergici 

Gli animali sono stati assegnati casualmente ad uno dei due gruppi, uno esclusivamente 

per le registrazioni serotoninergiche e l’altro esclusivamente per le registrazioni 

noradrenergiche alternativamente condotte per 15 giorni. I ratti sono stati anestetizzati 

con cloralio idrato (400 mg/kg, i.p.) e posizionati sullo stereotassico (David Kopf 

Instruments, Tujunga, CA) con il cranio posto orizzontalmente (barra di incisione a −3.3 

mm). L’anestesia è stata confermata dall’assenza della reazione di riflesso nocicettivo al 

pizzico della coda o della zampa e alla risposta del battito dell’occhio alla pressione. 

Durante il corso degli esperimenti l’anestesia è stata mantenuta da una periodica 

iniezione i.p. di una dose supplementare di cloralio idrato (100 mg/kg), solitamente ogni 

45 minuti e a seguito del recupero dei riflessi nocicettivi della coda e zampa e della 

risposta dello sbattere le palpebre. La temperatura corporea è stata mantenuta a 

37±0.5°C per tutta la durata dell’esperimento grazie all’utilizzo di una piastra elettrica a 

temperatura controllata (Seabrook Medical Instrument, Inc.). 

Le registrazioni sono state condotte utilizzando micropipette di vetro a singola canna 

collegate ad un capillare di vetro di 2 mm (R&D Scientific Glass, Spencerville, MD) su una 

pipetta estrattrice PE-2 Narashige (Tokyo, Giappone). Le micropipette sono state pre-

caricate per promuoverne la capillarità con il 2% di soluzione Pontamine Sky Blue in NaCl 

2 M, e le loro punte sono state suddivise per diametri da 1 a 3 μm. L’impedenza delle 

micropipette variava da 4 a 7 MΩ. Utilizzando un microposizionatore idraulico (modello 

650; David Kopf Instruments, Tujunga, CA), l’elettrodo è stato avanzato lentamente nel 

DR o nel LC a circa 0.15 mm/min per minimizzare la probabilità di mancare i neuroni low-

spiking. Le coordinate sono state identificate utilizzando l’atlante del cervello di ratto di 

Paxinos e Watson (1986). L’attività a singola unità è stata registrata come potenziali 

d’azione discriminati amplificati da un amplificatore Tennelec TB3 MDA 3 (Oakrigge, TN, 

USA), post-amplificato e filtrato da un equalizzatore Realistic a 10 bee di frequenza, 

digitalizzato da un sistema di interfaccia CED1401 (Cambridge Electronic Design, 
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Cambridge, UK) con una elaborazione on-line ed analizzati off-line da Spike2 versione 

software 5.20 per Windows PC (Microsoft, Seattle, WA) . L'attività spontanea del singolo 

picco di neuroni è stata registrata per almeno 3 minuti, i primi 60 secondi subito dopo il 

rilevamento del neurone non sono stati considerati per eliminare gli artefatti meccanici 

dovuti allo spostamento dell'elettrodo. La regolarità delle attività di scarica neuronale è 

stata rappresentata utilizzando gli istogrammi di intervallo interstimolo (ISI). L’attività del 

firing di burst è stata analizzata in linea utilizzando uno script progettato per Spike2 

(Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) e diversi parametri sono stati generati ed 

analizzati: la percentuale di neuroni bursting, la percentuale di spikes in un burst, il 

numero dei singoli spikes all'interno di un burst, il burst interspike , la lunghezza del burst 

ed il tempo tra burst. Al termine di ogni sessione di registrazione, il sito di registrazione è 

stato marcato mediante l’espulsione iontoforetica (1-10 mA, corrente negativa per 10 

min) di Blue Sky Pontamine per la verifica istologica dei siti di registrazione. 

Attività spontanea a single-spike e burst firing dei neuroni serotoninergici 

Il nucleo dorsale del rafe è la principale fonte delle innervazioni dei neuroni 

serotoninergici nel cervello. Per registrare i neuroni serotoninergici a singola unità nel 

nucleo dorsale del rafe, è stato perforato un foro sulla linea mediana craniale che 

sottende dalle regioni 0.5 a 1.5 mm anteriormente alla linea intraneurale, corrispondenti 

all’intera estensione mediale rostro caudale del nucleo dorsale del rafe che si presume 

essere ricca in neuroni serotoninergici (Paxinos e Watson, 1986). I primi presunti neuroni 

serotoninergici sono stati identificati immediatamente sotto al bordo ventrale 

dell'acquedotto di Silvio, e contenuti nel tratto di coordinate che va da 5.5 a 6.5 mm nella 

zona ventrale alla dura madre. In condizioni fisiologiche, i neuroni serotoninergici 

spontaneamente attivi, presentano caratteristiche proprietà elettrofisiologiche 

distinguibili dai neuroni non-serotoninergici. Questi neuroni serotoninergici mostrano un 

firing visibile regolare, un ampio bifasico (positivo-negativo) o lunghezza d’onda trifasica 

(0,8-3,5 ms, 1,4 ms prime deviazioni positive e negative) (Baraban e Aghajanian, 1980; 

Bambico et al., 2009). Sebbene questi criteri possono variare in funzione delle condizioni 

farmacologiche o ambientali, alcune caratteristiche, vale a dire, la forma d'onda e la 

durata del picco, hanno dimostrato di essere stabili nelle varie patologie e sono quindi 

indicatori affidabili per i neuroni serotoninergici. I parametri utilizzati per l'analisi del 

firing dei neuroni serotoninergici sono basati sui criteri di Gobbi et al. (2005), tali che un 
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susseguirsi di almeno due picchi con un inizio definito da un intervallo interspike iniziale 

di massimo 20 ms all'interno di un pattern regolare di burst a bassa frequenza è stato 

classificato come un burst. Il più lungo intervallo interspike consentito entro un burst è di 

40 ms . 

Attività spontanea ed evocata a single-spike e burst firing dei neuroni 

noradrenergici 

Il locus coeruleus è la maggior fonte di innervazione dei neuroni noradrenergici nel 

cervello. Per registrare i neuroni noradrenergici a singola unità nel locus coeruleus è stato 

praticato un foro sottendente le regioni 0.7 mm posteriormente alla linea interneurale e 

da 1.1 a 1.4 mm lateralmente alla mediale, corrispondente alla estensione bilaterale del 

locus coeruleus. Il locus coeruleus è situato in posizione mediale al nucleo trigeminale 

mesencefalico, i neuroni possono essere stimolati spostando la mandibola. I neuroni 

noradrenergici spontaneamente attivi sono stati identificati utilizzando i seguenti criteri: 

tasso normale di burst (1-5 Hz) e bifasica (positivo-negativo) o lunghezza d’onda trifasica 

(0,8-1,2 ms) che presentano una caratteristica di scarica a raffica in risposta ad uno 

stimolo nocicettivo dato dal pizzico della zampa posteriore controlaterale. L’attività di 

burst è stata analizzata in modo tale che l'esordio è stato definito come il verificarsi di due 

punte, con un intervallo interstimolo ≤ 80 ms e la sua risoluzione da parte dell'intervallo 

successivo ≥ 160 ms . La risposta sensoriale evocata dei neuroni noradrenergici ad uno 

stimolo tattile è stata ulteriormente valutata da una breve (circa 1s) compressione con 

una pinza chirurgica . La compressione è stata immediatamente ritirata una volta che le 

gambe opposte alle pinze facevano contatto tra di loro. 

Binding in autoradiografia 

Prelievo del tessuto e raccolta delle sezioni cerebrali 

I ratti sono stati decapitati e i cervelli sono stati rapidamente rimossi e congelati in azoto 

liquido. Mediante l’uso di un criostato refrigerato mantenuto a -20°C vengono raccolte 

sezioni coronali dello spessore di 20 µm seguendo le coordinate dell’atlante di Paxinos e 

Watson (1986). Le fettine ottenute vengono poste su vetrini, preventivamente gelatinati, 

asciugate sotto un getto di aria fredda e conservate a -80°C fino al momento di eseguire il 

saggio autoradiografico. 
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Binding del recettore cannabico CB1 in autoradiografia 

I vetrini sono portati a temperatura ambiente e poi incubati a 37°C per 2.5 ore, per 

consentire il raggiungimento dell’equilibrio di reazione con i recettori cannabici, con 

[³H]CP-55,940 10 nM (Perkim Elmer Life Sciences, Milan, Italy) nel buffer di reazione (Tris-

HCl 50 mM, pH 7.4, 5% BSA fatty acid free) per la determinazione del binding totale. 

Sezioni adiacenti sono incubate in parallelo con [³H]CP-55,940 10 nM e un eccesso di CP-

55,940 10µM non marcato per quantificare il binding aspecifico. La reazione di 

incubazione è interrotta mediante due successivi lavaggi della durata rispettivamente di 

una e tre ore a 4°C  nel buffer di lavaggio (Tris-HCl 50 mM pH 7.4, 1% BSA). In seguito le 

sezioni sono state immerse per 5 minuti a temperatura ambiente in Tris-HCl 50 mM pH 

7.4 per rimuovere l’eccesso di BSA, quindi sono state sciacquate velocemente in acqua 

distillata ed asciugate mediante un flusso di aria fredda per circa 20 minuti. Dopo aver 

lasciato asciugare i vetrini, le sezioni sono state esposte ad una lastra autoradiografica 

sensibile al trizio (³H Hyperfilm, Amersham) sviluppata dopo 7 giorni. 

Binding del [
35

S]GTPγS stimolato dall’agonista CP 55,940 in autoradiografia 

Il saggio del legame del [35S] GTPγS è stato eseguito secondo la metodica di Sim e 

collaboratori (1996) con qualche modifica.  

I vetrini prelevati dal congelatore a -80°C vengono portati a temperatura ambiente e poi 

preincubati in un assay buffer contenente 50 mM Tris-HCl, 3 mM MgCl2, 0.2 mM EGTA, 

100 mM NaCl, 10 mU adenosina deaminasi  e 0.5% BSA pH 7.4, a 25°C per 10 minuti. Si 

esegue poi una seconda incubazione sempre in assay buffer, ma contenente anche GDP 3 

mM, a 25°C per 15 minuti. I vetrini vengono successivamente incubati per 2 ore a 25°C in 

assay buffer contenente 3 mM GDP e 0.04 nM [35S]GTPγS (Amersham, Milan, Italy) in 

presenza (stimolato) o in assenza (attività basale) dell’agonista CP-55,940 (5 µM). Il 

legame aspecifico è valutato in presenza di GTPγS 10 µM non marcato, in assenza di GDP. 

Infine i vetrini vengono lavati due volte per 2 minuti in Tris-HCl 50 mM pH 7.4 a 4°C, una 

volta in acqua distillata, poi asciugati sotto un getto di aria fredda e quindi esposti ad una 

lastra autoradiografica BioMax MR film (Amersham) per 48 ore. 

Analisi densitometrica delle lastre autoradiografiche 

L’intensità delle lastre autoradiografiche è stata misurata valutando i livelli di grigio con 

un sistema di analisi d’immagini composto da uno scanner collegato ad un personal 
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computer dotato di software Image-Pro Plus versione 7.0 (MediaCybernetics Inc., Silver 

Spring MD, USA). Le principali regioni anatomiche delle sezioni visualizzate sullo schermo 

sono contornate utilizzando un mouse ed il livello di trasmittanza luminosa è determinata 

come livello di grigio. Tali valori sono risultati essere all’interno di un range lineare di 

misura densitometrica determinato utilizzando una scala comparativa di livelli di grigio 

(standard per trizio, Autoradiographic [3H]Microscales, Amersham per il binding 

recettoriale e standard per lo 35S prodotti in laboratorio). I livelli di grigio ottenuti dal 

binding del recettore, presenti nelle diverse aree cerebrali, sono stati trasformati in 

fmol/mg di tessuto grazie ad opportuni standard di trizio. Le percentuali di stimolazione 

netta del legame del [35S] GTPγS sono state determinate sottraendo il legame basale del 

[35S] GTPγS da quello stimolato con lo specifico agonista. 

Analisi statistica 

L’analisi dei dati è stata condotta utilizzando Graph Pad Prism 4.0. I risultati sono espressi 

come medie +SEM. I test statistici utilizzati sono stati lo Student’s t-test per il confronto di 

due gruppi e l’ANOVA a due vie seguita dal Bonferroni post hoc test nell’analisi dei 

quattro gruppi. 
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RISULTATI 

1. L’esposizione al nandrolone decanoato in adolescenza induce lo sviluppo 

di un fenotipo simil-depressivo 

1.1 Analisi comportamentale 

Per valutare la presenza e la durata di alterazioni nella sfera emotiva e cognitiva indotte 

dal trattamento con nandrolone decanato in adolescenza sono stati eseguiti una batteria 

di test comportamentali 24 ore, 7 giorni, 14 giorni e 21 giorni dalla fine del trattamento. 

1.1a Quadro comportamentale presente 24 ore dopo la fine del trattamento con 

nandrolone 

A 24 ore dalla fine del trattamento gli animali sono stati sottoposti ad una versione 

modificata del test del nuoto forzato che consiste in una unica sessione di nuoto della 

durata di 15 minuti. In Fig. 1 è possibile osservare come negli animali trattati con 

Fig C: Trattamento cronico con nandrolone decanoato in ratti maschi adolescenti alla dose di 15 mg/kg una volta al giorno 

per 14 giorni consecutivi a partire dal quarantesimo giorno post natale. A 24 ore dall’ultima iniezione sono stati effettuati 

i test comportamentali, che sono stati ripetuti a 7, 14 e 21 giorni dall’ultima iniezione. Le analisi biochimiche e le 

registrazioni elettrofisiologiche sono state condotte a partire da 14 giorni dalla fine del trattamento. 

