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Abstract

The aim of the study was to investigate some rhythmic markers
in three different ruminant species. For this purpose, three different
experiments were conducted. The aim of the first experiment was to
investigate clock gene expression in Bos taurus and the alteration
occurring during pathological conditions, through the evaluation of
the daily expression pattern of four clock genes (Per2, Cry2, Bmall,
Clock) in peripheral blood cells. Five healthy cows, five affected by
Brucellosis (BR) and five affected by Bovine Viral Diarrhoea-
Mucosal Disease (BVD-MD) were housed in indoor stalls under
natural spring conditions, blood samples were collected at 4 h
intervals over a 24 h period. Statistical analysis showed rhythmic
expression of clock genes mRNAs in healthy cows. Cows affected by
BR did not show any rhythmic expression of clock genes mRNAs
while in cows affected by BDV mRNA levels of Bmall, Clock and
Cry2 changed during the day. These findings highlighted that
circadian system could be involved in homeostasis alteration and that
clock genes could be considerate as regulatory genes or early response
genes during inflammation, so their regulation should be evaluated in

health research and treatment.



The second experiment of this study was to evaluate the
circadian rthythm of melatonin in sheep and in goats and to compare
the rhythmicity under the same conditions. Five female Sarda sheep
and five female Sarda goats were housed in boxes equipped with an
opening window. Animals were kept under a natural photoperiod and
in indoor ambient temperature (16-20°C). Blood samples were
collected every 2h over 48h period. Results showed a circadian
melatonin rhythm with a nocturnal acrophase in both species and a
high robustness between rhythm 61.20+7.57 and 83.60+7.26,
denoting a high percentage of stationarity of melatonin circadian
rhythm. No significant differences were found on melatonin levels in
sheep and goats. Our finding demonstrates the similarity between the

two species in the secretion and rhythmicity of melatonin.

The third experimental study evaluates the pattern of plasma
melatonin during the trough and the peak of its daily rhythm. Blood
samples from 8 ewes were collected every 3 h for a 48-h period. On
the third day, blood samples were collected from 10:00 to 13:00
(trough) and from 20:00 to 23:00 (peak) every 20 min. Our results
showed a robust daily rhythm of melatonin in both days of
monitoring, with nocturnal acrophase. During the trough, a significant

decrease was observed starting from the 10:40 with a progressive



decrease about every 40 min. During the peak of the plasma melatonin
daily rhythm, an increase was observed starting from the 20:40 with a
progressive increase about every 40 min. These data could be taken
into consideration to monitor the plasma melatonin variations during

the 24 h, and for the administration of melatonin for breeding in ewes.

In conclusion, the circadian rhythms in domestic ruminants
appear to be modulated by exogenous factors that not change the
normal homeostasis of the organism, for example the photoperiod, and
by exogenous noxae, for example infectious diseases, that can produce

an alteration of the normal expression of clock genes.
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1 INTRODUZIONE

1.1 L’orologio circadiano

L’ambiente esterno rappresenta un elemento composito in
continuo divenire e tutti gli esseri viventi sono in costante rapporto
con esso tramite 1 meccanismi biologici. Tali meccanismi, cosi come
le fluttuazioni dei livelli di diversi ormoni e le attivita connesse alle
principali funzioni biologiche quali, ad esempio, 1’alternanza del ritmo
sonno/veglia sono generati da un finissimo sistema di regolazione
interna. Il vantaggio biologico derivante da una tale organizzazione ¢
rappresentato dalla capacita di sfruttare il momento ottimale nelle
varie condizioni ambientali, ad esempio riposare quando risulta meno
pericoloso farlo e pertanto, in molte situazioni, le possibilita di
sopravvivenza degli organismi risultano direttamente proporzionali

alla capacita di adattamento ai cambiamenti.

Molti dei cambiamenti che interessano I’ambiente esterno
avvengono con ritmo ben preciso lungo periodi temporali di durata
variabile, con cicli di circa 24 ore come 1’alternanza luce/buio o piu
prolungati nel corso del tempo come, ad esempio, 1’alternanza delle

stagioni. Nel corso dell’evoluzione gli organismi viventi hanno fatto



fronte a queste variazioni e si sono adattati sviluppando dei sistemi di
regolazione dei ritmi biologici. La maggior parte di questi ¢
rappresentata da ritmi circadiani, cosi definiti in quanto presentano
una durata di circa 24 ore, e da ritmi u/tradiani di durata inferiore. In
particolare, la coniazione del termine orologio circadiano (circadian
clock) negli anni 60 del secolo scorso si deve allo scienziato Franz
Halberg, fondatore della moderna cronobiologia 1 cui suoi studi hanno
gettato le fondamenta per la comprensione delle forze regolanti 1

fenomeni circadiani negli organismi viventi.

Classificazione dei ritmi circadiani

La principale classificazione dei ritmi circadiani ¢ quella fisica
da cui, come gia accennato, deriva la definizione stessa di
“circadiano”. In particolare, secondo tale classificazione ¢ possibile

individuare ritmi:

e Ultradiani >20 ore

e Circadiani 24 + 4 ore

e Infradiani >28 ore, in particolare:
e C(ircasettani 7 + 3 giorni

e Circadisettani 14 + 3 giorni

e Circavigintani 21 + 3 giorni



e Circatrigintani 30 + 5 giorni

e C(Circannuali 12 + 2 mesi

Altre classificazioni che possono essere tenute in

considerazione nello studio dei ritmi circadiani sono:

e C(lassificazione di complessita, tramite la quale 1 ritmi vengono
considerati come espressione di piu variabile tra loro collegate.
In base a ci0 si distinguono ritmi semplici e complessi;

e (lassificazione di consistenza, considera la misurabilita diretta
o indiretta dei ritmi suddividendoli in reali e virtuali;

e (lassificazione di diffusione, individua ritmi locali e sistemici a
seconda della loro diffusione nell’organismo;

e C(lassificazione di mobilita, prende in considerazione ritmi
stazionari o propagati a seconda della loro propagazione nello
spazio;

e C(lassificazione di natura, cio¢ in endogeni o esogeni a seconda
se legati, rispettivamente, al genoma dell’individuo o
all’ambiente esterno;

e (lassificazione di resistenza, intesa come resistenza alle
perturbazioni. Tale classificazione individua pertanto ritmi

resistenti e delicati;