Fig. 1: Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND) in ratti maschi adolescenti sul comportamento 
nella versione modificata del test del nuoto forzato a 24 ore dalla sospensione del trattamento. I dati sono riportati 
come media di ± SEM di almeno 4 animali per gruppo. **p<0.01 vs veicolo (Student’s t test). 
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nandrolone decanoato si abbia un aumento significativo nel tempo speso in immobilità 

(p=0.017) suggerendo la presenza di disperazione comportamentale. I parametri di 

climbing e di nuoto invece, non risultano alterati dal trattamento con lo steroide. 

1.1b Quadro comportamentale presente 7 giorni dopo la fine del trattamento con 

nandrolone 

Sette giorni dopo la fine del trattamento, nei ratti esposti al nandrolone decanoato si 

riscontra un significativo incremento dell’immobilità (p=0.040) accanto ad una 

significativa riduzione del tempo di nuoto (p=0.002) (Fig. 2A). Anche in questo 

esperimento il climbing non risulta alterato dal trattamento. Nel test di preferenza al 

saccarosio utilizzato per valutare la presenza di anedonia, i due gruppi di animali non 

presentano differenze significative nel consumo di saccarosio e di conseguenza nell’indice 

di preferenza (Fig. 2B).  

Fig. 2: Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND) in ratti maschi adolescenti nella versione 

modificata del test del nuoto forzato (A) e nel test di preferenza al saccarosio (B) dove è riportato l’indice di preferenza 

al saccarosio calcolato come indicato nella sezione di “materiali e metodi” a 7 giorni dalla sospensione del trattamento. 

I dati sono riportati come media di ± SEM di almeno 4 animali per gruppo. **p<0.01 vs veicolo (Student’s t test). 

Fig. 3:Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND) in ratti maschi adolescenti sul comportamento 

nel test dell’open field a 7 giorni dalla conclusione del trattamento. In figura vengono riportati il numero di passaggi per 

il centro dell’arena (A) e la distanza totale percorsa (B). I dati sono riportati come media di ± SEM di almeno 4 animali 

per gruppo. 
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Il test dell’open field è stato effettuato per valutare la presenza di comportamenti ansiosi 

e di alterazioni nell’attività locomotoria. Il trattamento con nandrolone decanoato non 

induce alterazioni né nel numero di passaggi per il centro dell’arena, normalmente ridotti 

in animali che presentano comportamenti ansiosi (Fig. 3A), né nell’attività locomotoria 

(Fig. 3B), valutata come distanza totale percorsa.  

Nella fase di familiarizzazione del test di riconoscimento dell’oggetto nuovo (Fig. 4A), gli 

animali trattati con nandrolone decanoato o veicolo esplorano i due oggetti identici in 

egual misura. Nella fase di test (Fig. 4B), come atteso, gli animali veicolo spendono un 

tempo maggiore nell’esplorazione dell’oggetto nuovo mentre gli animali trattati con 

nandrolone decanoato non presentano differenze di esplorazione dei due oggetti. Ciò 

indica chiaramente la presenza di un deficit cognitivo a carico della memoria di 

riconoscimento. Conseguentemente l’indice di discriminazione degli animali trattati con 

lo steroide è significativamente ridotto rispetto a quello del gruppo di controllo (Fig. 4C, 

p=0.048). 

1.1c Quadro comportamentale presente 14 giorni dopo la fine del trattamento con 

nandrolone 

Nel test del nuoto forzato (Fig. 5A) si osserva ancora una volta l’incremento del tempo 

speso in immobilità (p=0.0306) ed il conseguente decremento del tempo di nuoto 

(p=0.0288) negli animali trattati con nandrolone, suggerendo che la disperazione 

comportamentale già osservabile a 24 ore dalla fine del trattamento persiste per un lungo 

periodo di tempo. Il test di preferenza al saccarosio (Fig. 5B), indica che gli animali trattati 

Fig. 4: Effetto del trattamento con nandrolone decanoato (ND) in adolescenza sulla memoria di riconoscimento a 7 

giorni dall’ultima iniezione dello steroide. Le figure riportano il tempo, espresso in secondi, speso dagli animali ad 

esplorare i due oggetti identici (oggetto familiare, fam1 e fam2) durante la fase di familiarizzazione (A), il tempo speso 

ad esplorare l’oggetto familiare (fam) e quello nuovo durante la fase del test (B) e l’indice di discriminazione, calcolato 

come riportato nella sessione “materiali e metodi” (C). I dati sono riportati come media di ± SEM di almeno 4 animali 

per gruppo. *p<0.05 vs veicolo;**p<0.01 vs oggetto familiare (Student’s t test). 
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con lo steroide presentano una significativa riduzione nel consumo di saccarosio 

(p=0.0064), suggerendo quindi la comparsa di anedonia a questo specifico intervallo di 

tempo. 

 

Nel test dell’open field (Fig. 6) i ratti trattati con nandrolone decanoato mostrano 

comportamenti ansiosi: sia il numero di passaggi per il centro (Fig. 6A, p=0.0324), sia il 

tempo speso nel centro dell’arena (Fig. 6B, p=0.0025) risultano infatti significativamente 
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Fig. 5: Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND) in ratti maschi adolescenti nella versione 

modificata del test del nuoto forzato (A) e nel test di preferenza al saccarosio (B) a 14 giorni dalla sospensione del 

trattamento. I dati sono riportati come media di ± SEM di almeno 8 animali per gruppo. *p<0.05, **p<0.01 vs veicolo 

(Student’s t test). 

Fig. 6: Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND) in ratti maschi adolescenti sul comportamento 

ansioso a 14 giorni dalla fine del trattamento. In figura vengono riportati il numero di passaggi per il centro dell’arena 

(A), il tempo speso nel centro (B) e la distanza totale percorsa (C). I parametri registrati nell’elevated plus maze sono: il 

tempo speso (D) ed il numero di ingressi (E) rispettivamente nei bracci aperti e nei bracci chiusi ed i parametri etologici 

quali head dips (HD), streatched attent posture (SAP) e closed arms return (CAR) (F). I dati sono riportati come media di 

± SEM di almeno 6 animali per gruppo. *p<0.05, **p<0.01 vs veicolo (Student’s t test). 
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ridotti rispetto ai controlli. Questo effetto non è dovuto ad alterazioni nell’attività 

locomotoria, infatti la distanza totale percorsa durante il test dai due gruppi di animali 

risulta paragonabile (Fig. 6C). Per meglio caratterizzare la presenza dello stato simil-

ansioso osservato a questo intervallo di tempo, gli animali sono stati sottoposti ad un 

ulteriore test d’ansia ovvero l’elevated plus maze. Anche nel test dell’elevated plus maze 

gli animali trattati con nandrolone mostrano un comportamento ansioso riducendo 

significativamente il tempo speso (Fig. 6D p=0.0015) e il numero di entrate (Fig. 6E 

p=0.0013) nei bracci aperti. Nessuna alterazione significativa si riscontra invece nel tempo 

speso e nel numero di ingressi nei bracci chiusi, dimostrando che l’attività locomotoria 

non è alterata dal trattamento. Durante questo test sono stati inoltre registrati i 

parametri etologici: come si può osservare in Fig. 6F gli head dips (HD) risultano ridotti in 

modo significativo (p=0.034) mentre i closed arms return (CAR) aumentano nei ratti 

trattati con nandrolone decanoato (p=0.0155), diversamente gli streached attented 

posture (SAP) non risultano alterati. Variazioni di tali parametri sono indice della presenza 

di ansia e rafforzano i risultati precedenti ottenuti. 

Quattordici giorni dopo la fine del trattamento con lo steroide, gli animali presentano 

ancora il deficit cognitivo a carico della memoria di riconoscimento. Nella Fig. 7B viene 

mostrata la fase di test nella quale si nota chiaramente che gli animali veicolo 

discriminano l’oggetto nuovo dall’oggetto familiare, mentre gli animali trattati con 

nandrolone decanoato non ne sono capaci. Ne consegue che anche a questo intervallo di 

tempo, i ratti esposti al nandrolone decanoato in adolescenza presentano un indice di 
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Fig. 7: Effetto del trattamento con nandrolone decanoato (ND) in adolescenza sulla memoria di riconoscimento a 14 

giorni dall’ultima iniezione dello steroide. Le figure riportano il tempo, espresso in secondi, speso dagli animali ad 

esplorare i due oggetti identici (oggetto familiare, fam1 e fam2) durante la fase di familiarizzazione (A), il tempo speso 

ad esplorare l’oggetto familiare (fam) e quello nuovo durante la fase del test (B) e l’indice di discriminazione, calcolato 

come riportato nella sessione “materiali e metodi” (C).  I dati sono riportati come media di ± SEM di almeno 4 animali 

per gruppo. **p<0.01 vs  oggetto familiare ; ***p<0.001 vs veicolo(Student’s t test).  
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discriminazione ridotto e specificatamente la riduzione è pari a circa il 96% rispetto a 

quello dei veicoli (Fig. 7C, p=0.0003). 

1.1d Quadro comportamentale presente 21 giorni dopo la fine del trattamento con 

nandrolone 

Nel test del nuoto forzato si assiste ancora ad un significativo aumento dei 

comportamenti passivi (immobilità: p=0.0040) e riduzione dei comportamenti attivi 

(nuoto: p=0.0002) (Fig. 8A) negli animali trattati con il nandrolone. Al contrario, 

l’anedonia osservata a 21 giorni dall’interruzione del trattamento non è più presente a 

questo intervallo di tempo. Infatti l’indice di preferenza al saccarosio non presenta 

alterazioni significative tra i due gruppi in esame (Fig. 8B). 
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Fig. 8: Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND) in ratti maschi adolescenti sui comportamenti 

simil-depressivi: comportamento nella versione modificata del test del nuoto forzato (A) e nel test di preferenza al 

saccarosio (B) a 21 giorni dalla sospensione del trattamento. I dati sono riportati come media ± SEM di almeno 8 animali 

per gruppo. *p<0.05, **p<0.01 vs veicolo (Student’s t test). 

Fig. 9: Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND) in ratti maschi adolescenti sul comportamento 

nel test dell’open field a 21 giorni dalla conclusione del trattamento. In figura vengono riportati il numero di passaggi 

per il centro dell’arena (A) e la distanza totale percorsa (B). I dati sono riportati come media ± SEM di almeno 4 animali 

per gruppo. *p<0.05 vs veicolo (Students’ t test)  
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Anche a questa tempistica, nel test dell’open field (Fig. 9A) gli animali trattati con 

nandrolone decanoato presentano un numero ridotto di passaggi per il centro dell’arena 

(p=0.0492) senza alterazioni nell’attività locomotoria (Fig. 9B). Infine, a 21 giorni dalla 

sospensione del trattamento, gli animali esposti a nandrolone decanoato in adolescenza 

recuperano spontaneamente il deficit nella memoria di riconoscimento (Fig. 10). Infatti a 

questo intervallo di tempo, nella fase di test entrambi i gruppi discriminano tra oggetto 

nuovo ed oggetto familiare (Fig. 10B), presentando così un indice di discriminazione 

molto simile (Fig. 10C). 

1.1e Riassunto analisi comportamentale 

La Tab. 1 riassume brevemente i dati fin qui presentati. Si può osservare che alterazioni 

nei parametri comportamentali esaminati si sviluppano lentamente, raggiungono un 
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Fig. 10: Effetto del trattamento con nandrolone decanoato (ND) in adolescenza sulla memoria di riconoscimento a 21 

giorni dall’ultima iniezione dello steroide. Le figure riportano il tempo, espresso in secondi, speso dagli animali ad 

esplorare i due oggetti identici (oggetto familiare, fam1 e fam2) durante la fase di familiarizzazione (A), il tempo speso 

ad esplorare l’oggetto familiare (fam) e quello nuovo durante la fase del test (B) e l’indice di discriminazione, calcolato 

come riportato nella sessione “materiali e metodi” (C). I dati sono riportati come media ± SEM di almeno 4 animali per 

gruppo. *p<0.05 vs  oggetto familiare (Student’s t test). 

 

Tab. 1 Riassunto dei dati relativi all’effetto del trattamento con nandrolone decanoato (ND) in ratti maschi adolescenti 

sul comportamento emotivo e cognitivo a 24 ore, 7 giorni, 14 giorni e 21 giorni dalla fine del trattamento. 
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picco a 14 giorni e poi tendono a ridursi a 21 giorni dalla fine del trattamento, ma non 

scompaiono totalmente. Poiché il quadro più severo è evidenziabile 14 giorni dopo la fine 

del trattamento con nandrolone, questa tempistica verrà utilizzata per l’analisi biochimica 

ed elettrofisiologica.  

1.2 Analisi biochimiche  

Poiché il fenotipo comportamentale indotto dal trattamento cronico con nandrolone 

presenta endofenotipi simil-depressivi, in questa analisi è stato preso in esame il fattore 

di trascrizione CREB, la cui attivazione (espressa come livelli di CREB fosforilato, pCREB) è 

alterata negli animali in cui sono stati osservati comportamenti simil-depressivi o simil-

ansiosi, e due proteine comunemente regolate da questo fattore di trascrizione, ovvero 

BDNF e dinorfina A. L’analisi ha interessato quattro diverse aree cerebrali particolarmente 

coinvolte nella modulazione del comportamento emotivo e cognitivo. Inoltre, poiché 

alterazioni nella proliferazione cellulare nel giro dentato dell’ippocampo e del volume 

dell’ippocampo dorsale sono state riscontrate sia in pazienti depressi che in modelli 

animali di depressione, la nostra analisi ha valutato anche questi parametri dopo 

trattamento cronico con nandrolone decanoato. 

1.2a CREB e proteine correlate in corteccia prefrontale 

La Fig. 11 mostra i livelli delle proteine prese in esame in corteccia prefrontale. E’ 

possibile osservare che il trattamento cronico con nandrolone non ha indotto alterazioni 

significative nei livelli di pCREB (Fig. 11A), di dinorfina A (Fig. 11B), o di BDNF (Fig. 11C) in 

questa area cerebrale. 
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Fig. 11: Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND) in adolescenza sui livelli di pCREB (A), dinorfina 

A (B) e BDNF (C) in corteccia prefrontale, 14 giorni dalla fine del trattamento. I livelli di pCREB e BDNF sono stati calcolati 

tramite saggio ELISA e sono espressi rispettivamente come % verso il veicolo e pg/ml, mentre i livelli di dinorfina A sono 

stati ottenuti tramite dosaggio radioimmunologico e sono espressi in pmol/g. I dati sono riportati come media ± SEM di 

almeno 4 animali per gruppo (Student’s t test).  
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1.2b CREB e proteine correlate nel nucleus accumbens 

Come è possibile osservare in Fig. 12A, il trattamento cronico con nandrolone decanoato 

induce un significativo incremento dei livelli di pCREB (p=0.028) nel nucleus accumbens. 

Inoltre si osserva una riduzione significativa dei livelli di dinorfina A (p<0.001, Fig.12B) e 

nessuna alterazione nei livelli di BDNF (Fig. 12C). 

 

1.2c CREB e proteine correlate in amigdala 

Il trattamento cronico con nandrolone decanoato in ratti maschi adolescenti porta in 

amigdala ad un incremento significativo dei livelli di p-CREB (p=0.0185) come si osserva in 

Fig. 13A, mentre non si osservano variazioni significative nei livelli proteici della dinorfina 

A e di BDNF (Fig. 13B e 13C). 

1.2d Analisi biochimica in ippocampo 

Anche in ippocampo si assiste ad un incremento significativo dei livelli di pCREB (p=0.028, 

Fig. 14A) negli animali esposti a nandrolone decanoato, ma non si riscontrano alterazioni 

significative nei livelli di dinorfina A (Fig. 14B) e di BDNF (Fig. 14C).  
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Fig. 12: Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND) in adolescenza sui livelli di pCREB (A), dinorfina 

A (B) e BDNF (C) nel nucleus accumbens, 14 giorni dalla fine del trattamento. I livelli di pCREB e BDNF sono stati calcolati 

tramite saggio ELISA e sono espressi rispettivamente come % verso il veicolo e pg/ml, mentre i livelli di dinorfina A sono 

stati ottenuti tramite dosaggio radioimmunologico e sono espressi in pmol/g. I dati sono riportati come media ± SEM di 

almeno 4 animali per gruppo. *p<0.05, ***p<0.001 vs  veicolo (Student’s t test).  

Fig. 13 Effetto del trattamento  cronico con nandrolone decanoato (ND) in adolescenza sui livelli di pCREB (A), dinorfina 

A (B) e BDNF (C) in amigdala, 14 giorni dalla fine del trattamento. I livelli di pCREB e BDNF sono stati calcolati tramite 

saggio ELISA e sono espressi rispettivamente come % verso il veicolo e pg/ml, mentre i livelli di dinorfina A sono stati 

ottenuti tramite dosaggio radioimmunologico e sono espressi in pmol/g. I dati sono riportati come media ± SEM di 

almeno 4 animali per gruppo *p<0.05 vs veicolo(Student’s t test).  
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In ippocampo è stata anche analizzata la proliferazione cellulare nel giro dentato. 

L’esposizione cronica al nandrolone decanoato durante l’adolescenza porta ad una 

riduzione significativa del numero di cellule BrdU-positive, cioè in attiva proliferazione 

(Fig. 15A p=0.007). La Fig. 15B mostra degli esempi di cellule Brdu-positive a differenti 

ingrandimenti. Inoltre, il volume dell’ippocampo dorsale dei ratti ai quali è stato 

somministrato nandrolone decanoato in adolescenza è significativamente ridotto rispetto 

agli animali ai quali è stato somministrato il solo veicolo (Fig. 15C p=0.0023). In Fig. 15D 

vengono riportate sezioni cerebrali rappresentative utilizzate per la determinazione del 

volume ippocampale. 

Fig. 15 Effetto del trattamento  cronico con nandrolone decanoato (ND) in adolescenza sulla proliferazione cellulare nel 

giro dentato dell’ippocampo e sul volume dell’ippocampo dorsale. La proliferazione cellulare nel giro dentato 

dell’ippocampo è espressa come cellule BrdU-positive (A); esempi di cellule BrdU positive sono indicati dalle frecce nelle 

foto acquisite ad ingrandimenti rispettivamente di 20x e di 60x (B). Il volume dell’ippocampo dorale è espresso come % 

rispetto al veicolo (C), le foto ad un ingrandimento di 4x indicano sono sezioni di esempio per calcolare il volume 

dell’ippocampo dorsale (D). I dati sono riportati come media ± SEM di almeno 4 animali per gruppo. **p<0.01, 

***p<0.001 vs veicolo (Student’s t test).  

Fig. 14 Effetto del trattamento  cronico con nandrolone decanoato (ND) in adolescenza sui livelli di pCREB (A), dinorfina 

A (B) e BDNF (C) in ippocampo, 14 giorni dalla fine del trattamento. I livelli di pCREB e BDNF sono stati calcolati tramite 

saggio ELISA e sono espressi rispettivamente come % verso il veicolo e pg/ml, mentre i livelli di dinorfina A sono stati 

ottenuti tramite dosaggio radioattivo e sono espressi in pmol/g. I dati sono riportati come media di ± SEM di almeno 4 

animali per gruppo. ***p<0.001 vs veicolo (Student’s t test).  
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1.3 Analisi elettrofisiologica 

Esperimenti di elettrofisiologia hanno permesso di valutare l’effetto del trattamento con 

nandrolone decanoato sulla funzionalità della neurotrasmissione monoaminergica. In 

particolare sono stati considerati due sistemi neurotrasmettitoriali implicati nelle 

alterazioni emotive, ovvero il sistema serotoninergico e quello noradrenergico. La 

registrazione dell’attività neuronale è stata effettuata in vivo, in animali anestetizzati, 

rispettivamente nel nucleo dorsale del rafe e nel locus coeruleus. 

1.3a Analisi della funzionalità della neurotrasmissione serotoninergica 

ll trattamento cronico con nandrolone decanoato riduce significativamente il firing medio 

(Fig. 16A p=0.004) dei neuroni serotoninergici e distrugge la regolarità del firing di tali 

neuroni, come rivelato dall’analisi degli istogrammi degli intervalli di interspike (ISI Fig. 

16B). L’ANOVA a due vie rivela infatti un effetto significativo del fattore trattamento 

(F1,1007=10.40, p=0.002), del fattore tempo (F19,1007=4.21, p<0.001) e dell’interazione 

tempo e trattamento (F19,1007=4.84, p<0.001). 

 

Fig. 16 Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato durante l’adolescenza sull’attività dei neuroni 

serotoninergici e noradrenergici in ratti adulti. La neurotrasmissione serotoninergica nel nucleo dorsale del rafe è 

espressa come media del firing rate dei neuroni serotoninergici (5-HT) (A) e gli istogrammi degli intervalli di interspike 

(ISI) mostrano differenze nella regolarità del pattern di firing dei neuroni serotoninergici (B). La neurotrasmissione 

noradrenergica nel locus coeruleus è espressa come media del firing rate dei neuroni noradrenergici (NA) (C) e gli 

istogrammi degli intervalli di interspike (ISI) mostrano differenze nella regolarità del pattern di firing dei neuroni 

noradrenergici (D). I valori riportati sono medie ±SEM (n=19–29 per group). *p<0.05, **p<0.01 vs gruppo controllo 

(Student’s t test).  
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1.3b Analisi della funzionalità della neurotrasmissione noradrenergica 

Al contrario di quanto osservato per la trasmissione serotoninergica, l’esposizione a 

nandrolone decanoato comporta un significativo incremento del firing rate medio (Fig. 

16C,  p<0.05) dei neuroni noradrenergici accompagnato da un generale incremento del 

pattern di firing (Fig. 16D). L’ANOVA a due vie per misure ripetute rivela infatti un effetto 

significativo del fattore trattamento (F1,703=6.06, p=0.019), del fattore tempo 

(F19,703=14.42, p<0.001) e dell’interazione dei due fattori (F19,703=3.10, p<0.001). 

2. Coinvolgimento del sistema endocannabinoide nel fenotipo simil-

depressivo indotto dall’esposizione adolescenziale a nandrolone decanoato 

2.1 Analisi del recettore CB1 e della sua funzionalità 

Al fine di valutare il coinvolgimento del sistema endocannabinoide nel fenotipo simil-

depressivo indotto dal trattamento cronico con nandrolone in adolescenza, sono stati 

effettuati saggi di binding in autoradiografia che hanno permesso di valutare possibili 

alterazioni nella densità e funzionalità del recettore CB1. 

La Fig. 17A mostra l’effetto del trattamento con nandrolone decanoato sulla densità del 

recettore CB1 in diverse aree cerebrali correlate al comportamento emotivo e cognitivo. 

E’ possibile osservare che il trattamento condotto in età adolescenziale induce una 

significativa riduzione della densità recettoriale limitatamente all’area tegmentale 

ventrale (p=0.0216) e al cervelletto (p=0.0091). 

Inoltre, quando si valuta l’accoppiamento tra il recettore CB1 e le G proteine tramite il 

saggio del legame del GTPɣS, si osserva che il trattamento con nandrolone decanoato 

induce una significativa riduzione di tale parametro nel nucleus accumbens (p=0.0361) e 

nel cervelletto (p=0.0420) ed un significativo aumento nell’ipotalamo (p=0.0345) (Fig. 

17B). 

Fig. D: Trattamento cronico con nandrolone decanoato in ratti maschi adolescenti alla dose di 15 mg/kg una volta al 

giorno per 14 giorni consecutivi a partire dal quarantesimo giorno post natale. A 24 ore dall’ultima iniezione sono stati 

condotti i binding in autoradiografia per valutare la densità e la funzionalità del recettore CB1. 

dall’ultima iniezione

14 giorni40 53 54

Arrivo animali ND 15mg/kg/d

i.m. o veicolo
Valutazione densità e funzionalità 

recettore CB1

24h

PND 35



65 
 

 

 

3. L’esposizione al nandrolone decanoato in età adulta non altera il 

comportamento emotivo degli animali 

3.1 Analisi comportamentale 

Per valutare la presenza di una eventuale specifica vulnerabilità del cervello adolescente 

agli effetti avversi del nandrolone sul comportamento emotivo, lo stesso schema di 

trattamento con lo steroide è stato eseguito anche in animali adulti. Ventiquattro ore 
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Fig E: I ratti maschi adulti sono stati trattati con nandrolone decanoato (ND) alla dose di 15 mg/kg una volta al giorno 

per 14 giorni consecutivi a partire dal settantesimo giorno post natale. A 24 ore dall’ultima iniezione sono stati 

effettuati i test comportamentali, che sono stati ripetuti a 7 giorni dall’ultima iniezione. 

Fig. 17 Effetto del trattamento cronico adolescenziale con nandrolone decanoato sulla densità (A) e funzionalità del 

recettore CB1 (B). I dati sono espressi come medie ±SEM di 9-12 fettine per un totale di almeno 3 animali per gruppo. 

Pfctx= corteccia prefrontale, Cpu= caudato e putamen, Nac= nucleus accumbens, GP= globo pallido, Ipo=ipotalamo, 

Ippo= ippocampo, Tal= talamo, Ami= amigdala, PAG= sostanza grigia peracqueduttale, VTA= area tegmentale ventrale, 

Cer= cervelletto. *p<0.05, **p<0.01 vs veicolo (Student’s t test). 
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dopo l’ultima somministrazione di nandrolone gli animali sono stati sottoposti alla 

versione modificata del test del nuoto forzato e, come è possibile osservare in Fig. 18A, il 

nandrolone decanoato non induce alcuna alterazione del comportamento dei ratti maschi 

adulti in questo test. La stesso risultato è presente anche quando il test del nuoto forzato 

viene ripetuto 7 giorni dopo l’ultima somministrazione di nandrolone decanoato (Fig. 

18B). 

 

L’assenza di alterazioni nel test del nuoto forzato alle due tempistiche considerate 

suggerisce quindi che il trattamento con nandrolone decanoato in età adulta non induce 

alterazioni nel comportamento emotivo degli animali, come invece rilevato dopo 

trattamento in adolescenza. 