Classificazione di sussistenza, considera ritmi permanenti o
duraturi e ritmi transitori o temporanei;

Classificazione evolutiva (gerontologica 0
clinospettrometrica), valuta 1 ritmi in funzione dell’eta;
Classificazione fisiologica, considera 1 ritmi in Dbase
all’appartenenza alla sfera conservativa (ritmi psichici e fisici) o
alla sfera riproduttiva;

Classificazione funzionale, individua quattro tipi di ritmo (a,f3,y
e 98) suddivisi, a loro volta, in due sottotipi a seconda che si
sviluppino in sincronizzazione o in free-running;
Classificazione gerarchica, in base al rapporto di dipendenza
suddivide 1 ritmi in ritmi guida e in ritmi guidati;
Classificazione identificativa, considera 1 ritmi marker in
riferimento a procedure diagnostiche o di tipo interventistico-
terapeutico;

Classificazione morfologica, considera ritmi puntuali o
discontinui, espressione di un fenomeno che si ripete,
circoscritto ed intervallato da una pausa, e ritmi continui o
analogici, che si ripetono con funzioni oscillanti di varia

tipologia;



e C(lassificazione ontogenetica, in base al processo di
maturazione del ritmo in riferimento alla nascita dell’individuo.
Tali tipo di classificazione prende in considerazione ritmi
Immaturi o maturi;

e C(lassificazione organizzativa, a seconda della loro rilevabilita
a livello cellulare. Si individuano quindi ritmi funzionali e
organici, a loro volta distinti in molecolari, cellulari, tissutali
etc.;

e C(lassificazione qualitativa, analizza il periodo di incidenza del
picco massima e considera ritmi diurni, notturni, mattutini,
serotini, giornalieri etc.;

e C(lassificazione teleologica, in base al ruolo che 1 ritmi
assumono nell’economia della materia vivente identifica ritmi

essenziali e non essenziali.

1l sistema circadiano

Storicamente le prime esperienze scientifiche suggestive della
presenza di un meccanismo di regolazione interno all’organismo
strettamente connesso ai cambiamenti ambientali furono quelle
effettuate nel 1727 da Jean Jacques d’Ortus De Marian sulla Mimosa

pudica, una pianta erbacea perenne appartenente alla famiglia delle



Mimosaceae le cui foglie hanno mostrato una capacita di reazione agli
stimoli tattili e alle variazioni di luminosita circadiane dettate

dall’alternanza giorno/notte (De Mairan, 1729).

In anni piu recenti, ulteriori studi hanno messo in luce la
presenza di una sorta di segna passi (peacemaker) interno, un vero e
proprio orologio biologico deputato alla regolazione dei ritmi
circadiani, anche in organismi procarioti quali 1 Cianobatteri (Kondo
& Ishiura, 2000). Negli organismi superiori il cuore di questo
meccanismo di adattamento e di regolazione dei fenomeni circadiani ¢
rappresentato  dall’ipotalamo, in  particolare dai  nuclei
sovrachiasmatici (strutture pari: destra e sinistra) (Buijs et al. 2003).
Le funzioni di tale struttura anatomica nei mammiferi risultano gia
sviluppate a livello fetale (Weinert 2005). I principali fattori esterni
regolanti I’attivita dei nuclei sovrachiasmatici sono rappresentati dal
comportamento alimentare e dall’alternanza luce/buio anche se
numerosi altri elementi quali, ad esempio, Dattivita fisica, le
interazioni sociali e gli assi endocrini contribuiscono a regolare e a

sincronizzare 1’attivita dell’orologio circadiano (Buijs et al. 2003).

Nel sistema circadiano ¢ possibile individuare tre precisi

elementi: un oscillatore endogeno, uno zeitgeber ¢ 1 ritmi generati dal



sistema stesso. Tra questi I’elemento cardine ¢ rappresentato
dall’oscillatore endogeno. Esso si autoregola riuscendo a mantenere
gli impulsi ritmici anche in assenza di stimoli esterni diretti e 1 ritmi
cosi generatisi presentano solitamente un periodo (t) di 23-25 ore.
Quando un orologio circadiano ¢ totalmente distaccato dall’ambiente
esterno viene definito “free running” e si caratterizza per

I’acquisizione di un suo preciso ritmo.

Il secondo elemento del sistema circadiano ¢ rappresentato dallo
zeitgeber. Tale termine di derivazione tedesca significa letteralmente
“donatore di tempo” ed ¢ rappresentato da uno stimolo esterno, ad
esempio la luce, che sincronizza I’orologio circadiano con 1’ambiente

esterno. Tale processo € noto come “entrainment”.

Infine, a completare il complesso sistema che ¢ stato appena,
brevemente, descritto troviamo 1 ritmi che esso stessa genera nelle 24
ore. Questi ritmi, come gia accennato, sono fondamentali per gli
organismi viventi e, in particolare per quelli superiori, permeandone
tutta la vita, dai fenomeni fisiologici a quelli comportamentali (Foster
& Lucas, 1999). Alla base dei suddetti fenomeni troviamo sempre dei
processi biochimici 1 quali, come ¢ noto, sono fortemente influenzati

dalla temperatura nella misura in cui all’aumento di questa



corrisponde un aumento della velocita di reazione (Pittendrigh, 1954).
I1 sistema circadiano con i suoi ritmi ha dimostrato di poter, entro certi
limiti, compensare le variazioni di temperatura mostrando minime
fluttuazioni in risposta ad esse. Tale capacita ¢ indipendente dalle
caratteristiche di termoregolazione degli organismi ed ¢ stata
riscontrata in omeotermi, ectotermi e poichilotermi (Kaushnik et al.,
2007; Takeuchi, 2007). Inoltre, negli omeotermi, si ¢ potuto notare
una reazione di sovra-compensazione in risposta alle basse

temperature (Dibner, 2009).