4. Coinvolgimento del sistema endocannabinoide nell’esposizione a 

nandrolone decanoato durante l’età adulta 
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Fig. 18: Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND) in ratti maschi adulti sul comportamento nella 

versione modificata del test del nuoto forzato a 24 ore (A) e 7 giorni (B) dalla sospensione del trattamento. I dati sono 

riportati come media di ± SEM di almeno 8 animali per gruppo. **p<0.01 vs veicolo (Student’s t test). 
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Fig. F: I ratti maschi adulti sono stati trattati con nandrolone decanoato (ND) alla dose di 15 mg/kg una volta al giorno 

per 14 giorni consecutivi a partire dal settantesimo giorno post natale. A 24 ore dall’ultima iniezione sono stati 

effettuati i test comportamentali, che sono stati ripetuti a 7 giorni dall’ultima iniezione. 
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4.1 Analisi del recettore CB1 e della sua funzionalità 

Il trattamento con nandrolone decanoato in età adulta induce solo lievi ma significative 

down-regolazioni della densità del recettore CB1 limitatamente all’amigdala (p=0.017) ed 

alla VTA (p=0.039) (Fig. 19A), senza alterare la funzionalità recettoriale in nessuna delle 

12 aree considerate (Fig. 19B). 

5. Effetto della manipolazione del sistema endocannabinoide sul fenotipo 

simil-depressivo indotto dall’esposizione adolescenziale al nandrolone 

decanoato  

I risultati riportati finora indicano chiaramente che l’esposizione al nandrolone decanoato 

durante l’adolescenza è in grado di indurre un complesso fenotipo simil-depressivo che 

non è invece presente quando il trattamento viene effettuato in età adulta. Tale quadro si 

accompagna con una significativa riduzione della densità e/o funzionalità del recettore 

CB1 nel nucleus accumbens, VTA e cervelletto. Poiché ipotizziamo che tali eventi possano 

giocare un ruolo nell’induzione del fenotipo simil-depressivo, il passo successivo è stato 

Fig. 19: Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato in ratti maschi adulti sulla densità (A) e funzionalità 

del recettore CB1 (B).  I dati sono espressi come medie  ±SEM di 9-12 fettine per un totale di almeno 3 animali per 

gruppo. Pfctx= corteccia prefrontale, Cpu= caudato e putamen, Nac= nucleus accumbens, GP= globo pallido, 

Ipo=ipotalamo, Ippo= ippocampo, Tal= talamo, Ami= amigdala, PAG= sostanza grigia peracqueduttale, VTA= area 

tegmentale ventrale, Cer= cervelletto. *p<0.05, **p<0.01 vs veicolo (Student’s t test).  
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quello di trattare gli animali adolescenti esposti al nandrolone con il composto URB597, 

un inibitore selettivo dell’enzima degradativo dell’anandamide, uno dei principali ligandi 

cannabinoidi endogeni che aveva già dimostrato proprietà antidepressive in altri modelli 

animali (Gobbi et al., 2005; Realini et al., 2011).  

5.1 Analisi comportamentale 

A partire dalle 24 ore dopo l’ultima somministrazione di nandrolone, gli animali sono stati 

trattati con URB597 alla dose di 0.3 mg/kg per tre settimane. L’analisi comportamentale 

per valutare l’effetto dell’URB597 sul fenotipo simil-depressivo indotto dal nandrolone è 

stata effettuata dopo 1, 2 e 3 settimane di trattamento. Infine, per valutare se gli effetti 

del’URB597 fossero duraturi, la stessa analisi comportamentale è stata ripetuta 4 

settimane dopo la sospensione del trattamento con URB597. 

5.1a Analisi comportamentale una settimana dopo trattamento con URB597 

Fig. G: Trattamento con URB597 in ratti maschi pre-esposti a nandrolone decanoato in adolescenza:a 

seguito del trattamento cronico con nandrolone decanoato i ratti maschi adolescenti sono stati trattati, a 

partire dal giorno successivo, con URB597 alla dose di 0.3 mg/kg una volta al giorno per tre settimane. 

Dopo una settimana dall’inizio del trattamento con URB597, gli animali sono stati sottoposti ai test 

comportamentali, ripetuti anche a time-points successivi (dopo 2 e dopo 3 settimane di trattamento con 

URB597 e dopo 4 settimane dalla sospensione del trattamento con URB597.  

Fig. 20: Effetto di una settimana di trattamento con URB597 in ratti pre-esposti a nandrolone decanoato (ND) durante 

l’adolescenza in una versione modificata del test del nuoto forzato. I dati sono espressi come  medie ± SEM di almeno 6 

animali per gruppo. **p<0.01 vs veicolo/veicolo, # p<0.05 vs ND/veicolo. (ANOVA a due vie seguita dal test di 

Bonferroni).  

URB597 0.3mg/kg/d

i.p. o veicolo

dall’ultima 

iniezione

14 giorni40 53 54 61 68 75

Arrivo animali ND 15mg/kg/d

i.m. o veicolo

Test comportamentali

Analisi biochimiche e registrazioni 
elettrofisiologiche

PND 35 105

Immobilità Climbing Nuoto
0

200

400

600

800

**

#

**

#

te
m

po
 (s

ec
)

Veic+Veic
Veic+URB597
ND+Veic
ND+URB597



69 
 

L’ANOVA a due vie rivela un significativo effetto del nandrolone decanoato e dell’URB597 

nel test del nuoto forzato sia per il tempo speso in immobilità (ND: F1,14=8.568, p=0.0110; 

URB: F1,14=4.592, p=0.0502) che per il tempo di  nuoto (ND: F1,14=9.574, p=0.0079; URB: 

F1,14=5.511, p=0.0341). Nel test del nuoto forzato (Fig. 20), come atteso, il trattamento 

cronico con nandrolone incrementa l’immobilità (p<0.01) e riduce il tempo di nuoto 

(p<0.01). Il trattamento con URB597 recupera l’alterazione indotta dallo steroide, 

riportando ai valori controllo sia il tempo di immobilità (p<0.05), sia il tempo di nuoto 

(p<0.05). 

Nel test di riconoscimento del nuovo oggetto (Fig. 21) solo gli animali veicolo sono in 

grado di discriminare tra oggetto nuovo e familiare. L’analisi statistica ANOVA a due vie 

mostra, anche in questo caso, un effetto significativo dello steroide (F1,15=3.856, 

p=0.0684) e dell’URB597 (F1,15=8.277, p=0.0115), sull’indice di discriminazione nel test di 

riconoscimento del nuovo oggetto. L’indice di discriminazione (Fig. 21C) risulta infatti 

ridotto negli animali pre-esposti al nandrolone (p<0.05), ma anche in quelli esposti al 

composto URB597 (p<0.05), suggerendo che non solo tale composto non recupera il 

deficit cognitivo indotto dallo steroide ma, addirittura, lo induce di per sé. 
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Fig. 21 Effetto di una settimana di trattamento con URB597 in ratti pre-esposti a nandrolone decanoato (ND) durante 

l’adolescenza nel test del riconoscimento del nuovo oggetto: fase di familiarizzazione (A), fase di test (B) e indice di 

discriminazione (C). I dati sono espressi come medie ± SEM di almeno 6 animali per gruppo. **p<0.01 vs oggetto 

familaiare (fam), *p<0.05 vs veicolo/veicolo, # p<0.05 vs ND/veicolo. (student’s t test, ANOVA a due vie seguita dal test 

di Bonferroni).  
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5.1b Analisi comportamentale due settimane dopo trattamento con URB597 

La Fig 22A mostra l’effetto del trattamento con URB597 sul comportamento di animali 

esposti a nandrolone decanoato in adolescenza nel test del nuoto forzato. È possibile 

osservare un significativo effetto del nandrolone decanoato, dell’URB597 e 

dell’interazione tra le due variabili sull’immobilità (ND: F1,37= 8.690, p=0.0055; URB: F1,37= 

15.12, p=0.0004; NDxURB: F1,37= 6.392, p=0.0159) e sul tempo di nuoto (ND: F1,37= 9.031, 

p=0.0047; URB: F1,37= 13.32, p=0.0008; NDxURB: F1,37= 4.970, p=0.019) come rivelato 

dall’ANOVA a due vie. Come atteso, il trattamento cronico con nandrolone decanoato in 

età adolescenziale incrementa il tempo di immobilità (p<0.001) e decrementa il tempo di 

nuoto (p<0.001). Il trattamento cronico con URB597 è in grado di recuperare queste 

alterazioni, riportando ai valori di controllo sia il tempo di immobilità (p<0.001) che quello 

speso in nuoto (p<0.01). Anche nel test di preferenza al saccarosio (Fig. 22B) l’ANOVA a 

due vie mostra un principale effetto dei due trattamenti farmacologici (ND: F1,30= 7.526, 

p=0.0102; URB: F1,30= 31.21, p<0.0001) e dell’interazione tra essi (NDxURB: F1,30= 7.526, 

p=0.0102).Due settimane di trattamento con URB597 (p<0.001) sono anche in grado di 

recuperare la riduzione di preferenza di saccarosio indotta dal nandrolone (p<0.001) a 

questo specifico intervallo di tempo. 

Analogamente, nel test dell’open field, mostrato in Fig. 23A e 23B, l’ANOVA a due vie 

rivela un principale significativo effetto del nandrolone decanoato e dell’URB597 sul 

tempo speso nel centro dell’Open Field (ND: F1,31=4.936, p=0.0337; URB: F1,31=4.751, 

p=0.0370). Inoltre, non si rileva un effetto significativo del nandrolone e dell’URB597 nel 

numero di passaggi per il centro dell’arena ma un principale significativo effetto 

dell’interazione ND e URB597 (NDxURB: F1,28=5.465, p=0.0268). Nello specifico il 

Fig. 22: Effetto del trattamento di 2 settimane con URB597 in animali esposti in adolescenza a nandrolone (ND) in ratti 

maschi adulti sui comportamenti simil-depressivi: comportamento nella versione modificata del test del nuoto forzato 

(A) e nel test di preferenza al saccarosio (B) dove è riportato l’indice di preferenza al saccarosio calcolato come indicato 

nella sezione di “materiali e metodi”. I dati sono riportati come media ± SEM di almeno 8 animali per gruppo. 

***p<0.001 vs veicolo/veicolo, ###p<0.001 vs ND/veicolo (ANOVA a due vie seguita dal test di Bonferroni). 
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trattamento con URB597 induce un significativo incremento sia nel numero di passaggi 

nel centro dell’arena (p<0.05) sia nel tempo speso nel centro (p<0.05) negli animali pre-

esposti al nandrolone decanoato (p<0.05). Infine non si riscontrano alterazioni 

significative nell’attività locomotoria spontanea in nessuno dei gruppi considerati (Fig. 

23C). In Fig. 23D e 23E viene mostrato l’effetto del trattamento cronico con URB597 in 

ratti pre-esposti al nandrolone decanoato nel test dell’elevated plus maze. L’ANOVA a 

due vie mostra un principale significativo effetto del nandrolone, dell’URB597 e 

dell’interazione di questi due trattamenti farmacologici sul tempo speso (ND: F1,30=9.658, 

p=0.0041 URB: F1,30=6.474, p=0.0163; NDxURB:F1,30=4.876, p=0.0350;) e sul numero di 

ingressi (ND: F1,30=7.624, p=0.0097; URB: F1,30=7.394, p=0.0108; NDxURB597: F1,30=4.341, 

p=0.0458) nei bracci aperti dell’apparato.  L’esposizione adolescenziale al nandrolone 

induce una riduzione significativa del tempo speso nei bracci aperti (p<0.01) ed una 

riduzione del numero di entrate nei bracci aperti (p<0.01).  

Al contrario non si osservano differenze significative né nelle entrate né nel tempo speso 

nei bracci chiusi. Il trattamento con URB597 nei ratti trattati con nandrolone decanoato è 

in grado di riportare ai valori controllo il tempo speso (p<0.01) ed il numero di entrate nei 

bracci aperti (p<0.01).  

Fig. 23: Effetto di due settimane di trattamento con URB597 in animali pre-esposti a nandrolone decanoato (ND) in 

adolescenza sul comportamento ansioso. In figura vengono riportati i parametri registrati nell’open field ovvero il 

numero di passaggi per il centro dell’arena (A), il tempo speso nel centro (B) e la distanza totale percorsa (C). I 

parametri registrati nell’elevated plus maze sono: il tempo speso (D) ed il numero di ingressi (E) rispettivamente nei 

bracci aperti e nei bracci chiusi. I dati sono riportati come media ± SEM di almeno 8 animali per gruppo. *p<0.05, 

**p<0.01 vs veicolo/veicolo, #p<0.05, ##p<0.01 vs ND/veicolo (ANOVA a due vie seguita dal test di Bonferroni).  
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Infine, la Fig. 24 mostra gli effetti del trattamento con URB597 sul deficit nella memoria di 

riconoscimento indotto dall’esposizione adolescenziale con nandrolone decanoato. Nella 

fase di test tutti i gruppi di animali, ad eccezione di quelli pre-esposti allo steroide in 

adolescenza, sono in grado di discernere tra i due oggetti, spendendo un tempo maggiore 

nell’esplorazione del nuovo oggetto. Infatti l’analisi della varianza rivela un principale 

effetto del nandrolone decanoato e dell’URB597 (ND: F1,36: 13.93, p=0.007; URB: 

F1,36=7.062, p=0.0117). Il trattamento cronico con URB597 riporta l’indice di 

discriminazione degli animali trattati con nandrolone decanoato (p<0.001) ad un valore 

paragonabile a quello dei veicoli (p<0.01). E’ importante notare che a questa specifica 

tempistica l’URB597 di per sé non altera la memoria di riconoscimento degli animali. 
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Fig. 24 Effetto di 2 settimane di trattamento con URB597 in ratti maschi adulti esposti in adolescenza a nandrolone 

decanoato (ND) sulla memoria di riconoscimento nel test di riconoscimento del nuovo oggetto. Le figure riportano il 

tempo, espresso in secondi, speso dagli animali ad esplorare i due oggetti identici (oggetto familiare, fam1 e fam2) 

durante la fase di familiarizzazione (A), il tempo speso ad esplorare l’oggetto familiare (fam) e quello nuovo durante la 

fase del test (B) e l’indice di discriminazione, calcolato come riportato nella sessione “materiali e metodi” (C). I dati 

sono riportati come media di ± SEM di almeno 9 animali per gruppo. **p<0.01, ***p<0.001 vs  oggetto familiare; 

***p<0.001 vs veicolo/veicolo, ##p<0.01 vs ND/veicolo (Student’s t test, ANOVA a due vie seguita dal test di 

Bonferroni).  
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5.1c Analisi comportamentale tre settimane dopo trattamento con URB597 

La Fig. 25 mostra che, anche dopo tre settimane di trattamento, l’URB597 recupera 

completamente i comportamenti alterati dalla pre-esposizione a nandrolone decanoato 

in adolescenza nel test del nuoto forzato.  

L’ANOVA a due via mostra un principale effetto del nandrolone e dell’URB597, sui 

parametri di immobilità (ND: F1,14=4.468, p=0.05; F1,14=9.763, p=0.0075 )e nuoto (ND: 

F1,14=4.671, p=0.0485 ; F1,14=7.681, p=0.0015) nel test del nuoto forzato. Si osserva infatti 

che, sia l’incremento del tempo di immobilità (p<0.05) che il decremento del nuoto 

(p<0.05) indotti vengono riportati a valori controllo dopo tre settimane di trattamento 

con URB597 (immobilità: p<0.05, nuoto: p<0.05). 

5.1d Effetto anti-depressivo dell’URB597 dopo quattro settimane dalla sospensione del 

trattamento 

Fig. 26: Comportamento dei ratti pre-esposti o meno al nandrolone decanoato in adolescenza nel test del nuoto 

forzato dopo quattro settimane dalla sospensione del trattamento con URB597. I dati sono espressi come medie ± SEM 

di almeno 6 animali per gruppo. *p<0.05, **p<0.01 vs veicolo/veicolo, ## p<0.01, ###p<0.001 vs ND/veicolo. (ANOVA a 

due vie seguita dal test di Bonferroni).  

Fig. 25: Comportamento dei ratti pre-esposti o meno al nandrolone decanoato in adolescenza nel test del nuoto forzato 

dopo tre settimane di trattamento con URB597. I dati sono espressi come medie ± SEM di almeno 6 animali per gruppo. 

*p<0.05 vs veicolo/veicolo, # p<0.05 vs ND/veicolo. (ANOVA a due vie seguita dal test di Bonferroni).  
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In Fig. 26 si osserva che sette settimane dopo la fine del trattamento con nandrolone 

decanoato, le alterazioni comportamentali nel test del nuoto forzato sono ancora 

presenti. È presente un principale effetto dei due trattamenti farmacologici e 

dell’interazione di essi come rivelato dall’ANOVA a due vie sui parametri di immobilità 

(ND: F1,14=7.152, p=0.0181; URB: F1,14=12.41, p=0.0034; NDxURB: F1,14=9.4, p=0.0084 ) e 

nuoto (ND: F1,14=10.81, p=0.0054; URB: F1,14=18.52, p=0.0007; NDxURB: F1,14=13.94, 

p=0.0022).  

Infatti gli animali trattati con nandrolone decanoato mostrano un significativo incremento 

dell’immobiltà (p<0.05) e un significativo decremento del nuoto (p<0.01). Inoltre, 

nonostante il trattamento con URB597 sia terminato da 4 settimane, è ancora presente il 

recupero sia del tempo di immobilità (p<0.01), che di nuoto (p<0.001) negli animali pre-

esposti a nandrolone e poi trattati con il composto cannabinoide.  

5.1e Riassunto analisi comportamentale 

La Tab. 2 riassume brevemente gli effetti del trattamento con URB597 sui comportamenti 

alterati dal trattamento con nandrolone in adolescenza. E’ possibile osservare che già 

dopo una sola settimana di trattamento, l’URB597 recupera le alterazioni nella sfera 

emotiva, ma non il deficit cognitivo. A partire dalle due settimane di trattamento con 

URB597, tutti i comportamenti alterati dal nandrolone decanoato risultano essere 

recuperati.  

Tab. 2 Riassunto dei dati relativi all’effetto del trattamento con URB597 sui comportamenti alterati dall’esposizione 

adolescenziale al nandrolone decanoato (ND) dopo 1, 2, 3 settimane di trattamento con URB597 o a 4 settimane dalla 

sua sospensione.  

Dopo 1 settimana Dopo 2 settimane Dopo 3 settimane
A 4 settimane dalla 

sospensione

Test del nuoto forzato ↑immobilità
↓nuoto

↑immobilità
↓nuoto

↑immobilità
↓nuoto

↑immobilità
↓nuoto

Test di preferenza al 
saccarosio

- ↓ preferenza saccarosio - -

Open Field

-

↓numero di passaggi 
per il centro

↓tempo speso nel 
centro

- -

Elevated Plus Maze

-

↓ tempo speso nelle 
braccia aperte

↓ numero di entrate 
nelle braccia aperte

- -

Test del 
riconoscimento del 
nuovo oggetto

↓indice di 
discriminazione

↓indice di 
discriminazione

- -
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5.2 Analisi biochimica 

Le analisi biochimiche sono state effettuate dopo due settimane di trattamento con 

URB597 e sono state mirate a valutare se questo trattamento fosse in grado di recuperare 

le alterazioni cellulari/molecolari indotte dall’esposizione adolescenziale al nandrolone 

precedentemente osservate. 

5.2a Analisi dei livelli del fattore di trascrizione p-CREB e delle proteine ad esso correlate 

La Fig. 27A mostra i livelli di CREB fosforilato nelle diverse aree cerebrali di ratti pre-

esposti al nandrolone decanoato in adolescenza e poi trattati con URB597. L’ANOVA a 

due vie mostra un significativo effetto del nandrolone e dell’URB597 sui livelli di pCREB in 

diverse aree cerebrali. Nello specifico il nandrolone incrementa i livelli di pCREB nel 

nucleus accumbens (ND: F1,15=1,626; p=0,0230), nell’amigdala (ND: F1,15=14,04; p=0,0026) 

e nell’ippocampo dorsale (ND: F1,15=12.52; p=0,0036), mentre il trattamento con URB597 

recupera significativamente le alterazioni indotte dal nandrolone decanoato nel nucleus 

accumbens (URB: F1,14=13,36; p=0.0026) e nell’ippocampo dorsale (URB: F1,14=12.86; 

p=0.0030) ma non nell’amigdala (URB: F1,13=1.1771 p=0.6808). 

In Fig. 27B, si osservano i livelli di dinorfina A nel nucleus accumbens. L’analisi statistica 

rivela un effetto del solo nandrolone decanoato (ND: F1,14=8.764, p=0.0103), infatti i livelli 

della proteina risultano drasticamente ridotti negli animali esposti allo steroide (p<0.05). 

Il trattamento con URB597 non è in grado di recuperare tale riduzione.  
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Fig. 27: Effetto di due settimane di trattamento con URB597 sulle alterazioni biochimiche indotte dall’esposizione 

adolescenziale al nandrolone decanoato (ND). Livelli di pCREB (A) nel Nucleus Accumbens (NAc) in Ippocampo (Ippo) e 

in Amigdala (Ami) e livelli di dinorfina A (B) nel Nucleus Accumbens (Nac). I livelli di pCREB sono stati calcolati tramite 

saggio ELISA e sono espressi come % verso il veicolo, mentre i livelli di dinorfina A sono stati ottenuti tramite dosaggio 

radioimmunologico e sono espressi in pmol/g. I dati sono riportati come media ± SEM di almeno 4 animali per gruppo. 

*p<0.05, **p<0.01 vs veicolo/veicolo; #p<0.05, ##p<0.01 vs ND/veicolo (ANOVA a due vie seguita dal test di 

Bonferroni).  



76 
 

5.2b Analisi della proliferazione cellulare nel giro dentato dell’ippocampo e del suo volume 

Nella proliferazione cellulare del giro dentato, l’ANOVA a due vie evidenzia un effetto 

principale del nandrolone (ND: F1,11=25.10, p=0.0004), dell’URB597 (URB597: F1,11=17.44, 

p=0.0015).L’esposizione adolescenziale al nandrolone decanoato riduce la proliferazione 

cellulare nel giro dentato (p<0.001), effetto che non viene recuperato dal trattamento 

con URB597 (Fig. 28A). Inoltre, il trattamento con URB597 è in grado di ridurre di per sé la 

proliferazione cellulare (p<0.001). 

Analogamente l’analisi della varianza applicata al volume ippocampale mostra un 

significativo effetto dei due trattamenti cronici (ND: F1,10=15.71, p=0.0027; URB: 

F1,10=9.555, p=0.0114). Gli animali trattati in adolescenza con nandrolone decanoato 

presentano un ridotto volume ippocampale (p<0.05) che non viene recuperato dal 

trattamento con URB597 che anzi induce di per sé una riduzione del volume ippocampale 

(p<0.05) (Fig. 28B). 

5.3 Analisi elettrofisiologica 

L’ANOVA a due vie svela un principale effetto del nandrolone e dell’interazione NDxURB 

sull’attività dei neuroni serotoninergici (ND: F1,86=6.937, p=0.01; NDxURB: F1,86=4.86 , 

p=0.0302). Nello specifico, due settimane di trattamento con URB597 non solo non 

recuperano le alterazioni indotte dal nandrolone decanoato (p<0.05) in adolescenza, 

bensì riducono di per sé l’attività serotoninergica (p<0.05). Al contrario, l’analisi della 

varianza dell’attività dei neuroni noradrenergici rivela un principale effetto del 

trattamento con URB597 e della sua interazione con lo steroide (URB: F1,78=7.232 , 

0
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Fig. 28: Effetto di due settimane di trattamento con URB597 sulla proliferazione cellulare nel giro dentato 

dell’ippocampo (A) e sul volume dell’ippocampo dorsale (B) in ratti pre-esposti a nandrolone decanoato in adolescenza. 

La proliferazione cellulare è espressa come numero di cellule BrdU-positive mentre il volume ippocampale come % 

rispetto al veicolo. I dati sono espressi come media di ± SEM di almeno 4 animali per gruppo. *p<0.05, ***p<0.001 vs 

veicolo/veicolo (ANOVA a due vie seguita dal test di Bonferroni).  
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p=0.0427; NDxURB: F1,78=4.174, p=0.0444). il trattamento con URB597 (p<0.05) è in grado 

di riportare ai livelli basali l’aumento di attività dei neuroni noradrenergici registrata nel 

locur coeruleus dopo nandrolone (p<0.05) (Fig. 29B).  

6. Effetti del co-abuso nandrolone decanoato/THC in ratti maschi 

adolescenti 

Poiché la cannabis sativa rappresenta la sostanza illecita più usata tra gli adolescenti, 

ultimo scopo della presente tesi è quello di valutare l’effetto di un co-abuso tra 

nandrolone e cannabis. I ratti maschi adolescenti sono stati co-trattati per 14 giorni con 

nandrolone decanoato e THC, il principale ingrediente psicoattivo presente nella cannabis 

sativa, e 24 ore dopo l’ultima somministrazione sono stati eseguiti gli screening 

comportamentali. 

  

dall’ultima iniezione

14 giorni40 53 54

Arrivo animali ND 15mg/kg/d

i.m. o veicolo

+

THC 5mg/kg/d

i.p. o veicolo

Test comportamentali e analisi 
biochimiche

24h

PND 35

Fig H: Co-trattamento cronico nandrolone decanoato/THC in ratti maschi adolescenti: i ratti maschi adolescenti sono 

stati co-trattati con nandrolone decanoato alla dose di 15 mg/kg e THC alla dose di 5 mg/kg per 14 giorni consecutivi a 

partire dal quarantesimo giorno post natale. A 24 ore dalla sospensione del trattamento alcuni animali sono stati 

sottoposti a test comportmentali, altri destinati agli studi biochimici. 

Fig. 29: Effetto di due settimane di trattamento con URB597 sull’attività dei neuroni serotonergici e noradrenergici in 

ratti adulti. La neurotrasmissione serotonergica nel nucleo dorsale del rafe è espressa come media del firing rate dei 

neuroni serotonergici (5-HT) (A) mentre la neurotrasmissione noradrenergica nel locus coeruleus è espressa come 

media del firing rate dei neuroni noradrenergici (NA) (B). I valori riportati sono medie ±SEM (n=19–29 per group). 