L’orologio circadiano principale

Sebbene inizialmente si pensasse che 1 ritmi circadiani
rappresentassero una capacita generale di misurazione del tempo
intrinseca all’intero organismo vivente, gia agli albori della
cronobiologia moderna, intorno al 1960, Colin Pittendrigh,
considerato con Halberg uno dei padri della disciplina, ipotizzo la
presenza di un ben distinto oscillatore endogeno sensibile alle
variazioni di luminosita, di fatto 1’orologio interno dell’organismo

(Pittendrigh, 1960).

A partire da questa ipotesi, gli studiosi iniziarono a ricercare

una ben precisa struttura anatomica che fungesse un orologio interno



principale, regolatore e sincronizzatore di tutti 1 ritmi. Le ricerche
vennero concentrate su varie strutture in modelli sperimentali e non, in
particolare: occhio, cervello ed epifisi in Zebrafish, neuroni laterali
(LNvs) in Drosophila (Helfrich-Forster et al., 2007) mentre nei

mammiferi furono particolarmente indagati cervello ed occhio.

In particolare, nei mammiferi lesioni indotte in modelli murini
hanno permesso di mettere in luce una struttura, pari, ipotalamica,
posta al di sopra del chiasma ottico e nota, come gia accennato, come i
nuclei sovrachiasmatici. Nei soggetti sperimentali, le lesioni indotte
a questo livello hanno portato alla perdita sia dei comportamenti
circadiani che della secrezione ritmica dei corticosteroidi (Moore et
al., 1972; Stephan & Zucker, 1972). 1l trapianto di tessuto proveniente
dai nuclei soprachiasmatici di derivazione fetale a livello del terzo
ventricolo nei modelli sperimentali ha, invece, portato alla risoluzione
delle alterazioni comportamentali. Molti studi in questo senso hanno
concentrato ’attenzione su animali mutanti che presentano
modificazioni dei ritmi circadiani non indotte sperimentalmente. Il piu
noto di questi mutanti ¢ il criceto dorato (Mesocricetus auratus) con
mutazione Tau (Tau-mutant hamsters) (Menaker & Refinetti, 1993).
Tale mutazione venne identificata per la prima volta nel 1988 negli

Stati Uniti presso [’Universita dell’Oregon, in particolare nel



laboratorio di Michael Menaker (Ralph & Menaker, 1989) e
rappresenta la prima mutazione genetica riguardante in maniera
specifica il sistema circadiano nei mammiferi. Apparentemente le
caratteristiche morfologiche e fisiologiche di tali criceti sono
perfettamente sovrapponibili a quelli dei criceti privi di mutazione,
tuttavia la presenza dell’allele mutante riduce notevolmente la durata
dei ritmi circadiani. In particolare, 1 soggetti omozigoti presentano un
periodo di 20 ore, inferiore pertanto di 4 ore a quello dei soggetti
normali, mentre negli eterozigoti la durata del periodo ¢ di 22 ore.
L’osservazione degli actogrammi ha permesso di evidenziare le
differenze esistenti tra i diversi fenotipi. Tale alterazione ¢ stata messa
in relazione in particolare con I’attivita locomotoria, la taglia e la
temperatura corporea degli animali (Refinetti, 1996, 2014). Come nei
modelli sperimentali murini, anche nei criceti mutanti Tau 1l trapianto
di materiale proveniente dai nuclei soprachiasmatici riesce a
ripristinare la funzionalita del sistema circadiano. Al contrario, tale
trapianto da mutanti Tau a soggetti sani ha portato all’evidenziazione

in questi ultimi di caratteristiche mutanti (Ralph et al., 1990. Sujino et

al., 2003).
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Ulteriori studi hanno messo in luce come colture cellulari di
nucleo sovrachiasmatico mostrino attivita metabolica ritmica ed
esprimano proteine essenziali per la funzionalita dell’orologio
circadiano (Schwartz et al., 1977. Sun et al.,1997. Hastings et al.,
1999). Tali colture cellulari hanno, inoltre, la capacita di generare
attivita elettrica in maniera autonoma secondo un ritmo circadiano
(Green et al., 1982. Groos et al.,, 1982) fino a un periodo di 3
settimane (Bos et al., 1990). Quest’ultima caratteristica ¢ stata
evidenziata anche in singoli neuroni provenienti dai nuclei
soprachiasmatici (Welsh et al., 1995). Tali evidenze hanno portato a
localizzare proprio nei nuclei sovrachiasmatici ipotalamici 1’orologio
circadiano in quanto struttura in grado di generare in maniera
autonoma attivita circadiana sia in vivo che in vitro, fondamentale per

la produzione dell’attivita ritmica di tutto I’organismo.

Interazione tra ambiente esterno e orologio circadiano

La luce rappresenta uno dei principali stimoli esterni aventi
influenza sui sistemi biologici dei mammiferi. In particolare, si € visto
che in modelli murini knock out per 1 fotorecettori 1’attivita ritmica
circadiana viene mantenuta sebbene attenuata (Semo et al., 2003)

mentre tale attivita risulta presente ma non sincronizzabile in topi privi

11



di tessuto retinico in seguito a degenerazione naturale o induzione
sperimentale. Risulta interessante notare come, proprio a livello
retinico, sia stata dimostrata la presenza di fotorecettori non deputati
alla formazione dell’tmmagine (Berson et al., 2002). Tali cellule,
individuate negli anfibi, posseggono dei particolari pigmenti visivi
privi, come gia accennato, della capacita di formare I’immagine
(Provencio et al., 1998. Provencio et al., 2000. Gooley et al., 2001.
Hatter et al., 2002). Nei mammiferi ¢ stata individuata una particolare
proteina con proprieta sovrapponibili a quanto osservato negli anfibi,
la melanopsina. Essa ¢ stata osservata a livello di particolari cellule
ganglionari retiniche fotosensitive (photosensitive retinal ganglion
cells, ipRGCs) (Hattar et al., 2002; Hannibal et al., 2002a) e il suo
studio ha contribuito a gettare nuova luce sull’esatta comprensione del
funzionamento del non-images forming system (NIF), cioe di quel
sistema di captazione degli stimoli luminosi non coinvolto nella

formazione dell’immagine visiva.