*p<0.05, ***p<0.001 vs veicolo/veicolo; ##p<0.01 vs ND/veicolo (ANOVA a due vie seguita dal test di Bonferroni).  
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6.1 Analisi comportamentale  

6.1a Effetti del co-trattamento ND/THC sul comportamento emotivo 

La Fig. 30 riporta il comportamento degli animali trattati con nandrolone decanoato, THC 

o entrambe le sostanze nella versione modificata del nuoto forzato. L’analisi delle 

varianza svela un effetto principale del nandrolone e del THC sul tempo di immobilità 

(ND: F1,37=14.09, p=0.0233; THC: F1,27=11.11, p=0.0419) un effetto principale del THC sul 

tempo di climbing (THC: F1,27=8.976, p=0.0058) e un effetto dell’interazione ND/THC sul 

nuoto (NDxTHC: F1,27=13.29, p=0.0412). 

Nello specifico come già osservato,il trattamento con il solo nandrolone decanoato 

incrementa significativamente il tempo di immobilità (p<0.05) e decrementa 

significativamente il tempo di nuoto (p<0.05), inoltre, il  trattamento con THC incrementa 

significativamente il climbing (p<0.05), mentre la co-esposizione a nandrolone decanoato 

e THC riporta i parametri di immobilità (p<0.05), climbing e nuoto ai valori controllo. 

Nel test dell’elevated plus maze (Fig. 31), l’ANOVA a due vie rivela solo un effetto 

principale dell’interazione tra le due sostanze nel numero di entrate nei bracci aperti 

NDxTHC: F1,27=16.17, p=0.0248). In particolare negli animali trattati con il solo nandrolone 

decanoato si osserva una riduzione statisticamente significativa nel numero di entrate nei 

bracci aperti (p<0.05; Fig. 31B), e solo una tendenza alla riduzione del tempo speso negli 

stessi bracci (Fig. 31A) mentre il co-trattamento con THC recupera questi parametri. La 

valutazione dei parametri etologici come head dips (HD), closed arms return (CAR) e 

stretched attend posture (SAP), non ha evidenziato alcuna alterazione nei quattro gruppi 

presi in esame (Fig. 31C). Inoltre come atteso, non sono state riscontrate alterazioni nel 

Fig. 30: Effetto del co-trattamento con nandrolone decanoato (ND) e THC sui parametri di immobilità, climbing e nuoto 

nella versione modificata del test del nuoto forzato, in ratti maschi adolescenti a 24 ore dalla fine del trattamento. I dati

sono espressi come media di ± SEM di almeno 7 animali per gruppo. *p<0.05 vs veicolo/veicolo; °p<0.05 vs ND/veicolo 

(ANOVA a due vie seguita dal test di Bonferroni).  
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tempo speso nei bracci chiusi e nel numero delle entrate in essi (Fig. 31 A-B), ad indicare 

chiaramente che non ci sono alterazioni nell’attività locomotoria degli animali. 

 

6.2 Analisi biochimica  

6.2a Effetti del co-trattamento ND/THC sulla proliferazione cellulare nel giro dentato 

dell’ippocampo 
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Fig. 31: Effetto del co-trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND)/THC in ratti maschi adolescenti sul 

comportamento ansioso a 24 ore dalla fine del trattamento con nandrolone. In figura vengono riportati i parametri 

registrati nell’elevated plus maze: il tempo speso (A) ed il numero di ingressi (B) rispettivamente nei bracci aperti e nei 

bracci chiusi ed i parametri etologici quali head dips (HD), streatched attent posture (SAP) e closed arms return (CAR) 

(C). I dati sono riportati come media di ± SEM di almeno 7 animali per gruppo. *p<0.05 vs veicolo+veicolo (ANOVA a 

due vie seguita dal test di Bonferroni).  

Fig. 32: Effetto del co-trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND)/THC in ratti maschi adolescenti sulla 

proliferazione cellulare nel giro dentato dell’ippocampo. La proliferazione cellulare è espressa come numero di cellule 

BrdU-positive. I dati sono espressi come media di ± SEM di almeno 4 animali per gruppo.  
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Come è possibile osservare dalla Fig. 32 non si evidenziano alterazioni significative della 

proliferazione cellulare nel giro dentato dell’ippocampo a 24 ore dalla sospensione del 

trattamento con nandrolone decanoato e THC.  

6.2b Effetti del co-trattamento ND/THC sull’espressione di pCREB 

La Fig. 33A riporta la conta delle cellule pCREB immunoreattive in diverse aree cerebrali 

implicate nel comportamento emotivo. E’ possibile osservare che non ci sono alterazioni 

significative nel numero di cellule pCREB-positive tra i vari gruppi considerati né in 

corteccia prefrontale, né nel nucleus accumbens, né in amigdala.  

Immagini esemplificative dell’area del nucleus accumbens sono riportate in Fig. 33B-C. 
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Fig. 33 Effetto del co-trattamento cronico con nandrolone decanoato (ND)/THC in ratti maschi adolescenti sulla 

espressione di pCREB. Il grafico riporta la conta delle cellule pCREM-immunoreattive nella corteccia prefrontale, nel 

nucleus accumbens  nell’amigdala (A), esempi di cellule pCREB-IR nelle foto acquisite ad ingradimenti rispettivamente 

di 4x (B) e di 20x (C) nel nucleus accumbens. I dati sono espressi come media di ± SEM di almeno 4 animali per gruppo. 
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DISCUSSIONE 

Il trattamento cronico con nandrolone decanoato in adolescenza induce un 

complesso fenotipo simil-depressivo  

I nostri risultati indicano chiaramente che l’esposizione adolescenziale al nandrolone 

decanoato induce un complesso fenotipo simil-depressivo nel periodo successivo alla 

sospensione del trattamento, che raggiunge la maggiore intensità 2 settimane dopo 

l’ultima somministrazione dello steroide ma perdura, seppur in forma più lieve per 

almeno 7 settimane. Questo fenotipo è caratterizzato a livello comportamentale, nel 

punto di maggiore intensità, da disperazione comportamentale, anedonia, ansia e deficit 

nella memoria di riconoscimento. Allo stesso intervallo di tempo, il quadro biochimico 

comprende alterazioni in specifici markers cellulari/molecolari dello stato simil-

depressivo, quali alterazioni nei livelli di attivazione di CREB in ippocampo, nucleus 

accumbens ed amigdala, riduzione della proliferazione cellulare nel giro dentato 

dell’ippocampo e riduzione del volume dell’ippocampo dorsale, nonché alterazioni nella 

neurotrasmissione serotoninergica e noradrenergica.  

Il protocollo scelto per il trattamento dei ratti maschi Sprague-Dawley adolescenti (40 

PND; nandrolone decanoato alla dose di 15 mg/kg per 14 giorni consecutivi) è 

ampiamente utilizzato in letteratura (Rossbach et al., 2007; Clark e Harrold, 1997; 

Harrison et al., 2000; McGinnis et al., 2002a,b; Melloni et al., 1997) in quanto mima le 

dosi abusate nell’uomo, che superano di 10-100 volte la dose terapeutica (Lindblom et al., 

2003; Pope e Katz, 1994; Clark e Fast, 1996; Breuer et al., 2001). Per valutare l’insorgenza 

e la durata del fenotipo simil-depressivo dopo somministrazione cronica di nandrolone 

decanoato sono stati monitorati differenti parametri comportamentali correlabili a 

questo fenotipo a diverse tempi dalla sospensione del trattamento, quali 24 ore, 7, 14 e 

21 giorni. I risultati ottenuti suggeriscono che i diversi segni comportamentali sono 

caratterizzati da una differente cinetica di comparsa. In particolare, l’assunzione di 

comportamenti passivi (immobilità) quando sottoposti ad una situazione di stress (il 

nuoto forzato), indice di disperazione comportamentale, è presente a tutti gli intervalli di 

tempo considerati, addirittura anche dopo 7 settimane dalla sospensione del 

trattamento, come indicato negli esperimenti di associazione con il composto URB597. Ad 
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oggi non si ritrovano riscontri in letteratura sulla presenza di comportamenti simil-

depressivi in animali adolescenti trattati cronicamente con nandrolone. Solo due studi, 

condotti però in animali adulti, hanno analizzato gli effetti del nandrolone decanoato nel 

test del nuoto forzato e riportano risultati opposti. Nello studio di Ambar e Chiavegatto 

(2009) lo steroide mostra un effetto anti-depressivo in topi adulti, mentre nel lavoro di 

Matrisciano e colleghi (2010), il trattamento di 28 giorni consecutivi con 5 mg/kg di 

nandrolone decanoato determina la presenza di disperazione comportamentale. La 

notevole discrepanza tra i risultati potrebbe essere spiegata dal fatto che negli studi di 

Ambar e Chiavegatto gli animali esposti allo steroide mostrano un’attività locomotoria 

significativamente aumentata e ciò potrebbe aver influenzato il loro comportamento nel 

test del nuoto forzato. L’effetto pro-depressivo del trattamento cronico con nandrolone 

decanoato in ratti maschi adolescenti, sembra essere più intenso a 14 giorni dalla 

sospensione del trattamento. A questa tempistica compare anche l’anedonia, infatti gli 

animali trattati con nandrolone decanoato mostrano un ridotto intake di saccarosio 

rispetto agli animali veicolo. L’incapacità di essere gratificati o provare piacere da stimoli 

positivi viene considerato un tratto distintivo nonché un sintomo cardine della patologia 

depressiva (Anisman e Matheson, 2005), che riflette i cambiamenti nella motivazione e 

perciò anche i cambiamenti nella sensibilità del sistema dopaminergico implicato nella 

gratificazione (Nestler e Carlezon, 2006). Nonostante l’importanza di questo sintomo, 

nessuno studio presente in letteratura valuta l’anedonia indotta da SAA. 

Poiché spesso l’ansia accompagna uno stato depressivo e depressione ed ansia non solo 

condividono molti aspetti ma hanno in comune anche numerosi fattori di rischio (Mineka 

et al., 1998), abbiamo monitorato anche il comportamento ansioso degli animali 

sottoposti al trattamento con nandrolone. I nostri dati dimostrano che l’esposizione 

adolescenziale allo steroide induce comportamenti ansiosi osservabili sia nel test 

dell’Open Field che nel test dell’Elevated Plus Maze. L’ansia compare a partire da 2 

settimane dall’ultima somministrazione dello steroide ed è ancora presente a 3 

settimane. La letteratura sull’ansia indotta dall’abuso di SAA è abbastanza 

contraddittoria. Studi condotti su animali adulti riportano sia la presenza di uno stato 

ansioso in animali trattati cronicamente con SAA (Minkin et al., 1993; Rocha et al., 2007; 

Ambar e Chiavegatto, 2009) che di una disinibizione comportamentale e quindi ansiolisi 

(Kouvelas et al., 2008). Quando invece gli studi vengono condotti su animali adolescenti, 
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sia di sesso femminile che maschile, tutti osservano la comparsa di comportamenti simil-

ansiosi (Costine et al., 2010; Oberlander et al., 2012; Ricci et al., 2012). I nostri dati 

confermano ed espandono queste osservazioni, in quanto descrivono anche la durata 

dell’effetto ansiogeno indotto dal nandrolone. 

Diversi lavori presenti in letteratura suggeriscono che il deficit cognitivo è parte 

integrante del fenotipo simil-depressivo ed anzi rappresenta uno dei sintomi 

caratterizzanti la depressione (Lapiz-Bluhm et al., 2008). Su questa base abbiamo 

monitorato la memoria di riconoscimento dopo trattamento cronico con nandrolone. 

L’esposizione allo steroide induce un deficit nella memoria di riconoscimento 7 e 14 giorni 

dopo la fine del trattamento, mentre non è più presente alla tempistica successiva (21 

giorni). La presenza di deficit cognitivi in animali adulti esposti a SAA è riportata da tutti 

gli studi che hanno monitorato apprendimento e memoria. Ampiamente dimostrata è la 

presenza di un deficit nella memoria spaziale valutata attraverso il test del Morris Water 

Maze e nella memoria sociale (Magnusson et al., 2009; Kouvelas et al., 2008). Un recente 

lavoro mostra inoltre che infusioni bilaterali di testosterone direttamente nell’ippocampo 

di ratti maschi inducono danni nell’apprendimento spaziale durante la fase di acquisizione 

del test del Morris Water Maze (Khorshidahmad et al., 2012). Nel nostro studio abbiamo 

esteso queste osservazioni anche ad un altro tipo di memoria, la memoria di 

riconoscimento, suggerendo così la presenza di un più ampio spettro di deficit cognitivi 

dopo abuso di SAA e nandrolone decanoato in particolare. 

L’insieme di questi dati suggerisce quindi la presenza di un complesso quadro 

simildepressivo in animali adolescenti esposti a nandrolone decanoato. Questo quadro 

compare immediatamente dopo la sospensione del trattamento, si intensifica a due 

settimane per poi ridursi di intensità alle tempistiche successive, senza mai scomparire 

del tutto. E’ interessante notare che quando lo stesso schema di trattamento è stato 

eseguito negli animali adulti, non siamo riusciti ad evidenziare alcuna interferenza con il 

comportamento emozionale. Questo suggerisce la specifica vulnerabilità del cervello 

adolescente agli effetti del nandrolone decanoato, confermando l’evidenza che 

l’adolescenza rappresenta un periodo critico per l’abuso di sostanze illecite e l’emergenza 

di disordini psichiatrici (Paus et al., 2008).  