Studi preliminari hanno mostrato come, tramite queste
popolazioni cellulari, la luce riesca a guidare 1 ritmi circadiani anche
indipendentemente dall’azione di coni e bastoncelli (Hattar et al.,
2003) e, negli ultimi anni, lo studio di tale sistema e delle sue

interazioni ha riscosso sempre piu interesse a livello scientifico. Come

12



gia accennato, la melanopsina rappresenta il pigmento visivo presente
a livello delle ipRGCs ed ¢ possibile che, insieme alla capacita di
captare e trasmettere informazioni non visive, coadiuvi 1’azione di
coni e bastoncelli nella regolazione dei ritmi circadiani. Studi recenti
hanno investigato la presenza della melanopsina nello spalace di
Ehrenberg (Spalax ehrenbergi), un roditore cieco della famiglia degli
Spalacidi caratterizzato dalla presenza di occhi rudimentali posti a
livello sottocutaneo (Esquiva et al., 2016). Sebbene del tutto cieco
(Cernuda-Cernuda et al., 2002), tale roditore riesce a rispondere agli
stimoli luminosi e ad adattarsi sia al ciclo solare circadiano che ai
cambiamenti stagionali (David-Gray et al., 1998; Nevo et al., 2001).
L’occhio degli individui adulti presenta degenerazione a livello dei
corpi ciliari, della camera anteriore e delle lenti ma la retina risulta
intatta dal punto di vista morfologico sebbene meno organizzata che
negli altrt mammiferi (Cernuda-Cernuda et al., 2002). Diversi studi di
funzionalita visiva hanno accertato 1’incapacita di formazione
dell’immagine da parte della retina in questo animale (Cooper et al.,
1993a) suggerendo una sovrapponibilita tra tali strutture e il non-
images forming system (NIF), cui si accennava sopra, individuato in
occhi dotati di capacita visiva (Cooper et al., 1993b; Hannibal et al.,

2002b). Questa ipotesi ¢ supportata dall’osservazione che le aree

13



coinvolte nella funzionalita del NIF, come 1 nuclei sovrachiasmatici,
presentano la stessa innervazione di quanto individuato negli animali
non ciechi mentre le proiezioni retiniche a livello della corteccia

visiva sono ridotte (Bronchti et al., 1991; Cooper et al., 1993b).

Le informazioni luminose captate tramite la melanopsina
vengono trasdotte direttamente alla porzione ventrolaterale dei nuclei
sovrachiasmatici attraverso il tratto retinoipotalamico (Moore et al.,

1972).

Si ritiene, infine, che le vie metaboliche eccitatorie
glutaminergiche (Castel et al., 1993) e della proteina pituitaria
adenilato-ciclasi dipendente (PACAP) (Hannibal et al., 1997) medino
la trasmissione dei segnali luminosi per 1’attivazione di specifici
meccanismi di segnale, in particolare quelli inerenti al rilascio di Ca2+
1, portando ad un rimodellamento della cromatina e all’induzione dei

vari componenti dell’orologio circadiano principale (Hirota, 2004).

Orologi circadiani periferici

Sebbene 1’esistenza di un orologio centrale influente anche a
livello dei tessuti periferici sia stata ampiamente supportata, diverse
evidenze suggeriscono come in questi ultimi sia possibile ipotizzare la

presenza di ulteriori oscillatori circadiani. Diversi studi, infatti, hanno
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individuato le componenti dell’orologio centrale, cio¢ 1 geni
codificanti le proteine fondamentali per lo sviluppo e 1’armonico
funzionamento dei ritmi nelle singole cellule, espresse a livello dei
nuclei sovrachiasmatici, anche a livello periferico (Balsolobre et al.,
1998. Yamazaki et al., 2000. Yagita et al., 2001). In colture cellulari
derivanti da svariati tessuti quali: epatico, splenico, renale, tiroideo,
muscolare scheletrico e cardiaco € stata riscontrata la capacita di
esprimere componenti dell’orologio centrale in maniera ritmica
(Yamamoto et al., 2004. Yamzaki et al., 2009. Yoo et al., 2004). In
particolare, colture di epatociti hanno dimostrato la capacita di
mantenere una ritmicita nel consumo di ossigeno (Langner et al.,
1972). Si ritiene, tuttavia, che 1’attivita di tali oscillatori periferici sia
sempre sotto il controllo superiore dell’orologio principale centrale
sebbene alcuni tessuti come polmone e fegato abbiano mostrato delle
risposte piu consistenti rispetto a quanto atteso da un sistema ritenuto
in posizione periferico (Yoo et al., 2004), mentre studi svolti su
fibroblasti di ratto mantenuti in coltura per diversi anni hanno messo
in luce, una volta stimolati, una capacita di oscillazione circadiana
perfettamente integra (Balsolobre et al., 1998). Studi simili sono stati
altresi effettuati su colture di fibroblasti murini embrionali (NIH-3T3)

e su linee cellulari tumorali di osteosarcoma (U20S) (Akashi et al.,
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2000; Brown et al., 2005; Hughes et al., 2009). In vivo, lesioni dei
nuclei sovrachiasmatici non determinano una perdita della funzione

degli orologi periferici, tuttavia portano ad una desincronizzazione tra

1 vari tessuti (Yoo et al., 2004; Guo et al., 2006).

In conclusione, ¢ possibile ampliare la definizione di nuclei
sovrachiasmatici considerandoli non soltanto un centro avente la
doppia funzione di recepire e processare gli stimoli provenienti
dall’ambiente esterno, ma anche come elemento indispensabile per la
sincrona coordinazione dell’attivita degli orologi circadiani posti nei

tessuti periferici.

Coordinazione degli orologi periferici

L’orologio principale riesce a svolgere la sua funzione di
sincronizzatore tra 1 vari orologi periferici sfruttando diversi
meccanismi e si ritiene che a fungere da principale zeitgeber per gli
orologi periferici sia il ritmo alimentazione/digiuno dettato dai nuclei

sovrachiasmatici (Yamazaki et al., 2000; Stratmann & Schibler, 2006)

(fig. 1).
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Figura 1: Diagramma schematico che mostra le vie di

sincronizzazione dell’orologio periferico nei mammiferi (Stratmann &
Schibler 2006)

Risulta interessante notare come il disaccoppiamento forzato tra
il comportamento alimentare, solitamente sempre accoppiato

all’attivita circadiana, e 1’orologio circadiano centrale porti ad una
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traslazione di fase nell’espressione genetica dei geni che regolano
’attivita circadiana, noti come geni clock (clock genes) (Damiola et
al., 2000). Un importante ruolo nella regolazione dell’espressione di
Bmal, uno dei principali geni clock, viene svolto da alcuni marker
metabolici molecolari quali le Sirtuine (SIRT) e il NAD+(Asher et al.,
2008, Nakahata et al., 2008). Tutti questi elementi suggeriscono un
sistema complesso e sfaccettato in cui 1 singoli componenti riescono a
fronteggiare gli eventuali elementi di disturbo (Debruyne et al., 2007a;
Fan et al., 2007; Liu et al., 2008) e nel quale, si ipotizza, numerosi
fattori intervengano in differenti stadi della trasduzione dei segnali per

coordinare le risposte periferiche.

Tra questi fattori, un fondamentale zeitgeber del sistema
circadiano oltre all’alternanza alimentazione/digiuno, € rappresentato
dalla temperatura corporea o, meglio, dalle sue variazioni (Liu et
al., 2003. Sehadova et al., 2009). Si pensa, inoltre che essa possa

essere uno zeitgeber periferico nei mammiferi (Brown et al., 2002).

Un ulteriore elemento da tenere in considerazione ¢
rappresentato dagli ormoni. Come ¢ noto, 1 nuclei sovrachiasmatici
regolano la secrezione di svariati ormoni coinvolti in diversi assi

ormonali e, pertanto, queste sostanze devono essere tenute in
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considerazione come possibile fonte di influssi regolatori (Oster et al.,
2006). In particolare, la secrezione dei glucorticoidi appare
profondamente connessa al ritmo circadiano. Essi presentano specifici
recettori in quasi tutti 1 tessuti corporei, eccezion fatta proprio per i

nuclei sovrachiasmatici (Balsolobre et al., 2000).

Infine, pare che anche il sistema nervoso autonomo sia
implicato nella coordinazione degli orologi periferici. Infatti, la
denervazione chirurgica del tessuto epatico porta ad wuna

desincronizzazione di questi ultimi.

Vie afferenti ed efferenti del sistema circadiano

Come in precedenza affermato, il sistema circadiano riceve
informazioni dall’ambiente esterno tramite stimoli luminosi e non che
vengono captati da recettori posti a livello di vari organi, soprattutto
occhio per 1 primi e termocettori cutanei per i secondi. Tali stimoli,
tramite le vie afferenti giungono al peacemaker rappresentato
dall’orologio principale e agli orologi periferici da cui partiranno le

risposte necessarie alla periferia tramite le vie efferenti.

Tra le vie afferenti particolare rilevanza assumono quelle
rappresentate dal tratto retino-ipotalamico, dal tratto genicolo-

ipotalamico e dal rafe ipotalamico. Studi di farmacologia hanno
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permesso di far luce sul coinvolgimento di varie sostanze a questo
livello. In particolare, 1’attenzione degli studiosi si ¢ focalizzata tre
neurotrasmettitori, glutammato, neuropeptide Y ¢ serotonina, ¢ su

un ormone, la melatonina (fig. 2).
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Figura 2: Principali neurotrasmettitori coinvolti nelle
afferenze dei nuclei sovrachiasmatici (Refinetti 2006)
Il glutammato, amminoacido ad azione eccitatoria, ¢ il

principale neurotrasmettitore prodotto dai neuroni del tratto retino-

ipotalamico. La stimolazione delle sinapsi glutaminergiche con
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glutammato o agonisti glutaminergici causa spostamenti di fase sia a
livello della ritmicita dell’attivita dei nuclei sovrachiasmatici
(Shirakawa & Moore, 1994; Franken et al., 1999; Chen et al., 1999;
Yannielli & Harrington, 2001) che a livello dei ritmi comportamentali
(Mintz et al., 1999; Mintz et al.,, 2002; Novak & Alberts, 2002;
Gamble et al., 2004). Il neuropeptide Y (NPY) ¢ prodotto dai neuroni
del tratto genicolo-ipotalamico e puo causare spostamenti di fase
durante la parte luminosa del giorno (Huhman & Albers, 1994; Biello
& Mrosovsky, 1996; Harrington & Schak, 2000; Knoch et al., 2004).
Anche la serotonina presente a livello del rafe ipotalamico puo avere
lo stesso effetto sia in vivo (Knoch et al., 2004, Edgar et al., 1993,
Cutrera et al., 1996; Challet et al., 1998; Horikawa & Shibata, 2004)
che in vitro (Prosser et al., 1993; Prosser, 2003). Sebbene gli studi
condotti sino ad ora abbiano dato risultati parziali e, talvolta,
contrastanti (Antle et al., 1998) pare che la via rafe-ipotalamica possa
essere considerata un modulatore dell’attivita a livello del tratto
retino-ipotalamico. Inoltre, gli agonisti serotoninergici hanno mostrato
la capacita sia di aumentare (Moriya et al., 1998; Byku & Gannon,
2000) che di attenuare (Challet et al., 2001, Antle et al., 2003) gl

spostamenti di fase comportamentali provocati da stimoli
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luminosi. Riassumendo 1’azione complessiva di questi tre
neurotrasmettitori (fig. 3) ¢ possibile fornire un quadro generale del

funzionamento del sistema di afferenza del sistema circadiano.

IGL
NPY
Gl
tre @———P
+
5-HT
Raphe

Figura 3: Azione dei neurotrasmettitori (IGL: foglietto
intergenicolato del talamo; NPY: neuropeptide Y; GLU:
glutammato; SCN: nuclei sovrachiasmatici; 5-HT: serotonina da
Refinetti 2006)

In particolare, durante la fase buia del giorno il glutammato
rilasciato dal tratto reticolo-ipotalamico determina il ritardo e
I’avanzamento di fase dovuto agli stimoli luminosi mentre NPY e

serotonina inibiscono gli spostamenti di fase dovuti alla luce. Durante

22



la fase luminosa del giorno, invece, il glutammato non media alcuno
spostamento di fase mentre NPY, e probabilmente anche la
serotonina, determinano gli spostamenti di fase dipendenti da stimoli
non luminosi. In questa fase della giornata, I’attivazione del tratto
retino-ipotalamico causata da stimoli luminosi inibisce lo spostamento

di fase non dipendente dalla luce mediato da NPY e serotonina.