Per comprendere le possibili basi cellulari/molecolari che sottendono al fenotipo 

simildepressivo osservato negli animali adolescenti dopo trattamento cronico con 
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nandrolone decanoato, abbiamo condotti saggi biochimici volti a valutare la presenza di 

alcuni eventi marker dello stato simildepressivo. In particolare ci siamo focalizzati sui 

livelli di CREB attivato e di due proteine da esso regolate (il peptide oppioide dinorfina A 

ed il fattore neurotrofico cerebrale BDNF) in specifiche aree cerebrali notoriamente 

coinvolte nella modulazione degli stati emozionali, quali la corteccia prefrontale, il 

nucleus accumbens, l’amigdala e l’ippocampo. Abbiamo poi monitorato la proliferazione 

cellulare nel giro dentato dell’ippocampo ed il volume ippocampale, nonché la 

trasmissione serotoninergica e noradrenergica. 

CREB è un fattore trascrizionale la cui attivazione tramite fosforilazione stimola la 

trascrizione di geni bersaglio, essenziali per l’espletamento dei più sofisticati processi 

biologici (Mayr et al., 2001). Numerosi studi dimostrano che gli stati depressivi sono 

caratterizzati da significative alterazioni di CREB in specifiche aree cerebrali e che queste 

alterazioni sono associate ad alterata espressione di proteine la cui sintesi è regolata da 

questo fattore di trascrizione (McClung et al., 2003). Diverse evidenze suggeriscono che 

un incremento nei livelli di CREB fosforilato (pCREB) possa portare a sintomi simil-

depressivi o ad effetti antidepressivi a seconda della regione cerebrale considerata. I geni 

trascritti da questo fattore di trascrizione possono infatti differire da area ad area e 

portare ad effetti diversi (Cha-Molstad et al., 2004). Nel nostro modello abbiamo 

riscontrato un aumento significativo della frazione attiva di CREB a seguito 

dell’esposizione al nandrolone decanoato nel nucleus accumbens, nell’amigdala e 

nell’ippocampo ma non in corteccia prefrontale. 

Numerosi studi supportano l’ipotesi che un’elevata attivazione di CREB nel nucleus 

accumbens possa essere responsabile della comparsa di effetti simildepressivi negli 

animali. E’ stato dimostrato infatti come nei ratti l’overespressione e l’incrementata 

attivazione del fattore di trascrizione in quest’area siano correlate ad effetti anedonici e a 

disperazione comportamentale (Chartoff et al., 2009; Pliakas et al., 2001; Barrot et al. 

2002; McClung et al., 2003; Newton et al., 2002). In particolare, gli studi pioneristici di 

Pliakas e collaboratori nel 2001 basati sull’overespressione di CREB nel nucleus 

accumbens di ratti adulti ottenuta mediante l’iniezione di vettori virali, evidenziano un 

forte incremento del tempo speso in immobilità nel test del nuoto forzato (Pliakas et al., 

2001). In linea con questi risultati, linee di topi transgenici che overesprimono CREB nel 

nucleus accumbens mostrano effetti simil-depressivi, mentre l’espressione di una forma 
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di CREB mutato nella stessa area cerebrale porta invece ad evidenti effetti antidepressivi 

(Newton et al., 2002). La presenza quindi nel nostro studio di incrementi di CREB attivato 

nel nucleus accumbens dei ratti esposti cronicamente al nandrolone decanoato sembra 

accordarsi perfettamente con la presenza del fenotipo simil-depressivo da noi 

evidenziata. Sorprendentemente, però, tali incrementi non si associano con una 

incrementata produzione di dinorfina A, come invece ritrovato nei lavori 

precedentemente citati (Pliakas et al., 2001; Newton et al., 2002), ma ad una sua 

significativa riduzione. Ulteriori studi saranno quindi necessari per chiarire quali siano i 

geni bersaglio dell’incrementata attivazione di CREB a livello del nucleus accumbens. In 

linea con quanto da noi osservato, la somministrazione cronica di nandrolone decanoato 

riduce la densità del recettore k degli oppioidi, target della dinorfina (Magnusson et al. 

2009), e induce un incremento nell’attività dell’enzima degradativo della dinorfina 

(Magnusson et al. 2006). In generale, i nostri dati e quelli presenti in letteratura sembrano 

indicare la presenza di un ipotono dinorfinergico nel nucleus accumbens dopo 

trattamento cronico con nandrolone. 

I nostri risultati mostrano inoltre un significativo incremento di pCREB nell’amigdala, 

un’area cerebrale molto importante per il controllo delle emozioni e sembrano essere in 

accordo con la letteratura. Infatti diversi studi condotti in modelli animali supportano 

un’associazione tra una maggiore attività di CREB in quest’area ed effetti simil-depressivi 

(Pliakas et al., 2001; Wallace et al., 2004). Inoltre lo sovraespressione di CREB 

nell’amigadala basolaterlare induce un significativo effetto ansiogenico osservato sia nel 

test dell’open field che nell’elevated plus maze (Wallace et al., 2004), effetto presente 

anche nei nostri animali.  

Il trattamento cronico con nandrolone decanoato in adolescenza induce, infine, un 

significativo incremento di CREB attivato nell’ippocampo, un’area del cervello coinvolta 

nel controllo delle emozioni ed implicata nei processi di memoria ed apprendimento 

(Nibuya et al., 1996; Thome et al., 2000). Questo risultato sembra in contrasto con la 

letteratura, che riporta invece incrementi dei livelli di pCREB dopo trattamento con 

farmaci antidepressivi. Recentemente, però, il gruppo di lavoro di Julie Blendy ha 

dimostrato che la selettiva delezione di CREB nell’ippocampo risultava in una accelerata 

risposta agli antidepressivi ed incrementava la neurogenesi (Gundersen at al., 2013). 

Questo ci potrebbe far ipotizzare che, almeno in alcune condizioni, l’attivazione di CREB 
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nell’ippocampo possa non essere coinvolta nel determinare o meno un comportamento 

simil-depressivo. In accordo con questa ipotesi, potremmo associare l’incrementata 

attività di CREB con il deficit cognitivo osservato dopo nandrolone cronico. Infatti 

recentemente Gruart e colleghi (Gruart et al., 2012) hanno dimostrato che la persistente 

attivazione di CREB nell’ippocampo porta a deficit di memoria nel test di 

condizionamento del “battito dell’occhio” (eyeblink). Analogamente Viosca e colleghi 

(2009) hanno riportato che l’incremento cronico di CREB attivato nell’ippocampo porta a 

dei deficit nella memoria spaziale, suggerendo quindi una relazione a U invertita tra 

questo tipo di memoria e la plasticità mediata da CREB. 

Nelle nostre condizioni sperimentali non abbiamo osservato alcuna alterazione nei livelli 

di BDNF nelle aree cerebrali esaminate. BDNF fa parte della famiglia delle neurotrofine, 

proteine che promuovono la sopravvivenza, lo sviluppo e la funzionalità dei neuroni 

(Hyman et al., 1991). Diverse evidenze mostrano che la depressione negli uomini, così 

come lo stress cronico nei roditori, sono associati ad una riduzione dei livelli di BDNF a 

livello dell’ippocampo e della corteccia prefrontale, e che questi sono recuperati da un 

trattamento con antidepressivi (Duman et al., 1997; Krishnan et al., 2008). Inoltre, 

incrementi nei livelli di BDNF nell’ippocampo di roditori producono effetti antidepressivi 

(Shirayama et al., 2002). I nostri risultati sembrano in contrasto con la letteratura, va però 

sottolineato che in alcuni studi non sembra esistere un’associazione tra alterazioni nei 

livelli della neurotrofina e depressione. Ad esempio, difetti genetici nella secrezione di 

BDNF non sembrano incrementare la vulnerabilità alla depressione (Lopez-Leon et al., 

2008; Gratacos et al., 2008). Possiamo quindi supporre che nel fenotipo simil-depressivo 

indotto dal nandrolone decanoato il BDNF non giochi un ruolo importante, almeno 

nell’intervallo di tempo da noi utilizzato per gli studi biochimici (14 giorni dopo la fine del 

trattamento). Matrisciano e collaboratori (2010) riportano invece un’associazione tra 

sintomi simil-depressivi e decremento nei livelli di BDNF nell’ippocampo e nella corteccia 

prefrontale di ratti maschi trattati con nandrolone (5 mg/kg). In questo caso, però, gli 

studi sono stati condotti in ratti adulti e immediatamente dopo la sospensione del 

trattamento con lo steroide.  

Poiché la diminuzione della proliferazione cellulare a livello del giro dentato 

dell’ippocampo è una importante caratteristica biochimica che si accompagna ai modelli 

sperimentali di depressione, siamo andati a studiare tale evento dopo trattamento 
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cronico con nandrolone. I nostri dati indicano la presenza di una riduzione della 

proliferazione cellulare a seguito del trattamento con lo steroide e ben si accordano 

quindi con quanto riportato in letteratura. Numerosi sono infatti i lavori che dimostrano 

una correlazione tra comportamenti simil-depressivi e riduzione del numero di cellule 

proliferanti nel giro dentato (DG) dell’ippocampo (Lau et al., 2011; Baek et al., 2011; 

Lagunas et al., 2010). Così come la proliferazione cellulare nel DG dell’ippocampo, il 

volume dell’ippocampo dorsale risulta ridotto negli animali trattati con nandrolone. 

Questo decremento potrebbe dipendere dalla significativa diminuzione delle cellule 

proliferanti nell’ippocampo. È ormai ben nota la presenza di una riduzione del volume 

dell’ippocampo sia nei pazienti depressi, come evidenziato dagli studi di risonanza 

magnetica (Frodl et al., 2008; Campbell et al., 2004) che nei modelli animali di 

depressione (Realini et al., 2011; Blugeot et al., 2011 ). 

Infine poiché i sistemi serotoninergico e noradrenergico sono coinvolti nella patofisiologia 

degli stati simil-depressivi (Belmaker e Agam, 2008) abbiamo condotto studi di 

elettrofisiologia per evidenziare la presenza di alterazioni nella loro attività dopo 

trattamento cronico con nandrolone. Il nandrolone riduce significativamente il firing rate 

dei neuroni serotoninergici nel nucleo dorsale del rafe. Questo evento è stato osservato 

in animali sottoposti a CUS (chronic unpredictible stress), un paradigma che induce uno 

stato simil-depressivo negli animali (Bambico et al., 2009), così come in diversi modelli 

knockout che mostrano comportamenti simil-depressivi (Dominguez-Lopez et al., 2012). 

La riduzione della neurotrasmissione serotoninergica potrebbe essere in relazione con la 

riduzione del tempo di nuoto osservato nel test del nuoto forzato, così come suggerito da 

Detke e collaboratori (1995). In accordo con i nostri risultati, studi condotti in criceti 

maschi adolescenti esposti al nandrolone hanno mostrato una significativa riduzione delle 

innervazioni serotonergiche afferenti (Grimes e Melloni, 2002) ed alterazioni nei livelli 

dell’mRNA del recettore 5HT1B nel sistema nervoso centrale (Grimes e Melloni, 2005). 

Inoltre nelle proiezioni del nucleo dorsale del rafe, l’espressione dell’mRNA del recettore 

5-HT1A è down regolata (Ambar e Chiavegatto, 2009; Ricci et al., 2006), ed è stata 

implicata direttamente nella patofisiologia della depressione e dell’ansia (Savitz et al., 

2009). 

Infine, il trattamento cronico con nandrolone decanoato in adolescenza incrementa 

significativamente l’attività del sistema noradrenergico. Pochi sono i lavori presenti in 
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letteratura che si sono interessati di esplorare il legame presente tra funzionalità della 

trasmissione noradrenergica e somministrazione di nandrolone. Lindqvist e collaboratori 

(2002) non evidenziano alterazioni nei livelli extracellulari di noradrenalina in diverse aree 

cerebrali a seguito di un trattamento cronico con nandrolone decanoato in ratti maschi 

adulti. Probabilmente questa discrepanza con il nostro studio è ascrivibile alla diversa età 

degli animali utilizzati. E’ noto che in condizioni di stress ed ansia viene stimolata la 

produzione di corticosteroidi che possono incrementare l’attività noradrenergica nel locus 

coeruleus (Chen e Herbert, 1995) ed il rilascio di noradrenalina (Finlay et al., 1997). Nelle 

nostre condizioni sperimentali, quindi, la presenza di ansia negli animali potrebbe aver 

determinato l’incremento del firing noradrenergico.  

E’ interessate sottolineare che il nandrolone decanoato produce alterazioni 

comportamentali e cambiamenti nel firing delle monoamine simili a quelle osservate a 

seguito dell’esposizione adolescenziale ad altre sostanze d’abuso quali i cannabinoidi 

(Rubino et al., 2008, Bambico et al. 2010). Questa osservazione potrebbe quindi suggerire 

che l’utilizzo di alcune sostanze d’abuso in adolescenza possa portare ad effetti comuni 

sul comportamento e sulla neurotrasmissione monoaminergica.  

Nel loro insieme questi risultati suggeriscono che solo il trattamento cronico con 

nandrolone in adolescenza induce un complesso fenotipo simil-depressivo caratterizzato 

a livello biochimico dalla presenza di alcuni eventi notoriamente coinvolti nella 

eziopatogenesi della depressione, come alterazioni di volume e proliferazione cellulare a 

livello ippocampale, ridotta trasmissione serotoninergica ed incrementati livelli di CREB 

attivato nel nucleus accumbens. Non sono però presenti in questo fenotipo altri eventi 

cellulari/molecolari associati alla depressione, come ad esempio riduzione nei livelli di 

BDNF in specifiche aree cerebrali ed incrementi di dinorfina A nel nucleus accumbens. 