L’altro grande componente delle vie afferenti ai nuclei
sovrachiasmatici ¢ rappresentato, come gia accennato dalla
melatonina. La sua secrezione ¢ modulata dall’epifisi ed ¢ alla base di
molti fenomeni circadiani. La somministrazione di melatonina
esogena ha dimostrato di poter svolgere le proprie funzioni anche in
assenza dell’epifisi (Warren et al., 1993; Schuhuler et al., 2002;
Pitrowsky et al., 1999). 1l rapporto intercorrente tra melatonina e
sistema circadiano presenta tuttora aspetti controversi e verra

affrontato in maniera piu specifica in seguito.

Numerose altre sostanze ad azione ormonale ¢
neurotrasmettitori hanno mostrato una ritmicita circadiana, anche se
ancora sono poco noti 1 loro meccanismi d’azione all’interno del
sistema circadiano. Tra le prime ¢ possibile citare gli ormoni tiroidei

(Schull et al., 1988; Bauer et al., 1992; Duncan & Schull, 1994), gli
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ormoni sessuali (Morin et al., 1977; Takahashi et al., 1980; Lumineau
et al., 1998), la leptina (Prosser & Bergeron, 2003) e il corticosterone
(Sage et al.,, 2004). Tra i1 neurotrasmettitori, invece, ¢ possibile
ricordare ’acetilcolina (Mijer et al., 1988; Liu & Gillette, 1996) la
norepinefrina (Cagampang et al., 1994), la sostanza P (Kim et al.,
2001), I'istamina (Cote & Harrington, 1993; Meyer et al., 1998) e

I’adenosina (Elliot et al., 2001, Antle et al., 2001).

Una volta elaborate le informazioni trasmesse tramite le vie
afferenti, 1l sistema circadiano invia le risposte agli organi effettori
(soprattutto ghiandole, muscoli, cervello) tramite le vie efferenti.
Queste ultime, come per gli altri sistemi dell’organismo, sono
rappresentate da tratti nervosi centrali e periferici e, in minor parte, da
sostanze diffuse localmente. Uno studio particolarmente accurato di
tali vie ¢ stato condotto sui ratti (Leak et al., 1999; Leak & Moore,
2001) consentendo di affermare come 1 nuclei sovrachiasmatici
proiettino principalmente a livello di talamo, ipotalamo e area settale.
In particolare, la porzione dorsomediale proietta in maniera ampia a
livello di diverse aree quali nucleo ipotalamico dorsomediale e
paraventricolare, nucleo paraventricolare dell’ipotalamo, area
preottica e zona mediale sottoparaventricolare. La porzione

ventrolaterale dei nuclei sovrachiasmatici, invece, proietta
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principalmente a livello delle aree ipotalamiche vicine, soprattutto
della zona laterale sottoparaventricolare. Si € inoltre reso evidente
come 1 nuclei sovrachiasmatici proiettino al livello del
paraventricolare dell’ipotalamo tramite vie diverse per la branca
simpatica e per quella parasimpatica (Buijs et al., 2003). Diverse
ricerche hanno indagato le vie efferenti relative alle aree coinvolte nel
controllo del ritmo sonno/veglia, in particolare nucleo del /ocus
coeruleus e area preottica ventrolaterale. Non sono state evidenziate
proiezioni dirette dei nuclei sovrachiasmatici a livello dell’area
preottica ventrolaterale (Novak & Nunez, 2000). Tuttavia esiste
comunque un legame tra queste due porzioni encefaliche grazie al
nucleo ipotalamico dorsomediale che riceve le efferenze dai nuclei
sovrachiasmatici e, a loro volta, proiettano a livello dell’area preottica
(Deurveilher et al., 2002, Chou et al., 2003). Un rapporto simile ¢
riscontrabile anche con il nucleo del locus coeruleus (Aston-Jones et
al., 2001). Studi funzionali hanno, inoltre, confermato Ila
comunicazione tra nuclei sovrachiasmatici ed epifisi tramite il nucleo
paraventricolare dell’ipotalamo (Perreau -Lenz et al., 2003; Kalsbeek
et al.,, 2000) e messo in luce la correlazione esistente nel
funzionamento della porzione dorsomediale e di quella ventrolaterale

dei nuclei sovrachiasmatici (Noguchi et al., 2004) lasciando ipotizzare
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la presenza di una modulazione da parte della seconda sull’attivita
della prima. Per quanto concerne, invece, le vie efferenti coinvolte
nella regolazione del ritmo della temperatura corporea, le conoscenze
sono alquanto lacunose. Si ritiene che 1’area preottica sia un centro di
controllo per la termoregolazione (Lipton, 1968; Satinoff & Rutstein,
1970; Toth, 1973; Hagan & Heath, 1980), tuttavia la conservazione di
risposte termoregolatorie di tipo comportamentale in soggetti con
lesioni al livello di tale area (Van Zoeren & Stricker, 1977; Szymusiak
et al., 1985) suggerisce la presenza di ulteriori centri di controllo

(Refinetti & Carlisle, 1986).

Regolazione molecolare

Le basi molecolari dell’orologio circadiano sono rappresentate,
come gia accennato, da particolari geni, 1 clock genes, 1 quali
esprimono  specifiche proteine. Tutto il sistema ¢ basato
prevalentemente su loop di feedback trascrizione-traduzione
(transcription-translation feedback loops, TTFL) in cui le proteine dai
geni clock influiscono direttamente o indirettamente sulla frequenza di
espressione dei geni che le codificano. Questa organizzazione, che

porta ad una oscillazione di circa 24 ore nell’espressione dei suddetti
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geni, ¢ comune a tutti i sistemi circadiani rappresentando un indubbio

vantaggio adattativo (Young & Kay, 2001).

L’importanza relativa dei vari componenti dell’orologio
circadiano ¢ stata via via messa in luce grazie all’utilizzo di modelli
sperimentali con geni knockout e¢ di animali mutanti in maniera
naturale come il gia citato criceto Tau. Sebbene le proteine codificate
da tali geni non siano esattamente le stesse tra 1 vari organismi, la loro
organizzazione a livello di TTFL e le loro funzioni sono
sovrapponibili. Ne1 mammiferi, in particolare, troviamo due principali
circuiti di espressione: la fig. 4 mostra 1 loop a feedback dei dimeri

Clock/Bmal ¢ Cry/Per.
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Figura 4: Feedback loop positivo e negativo dei dimeri Clock/Bmal e Cry/Per
(Mohawk et al., 2012)

Nel primo loop, I’eterodimerizzazione a livello citoplasmatico
di due proteine elica-ansa-elica (helix-loopo-helix, HLH), CLOCK
(Circadian Locomotor Output Cycles Kaput o I’equivalente NPAS nei
tessuti neuronali) ¢ BMALI1 (Brain and Muscle Arnt-Like protein 1)
permette la loro penetrazione nel nucleo e il legame con le sequenze
promotrici E-box consentendo cosi 1’espressione delle proteine PER1
e PER2 (Periodl e Period2) e CRYle CRY2 (Cryptochromel e
Cryptochrome?2) grazie all’attivazione ritmica dei rispettivi geni. La
repressione di tale meccanismo con conseguente chiusura del loop
avviene quando I’accumulo di proteine PER e CRY nel citoplasma

porta alla formazione di complessi che tornano nuovamente nel nucleo

28



ad inibire la transattivazione di CLOCK:BMALI. A questo primo
loop st associa un secondo circuito per I’espressione genica di Bmall,
in quanto, mentre 1’espressione di Clock € costitutiva, vale a dire che
(nei mammiferi) non ¢ ciclica, quella di Per, Cry e Bmall ¢ ciclica.
CLOCK:BMAL, infatti promuove la trascrizione di REV-ERB (a, 8
and y orphan nuclear receptor) e ROR (a and 3), proteine appartenenti
alla famiglia dei recettori nucleari orfani collegati all’acido retinoico.
REV-ERB e ROR quindi entrano a far parte integrante del loop come
importanti elementi di regolazione. Nello specifico si legano agli
elementi di risposta dei recettori orfani collegati all’acido retinoico
(retinoic acid-related orphan receptor response elements, ROREs) o
con 1 promotori BMAL consentendo, rispettivamente, la repressione o

I’avvio della trascrizione dei geni Bmal (Guillaumond et al., 2005).

Il meccanismo generale risulta molto complesso e ha importanti
ripercussioni a livello del metabolismo cellulare. Infatti, CLOCK e
BMALI attivano 1’espressione ritmica di numerosi geni presenti
all’interno della cellula, dettando cosi la ritmicita di numerose
funzioni fisiologiche ed elementi cellulari, come, ad esempio, la

ritmicita dell’enzima NAD (fig. 5 a, b).
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Figura 5: Interazione del feedback loop CLOCK/Bmal (A) con il metabolismo cellulare (B) (Beal

etal., 2016)

Tale meccanismo, inoltre, presenta numerose modificazioni

periferiche e un alto livello di ridondanza. Esperienze condotte su topi

Clock knockout, in particolare, hanno mostrato una significativa

assenza di conseguenze della mutazione sul meccanismo generale di

espressione genetica o sul comportamento ritmico (Debruyne et al.,

2006). E inoltre stato dimostrato come, nei mammiferi, CLOCK e

NPAS2 abbiano ruoli sovrapponibili a livello dell’orologio centrale

30



(Debruyne et al., 2007a) e che pertanto la mancata espressione del
singolo gene, in questo caso Clock, non abbia dei grossi effetti
sebbene questo effetto di compensazione da parte di NPAS2 sia

specifico a seconda del tessuto interessato (Debruyne et al., 2007b).

La duplicazione genetica dei meccanismi clock, presente in numerosi
organismi, ¢ particolarmente pronunciata nelle specie ittiche (Wang

2008 a, b; 2009).

A parte 1l meccanismo TTFL, classicamente considerato il
cuore dell’orologio circadiano, € necessario ricordare I’importanza
della regolazione post-traduzione. Si pensa che le modifiche post-
traduzione siano regolate dalla classe proteica delle protein chinasi, in
particolare dalla casein chinasi epsilon (CKlg) delta (CK196) (Lowry
et al., 2000, Akashi et al., 2002). Il piu volte citato criceto Tau, ad
esempio, presenta una specifica mutazione proprio a livello della post-
traduzione della CK1g, necessaria alla fosforilazione di PER (Ralph &
Menaker 1988; Lowrey et al., 2000; Meng et al., 2008). Tale proteina
¢ fondamentale anche nel sistema circadiano dello zebrafish (Smadja
Storz et al., 2013). Mutazioni a livello di tale proteina portano ad
alterazioni anche negli esseri umani (Xu et al., 2005) e in Drosophila

(Kloss et al., 1998; Price et al., 1998).
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Studi preliminari, inoltre, suggeriscono I’importanza di proteine
correlate all’ubiquitina e legate a modificazioni di BMALI

nell’organizzazione del sistema temporale circadiano (Cardone et al.,

2005).

I vari meccanismi post-traduzione, tra cui acetilazione,
glicosilazione, metilazione, sono necessari alla regolazione dei
meccanismi di turnover delle proteine coinvolte nel ciclo circadiano
(Meng et al., 2008), nonche per la loro attivita trascrizionale (Kaasik

et al., 2013) e localizzazione intracellulare (Lee et al., 2008).