Questo quadro risulta quindi specifico per il nandrolone.  

Effetto del trattamento cronico con nandrolone decanoato sul sistema 

degli endocannabinoidi  

Il secondo scopo della presente tesi è stato quello di valutare la presenza di un 

coinvolgimento del sistema degli endocannabinoidi nel fenotipo simil-depressivo indotto 

dal trattamento adolescenziale con nandrolone decanoato. Specificatamente abbiamo 

valutato possibili alterazioni nella densità e funzionalità del recettore CB1. A 24 ore dalla 
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fine del trattamento è stata riscontrata una riduzione dei siti di binding per il recettore 

CB1 nell’area tegmentale ventrale (VTA) e nel cervelletto, ed una riduzione della sua 

funzionalità nel nucleus accumbens (NAc) e nel cervelletto. Aree quali VTA e NAc 

appartengono al circuito coinvolto nei processi emozionali e di ricompensa, e sono inoltre 

regioni cerebrali strettamente legate alla depressione (Nestler e Carlezon, 2006). Il 

cervelletto, comunemente associato all’apprendimento ed al controllo motorio, sembra 

avere un ruolo anche nei processi cognitivi e nel controllo emozionale (Schmahmann e 

Caplan, 2006). Ad oggi in letteratura non sono presenti studi che valutano una relazione 

tra il sistema endocannabinoide e l’abuso di SAA ad eccezione del lavoro di Celerier e 

collaboratori (2006). In questo lavoro gli autori hanno investigato la densità e la 

funzionalità del recettore CB1 limitatamente al cervelletto e al caudato e putamen. I dati 

riportati non mostrano alcuna alterazione nei due parametri dopo trattamento cronico 

con nandrolone. Questa discrepanza potrebbe risiedere nel fatto che, seppur utilizzando 

lo stesso paradigma sperimentale, sono stati utilizzati topi e non ratti.  

Inoltre, quando il trattamento viene eseguito in età adulta, non si riscontrano alterazioni 

nella funzionalità del recettore CB1 in nessuna delle aree analizzate, mentre è presente 

una lieve, seppur significativa riduzione della densità nella VTA e nell’amigdala.  

Ancora una volta, quindi, è presente un quadro differente dopo trattamento in 

adolescenza o età adulta, con un effetto più intenso in adolescenza, a suggerire quindi 

una maggiore vulnerabilità del cervello più giovane.  

Il trattamento con URB597 recupera il fenotipo simil-depressivo indotto 

dall’esposizione cronica a nandrolone decanoato in adolescenza 

Poiché il fenotipo simil-depressivo indotto dal trattamento cronico con nandrolone in 

adolescenza era caratterizzato da un ipotono del sistema endocannabinoide, abbiamo 

voluto valutare se correggendo questa alterazione fosse possibile recuperare il fenotipo 

stesso. A tale scopo, alla fine del trattamento con lo steroide, abbiamo trattati gli animali 

con URB597, un inibitore selettivo dell’enzima degradativo dell’anandamide, alla dose di 

0.3 mg/kg, per tre settimane. La dose è stata scelta in base a studi presenti in letteratura 

che dimostravano proprietà antidepressive dell’URB597 (Gobbi et al., 2005; Bortolato et 

al., 2007; Realini et al., 2011). Dopo una settimana di trattamento con il composto 

cannabinoide siamo andati a valutare i parametri comportamentali, gli aspetti biochimici 
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ed elettrofisiologici precedentemente alterati dal trattamento con nandrolone 

decanoato. 

In generale, il trattamento cronico con URB597 è stato in grado di recuperare quasi 

totalmente le alterazioni comportamentali indotte dall’esposizione a nandrolone 

decanoato ma solo parzialmente i cambiamenti biochimici e le alterazioni 

elettrofisiologiche. 

In particolare, già dopo una sola settimana di trattamento con URB597 si ha il recupero 

dell’immobilità nel test del nuoto forzato. Questo effetto è osservabile anche dopo due e 

tre settimane di trattamento con URB597. Inoltre, è molto interessante notare che tale 

recupero è ancora presente anche dopo 4 settimane dalla sospensione del trattamento 

con l’inibitore selettivo. Inoltre dopo due settimane di trattamento con URB597, l’indice 

di preferenza al saccarosio, ridotto negli animali pre-esposti a nandrolone decanoato in 

adolescenza, risulta paragonabile a quello degli animali controllo. Ciò dimostra che la 

modulazione del sistema endocannabinoide attraverso l’URB597 recupera anche 

l’anedonia, un altro evento fondamentale presente nel fenotipo simil-depressivo indotto 

dal nandrolone. Il trattamento con URB597 è anche in grado di recuperare tutti i 

comportamenti simil-ansiosi indotti dall’esposizione al nandrolone decanoato in 

adolescenza. Nello specifico, l’URB597 riporta ai valori di controllo sia il tempo trascorso 

ed il numero dei passaggi nel centro dell’arena dell’open field, che il tempo speso ed il 

numero di entrate nei bracci aperti nell’elevated plus maze. In entrambi i test gli animali 

trattati con URB597 non hanno mostrato alterazioni dell’attività locomotoria, a conferma 

che l’effetto osservato è ascrivibile ad un cambio nella risposta emozionale. Infine, il 

deficit cognitivo indotto dal nandrolone decanoato non viene recuperato dopo solo una 

settimana di trattamento con URB597, bensì dopo due settimane. Inoltre, dopo una 

settimana, non solo non si assiste al recupero del deficit nella memoria di riconoscimento 

indotto dall’esposizione al nandrolone decanoato in adolescenza, ma si osserva che 

l’URB597 di per sé induce un deficit cognitivo. In letteratura i dati relativi ad un 

incremento del tono degli endocannabinoidi ed apprendimento/memoria sono 

contrastanti. La somministrazione di anandamide sembra indurre un deficit della 

memoria di lavoro (Mallet e Beninger, 1998) e nella fase di consolidamento nel test della 

passive avoidance (Costanzi et al., 2004). Al contrario, topi knock-out per la FAAH 

mostrano performance migliori in una versione modificata del Morris Water Maze (Varvel 
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et al., 2006, 2007), e l’utilizzo di URB597 migliora la fase di acquisizione nella passive 

avoidance (Mazzola et al., 2009). Nelle nostri condizioni sperimentali è possibile ipotizzare 

che un trattamento breve con URB597 induce uno sbilanciamento del sistema 

endocannabinoide che induce un deficit cognitivo, sbilanciamento che però si riequilibra 

dopo due settimane di trattamento, almeno per ciò che concerne la memoria di 

riconoscimento. 

Nel complesso il blocco dell’inibizione della degradazione dell’anandamide tramite 

somministrazione di URB597 determina il recupero del fenotipo simil-depressivo indotto 

dal nandrolone. L’URB597 sembra quindi essere un composto particolarmente 

interessante dal punto di vista delle possibili applicazioni terapeutiche perché pur agendo 

come un agonista indiretto del recettore CB1 non evoca i classici effetti psicotropi dei 

cannabinoidi come catalessia, ipotermia e iperfagia, anche se iniettato a dosi che 

inibiscono completamente l’attività della FAAH (Kathuria et al., 2003). Inoltre l’URB597 

non sembra indurre dipendenza, infatti non provoca “place preference” nel conditioned 

place preference test (Scherma et al., 2008; Gobbi et al., 2005; Piomelli et al., 2006). 

Diversi lavori presenti in letteratura depongono a favore dell’effetto antidepressivo 

dell’URB597 sia dopo trattamento acuto che cronico (Gobbi et al., 2005; Hill et al., 2007; 

McLaughlin et al., 2007; Bortolato et al., 2007; Realini et al., 2011). I nostri risultati 

confermano queste osservazioni ottenute in classici modelli di depressione, e le 

estendono anche alla depressione indotta da abuso di SAA in adolescenza. Per la prima 

volta, inoltre, si evidenzia che l’effetto di recupero dell’URB597 è duraturo, mantenendosi 

ben oltre la sospensione del trattamento.  

L’analisi biochimica effettuata dopo due settimane di trattamento con URB597 rivela che 

l’inibitore selettivo della FAAH riporta ai valori controllo l’incremento della frazione 

attivata di CREB nel nucleus accumbens e nell’ippocampo, ma non nell’amigdala, e non 

recupera la riduzione nei livelli di dinorfina A osservata nel nucleus accumbens. Il 

trattamento con URB597 non è neanche in grado di recuperare la ridotta proliferazione 

cellulare indotta dal nandrolone nel giro dentato dell’ippocampo così come il ridotto 

volume ippocampale. E’ interessante notare che l’URB597 di per sé ha un effetto su 

questi ultimi due parametri molto simile a quello indotto dal nandrolone. Allo stesso 

modo, il composto URB597 non recupera il decremento dell’attività dei neuroni 

serotoninergici indotto dal nandrolone, ma anzi la riduce di per sé. Al contrario, è in grado 
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di riportare ai livelli controllo l’incremento dell’attività dei neuroni noradrenergici indotto 

dallo steroide. Il quadro cellulare/molecolare indotto dal trattamento cronico con 

URB597 è abbastanza peculiare. Nonostante il totale recupero del quadro 

comportamentale assimilabile ad un fenotipo simil-depressivo, il quadro delle alterazioni 

biochimiche è solo parzialmente recuperato. Questo può far supporre che alcuni eventi 

giochino un ruolo più importante di altri nello sviluppo di tale fenotipo. In particolare il 

recupero dell’incrementata attività di CREB nell’ippocampo e nel nucleus accumbens, così 

come dell’aumentata attività noradrenergica sembrano essere stati determinanti nel 

riportare a controllo i comportamenti simil-depressivi indotti dal nandrolone.  

In generale, la manipolazione del sistema endocannabinoide rappresenterebbe un utile 

target terapeutico per il recupero della sindrome pro-depressiva che si sviluppa durante il 

periodo di withdrawal del trattamento con steroidi androgeni anabolizzanti in 

adolescenza.  

Il co-trattamento con nandrolone decanoato e THC previene la comparsa 

del fenotipo simil-depressivo indotto dal nandrolone decanoato. 

Poiché la Cannabis è la sostanza illegale più abusata dagli adolescenti, è possibile che ci 

sia un concomitante uso di steroidi androgeni anabolizzanti e Cannabis. Per indagare 

questa relazione, abbiamo eseguito un co-trattamento con nandrolone e THC per 14 

giorni negli animali adolescenti e 24 ore dopo l’ultima somministrazione abbiamo 

condotto i test comportamentali.  

Nel test del nuoto forzato, la co-somministrazione nandrolone-THC previene la comparsa 

di disperazione comportamentale osservata con il solo nandrolone. Lo stesso quadro si 

ripresenta nel test dell’elevated plus maze. Gli animali trattati con nandrolone decanaoto 

presentano un ridotto tempo e numero di ingressi nei bracci aperti, mentre la co-

assunzione delle due sostanze previene la comparsa degli effetti deleteri del nandrolone 

sul comportamento ansioso.  

Questo quadro sembra rafforzare l’ipotesi che la stimolazione del sistema 

endocannabinoide possa in qualche modo contrastare la comparsa di effetti avversi del 

nandrolone sul comportamento emotivo degli animali. Non esistono ad oggi in letteratura 

lavori in cui viene valutato l’effetto di una co-somministrazione tra steroidi e cannabinoidi 

sul comportamento emotivo.  
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Diversamente da quanto atteso, le analisi biochimiche non registrano alterazioni 

significative né nella proliferazione cellulare del giro dentato, né nell’analisi delle cellule 

pCREB immunoreattive in diverse aree cerebrali. Si osserva però la presenza di una 

tendenza di incremento nel numero delle cellule pCREB immunoreattive nel nucleus 

accumbens negli animali trattati cronicamente con nandrolone decanoato, ma non in 

quelli co-somministrati. Questo risultato sembrerebbe confermare ulteriormente 

l’importanza delle alterazioni nei livelli di CREB attivato presenti nel nucleus accumbens 

nell’insorgenza del fenotipo simil-depressivo indotto dal nandrolone. 
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CONCLUSIONI 

Le conclusione che possiamo trarre dal presente lavoro di tesi sono le seguenti: 

1. Il trattamento cronico con nandrolone decanoato induce un complesso fenotipo 

simil-depressivo in ratti maschi adolescenti caratterizzato da alterazioni 

comportamentali, biochimiche ed elettrofisiologiche. 

2. Il sistema endocannabinoide è coinvolto in questo fenotipo simil-depressivo 

indotto dal nandrolone decanoato. 

3. Lo stesso schema sperimentale proposto in ratti maschi adulti non porta ad 

alterazioni comportamentali sottolineando che gli animali adolescenti sono più 

sensibili agli effetti negativi dello steroide. 

4. Il fenotipo simil-depressivo indotto dall’esposizione a nandrolone decanoato in 

adolescenza viene recuperato totalmente da un punto di vista comportamentale 

dal trattamento cronico con URB597, ma solo parzialmente per quanto riguarda il 

profilo biochimico ed elettrofisiologico. 

5. La somministrazione di THC in concomitanza con nandrolone decanoato previene 

le alterazioni nel comportamento emotivo nei ratti maschi adolescenti. 

6. L’insieme dei dati suggerisce quindi che la manipolazione del sistema 

endocannabinoide potrebbe modulare gli effetti avversi indotti dagli steroidi sul 

comportamento emotivo. 
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