In conclusione, tali meccanismi giocano un ruolo fondamentale
per 1l corretto funzionamento dell’orologio circadiano (Mehra et al.,
2009) dimostrando come quest’ultimo e la fisiologia cellulare non
possano procedere isolatamente I'uno dall’altra e presentino invece
strettissime correlazioni (Reddy & Rey, 2014). A questo proposito, un
esempio di tale relazione crociata puo essere fornito dalla biosintesi
del NAD dove Dorologio influisce sul metabolismo e viceversa

(Nakahata et al., 2009; Ramsey et al., 2009).
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L’orologio circadiano nei mammiferi

Come in precedenza affermato, si ritiene che nei mammiferi, in
quasi ogni cellula, sia presente un orologio molecolare autonomo che
st autoregola. Le uniche eccezioni note sono rappresentate dal timo e
dal testicolo. In questi due organi, infatti, I’espressione dei geni clock
presenta un ritmo ultradiano di 12 ore (Alvarez et al., 2005). Queste
osservazioni lasciano ipotizzare che gli orologi circadiani periferici
non siano pienamente funzionanti nei tessuti immaturi o con un alto

tasso di cellule non differenziate (Stratmann & Schibler, 2006).

Si ritiene che il contributo di ogni singola componente
molecolare sia specifico per ogni tessuto, ipotesi che trova supporto
nel diverso pattern di espressione del’mRNA di CLOCK nei vari
tessuti. In particolare, tale espressione risulta oscillante nei tessuti
periferici, mentre, come gia accennato, risulta costitutiva a livello dei
nuclei sovrachiasmatici (Lowry et al., 2004). Una simile diversita di
pattern di espressione a seconda del distretto tissutale interessato si ¢
potuta notare anche in REVERB q, B and y (Sato et al., 2004; Akashi
et al.,, 2005) e ROR a. Quest’ultimo, in particolare, ha mostrato

notevoli oscillazioni a livello centrale ed espressione ritmica a livello
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periferico mentre ROR y non ha mostrato espressione a livello

centrale (Guillamound et al., 2005).

E comunque universalmente accettata la diversita di ruoli
regolatori svolti da parte dei geni clock a seconda del tipo di tessuto
interessato. Ci0 giustificherebbe anche la varieta di fenotipi che
possono originare da una loro mutazione come, ad esempio, in topi
knockout per Bmall che mostrano svariate alterazioni quali: perdita
della ritmicita circadiana, infertilita, dimagramento e artropatia
progressiva (Rudic et al., 2004; Bunger et al., 2005; Shimba et al.,
2005). Dr’altra parte, si € pure potuto osservare come 1 geni clock
donino un contributo differente alle attivita di regolazione a seconda
dei tessuti in cui vengono espressi. Ad esempio, la ritmicita di Perl a
livello epatico viene mantenuta anche in assenza di Clock, mentre

risulta perduta a livello centrale (Debruyne et al., 2006).

La piena comprensione dei geni clock, pertanto, ¢ possibile
solamente tenendo in considerazione anche il loro comportamento in

riferimento ai vari tessuti.
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1.2  Ruolo della melatonina nell’orologio circadiano

Generalita

La melatonina (N-acetil-5-metossitriptammina) ¢ una sostanza
ad azione ormonale prodotta principalmente a livello del sistema
nervoso centrale, in particolare dai pinealociti dell’epifisi (Reiter,
1993) e in minor quantita in distretti corporei periferici quali, ad
esempio, tratto intestinale (Bubenik et al., 2002), retina (Zawliska et
al., 1991), testicolo (Tijmes et al., 1996), linfociti e cellule cutanee
(Carillo-Vico et al., 2004).

La sintesi e la regolazione dei livelli della melatonina hanno un
andamento circadiano e in tutte le specie in cui ¢ presente, essa viene
prodotta durante la fase buia della giornata (Reiter, 1991). La sua
produzione avviene a partire da un amminoacido, il triptofano,
tramite 1’azione dell’enzima arilalkilamina N-acetil transferasi (AA-
NAT) del quale sono state individuate diverse isoforme nelle varie
specie e la cui attivita viene regolata dai neuroni dei nuclei
sovrachiasmatici.

L’emivita della melatonina ¢ compresa tra 20 minuti e un’ora e
il suo metabolismo prevede principalmente un’idrossilazione,

necessaria affinché possa essere escreta (Yu et al., 2004), e una serie

35



di meccanismi secondari che vedono entrare in gioco enzimi della
famiglia dei citocromi posti a livello epatico come CYPIA
(Yaleswaram et al., 1999) e CYP1A2 (Skene et al., 2001) ed extra
epatico come CYPI1B1 (Ma et al., 2005).

La melatonina svolge le proprie funzioni grazie alla presenza di
specifici recettori noti come MT1 e MT2, recettori di membrana

accoppiati alla proteina G (Dubocovich et al., 2003) e MT3.

La melatonina e la regolazione del sistema circadiano

Da tempo ¢ nota la capacita della melatonina di influire sui
ritmi circadiani rappresentando una molecola fondamentale nella
regolazione di questi ultimi (Elbaz et al., 2013). I due cicli piu noti, a
questo proposito, sono quello che si riferisce al ciclo sonno/veglia e
quello che regola le fluttuazioni della temperatura corporea.
L’andamento dei due cicli, infatti, presenta strette correlazioni e si ¢
visto come essi siano inversamente proporzionali. In particolare, la
melatonina ha dimostrato di avere capacita ipotermizzanti (Cagnacci
et al., 1992) lasciando ipotizzare la possibilita di gravi ripercussioni
sul ciclo della temperatura qualora si dovessero determinare delle
alterazioni nei suoi livelli e, viceversa, come la manipolazione di

questi ultimi possa avere un’importante applicazione clinica nella
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risincronizzazione della temperatura corporea in caso di
desincronizzazione.

Nonostante 1’importanza della melanina nella regolazione del
sonno sia ampiamente riconosciuta, il suo esatto ruolo a questo livello
continua ad essere controverso (Fisher et al., 2013). Infatti, sebbene
diversi studi ne abbiano mostrato le capacita di promuovere il sonno
in primati non umani (Zhdanova et al., 2002) e gatti domestici
(Goldstein & Pavel, 1981), altri non sono riusciti a confermare tale

dato (Buscemi et al., 2006; Van den Heuvel et al., 2005).

Come piu volte affermato, la melatonina puo influire a vario
livello nella regolazione dell’orologio circadiano (Lockley et al.,
2000; Sack et al., 20