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1. ABSTRACT

L'autismo ¢ un disturbo del neurosviluppo che si sta verificando, negli ultimi anni, sempre
piu frequentemente e che colpisce con maggiore incidenza la popolazione maschile rispetto
a quella femminile (rapporto 4:1). Presenta sintomi molto vari che in molti casi ostacolano
le attivita quotidiane e la possibilita di una normale vita sociale. Dato I'aumento di tale
disturbo e le conseguenze che ne derivano, si rende sempre pitl necessario trovare cure €
soluzioni per migliorare la qualita della vita delle persone che ne soffrono.

Solide evidenze scientifiche e studi epidemiologici indicano che I’attivazione immunitaria
materna (MIA) e I’infiammazione prenatale sono importanti fattori di rischio nell’insorgenza
delle malattie del neurosviluppo (NDD), tra cui il disturbo dello spettro autistico.

I neurosteroidi (NS) sono sintetizzati nel cervello sia dai neuroni sia dalle cellule gliali e
agiscono come modulatori endogeni delle funzioni cerebrali come il comportamento, gli stati
emotivi e la memoria. I loro livelli variano significativamente durante il neurosviluppo,
infatti, i NS, modulando I’eccitabilita neuronale possono modificare la maturazione sinaptica
nel sistema nervoso centrale.

I livelli di NS variano anche nei disturbi neuropsichiatrici e lavori recenti evidenziano
I’importanza di queste molecole nei processi infiammatori.

Studi inerenti ad uno specifico NS, il pregnenolone solfato (PS), hanno evidenziato, oltre al
suo effetto eccitatorio coinvolto nei processi mnemonici e cognitivi, che 1 suoi livelli variano
nelle malattie del neurosviluppo, incluso 1’autismo.

Alla luce di queste premesse, lo scopo della mia tesi ¢ stato quello di analizzare 1 livelli di
PS nel cervello di topi nati da madri sottoposte ad un protocollo di immunoattivazione
materna (MIA), al fine di indagare se e in quale misura la MIA influenzi 1 livelli di PS nel
cervello della prole.

La MIA induce I’inflammazione durante la gestazione attraverso 1’iniezione intraperitoneale
al quindicesimo giorno di gravidanza (GD15) di immunogeni LPS o POLY[I:C].
Utilizzando LC-MS/MS ¢ stata fatta 1’analisi quantitativa del PS in diverse aree cerebrali
della prole murina (ippocampo, corteccia, cervelletto e striato) selezionando alcune eta nello
sviluppo (E18, P7, P14 e P28).

Si ¢ registrato un aumento significativo di PS nell’ippocampo dei topi MIA-LPS (= madre
trattata con LPS) a P7, mentre nei P28 MIA-POLY[I:C] (= madre trattata con POLY[I:C]) 1

livelli del NS sono significativamente elevati sia in corteccia che in ippocampo.



A P14 non ci sono state alterazioni significative nei livelli di PS nei cervelli della prole di
madri trattate con nessuno dei due immunogeni.

Dato che la prima settimana di vita (P7) rappresenta un periodo molto importante nel
neurosviluppo, sono stati analizzati a questa eta anche il cervelletto e lo striato. Nel
cervelletto i livelli di PS diminuiscono significativamente nella prole di madri trattate sia
con LPS che con POLY[L:C], mentre nello striato non sono state registrate differenze
significative nei gruppi analizzati.

Data la maggiore incidenza di autismo nei maschi rispetto alle femmine (rapporto 4:1), gli
stessi esperimenti sono stati analizzati anche confrontando i livelli di PS tra i due sessi, ma
non sono state evidenziate differenze significative nei cambiamenti dei livelli del NS nei
maschi o nelle femmine.

Dai dati ottenuti ¢ stato possibile dimostrare la correlazione tra un’infezione contratta in
gravidanza che provoca un’attivazione immunitaria materna (MIA) e la variazione della
concentrazione del PS nella prole. Le differenze nei livelli di PS sono dipendenti dalla
regione cerebrale analizzata, dal periodo dello sviluppo considerato e dall’immunogeno

utilizzato.



2. INTRODUZIONE

2.1. Disturbi dello Spettro Autistico

I disturbi dello spettro autistico che coinvolgono il neurosviluppo, comprendono il disturbo
autistico, la sindrome di Asperger, il disturbo integrativo dell’infanzia e il disturbo pervasivo
dello sviluppo non altrimenti specificato.

Generalmente si manifestano dall’infanzia o dalla prima infanzia con sintomi pit 0 meno
severi, anche se potrebbero non essere diagnosticati per diversi anni poiché nei primi anni di
vita non sono richieste grandi abilita sociali oppure queste possono essere compensate dai
genitori o dai caregiver (Lauritsen, 2013).

L’autismo ¢ caratterizzato da comportamenti ripetitivi e stereotipati, inflessibilita,
inaccettabilita dei cambiamenti, interessi fissi e risposte anomale agli stimoli sensoriali.
Questi pazienti generalmente hanno difficolta nella comunicazione e nell’interazione
sociale, soprattutto nella comprensione del linguaggio non verbale tra cui contatto visivo,
gesti e linguaggio del corpo.

Nel corso degli anni, la prevalenza ¢ aumentata: secondo un’indagine negli USA, negli anni
’70 il rapporto di bambini autistici era di 1 ogni 10000, ¢ aumentata ad 1 ogni 150 bambini
nel 2000 fino ad arrivare a 1 ogni 54 nel 2016 (Zawadzka et al., 2021).

La crescente prevalenza dell’autismo (e piu in generale delle malattie del neurosviluppo)
non ¢ tanto dovuta alla comparsa di nuove varianti di DNA, ma piuttosto dall’aumento delle
alterazioni causate dall’ambiente, oltre che dai nuovi approcci diagnostici (Zablotsky et al.,
2019).

I1 disturbo dello spettro autistico ¢ molto pit comune nei maschi, con un’incidenza di 4:1
rispetto alle femmine; nell’eziologia dell’autismo, quindi, potrebbe esserci un
coinvolgimento di fattori biologici sesso-specifici. Il meccanismo attraverso cui questi
fattori interagiscono per dare origine alla preponderanza maschile tra gli individui con ASD
non ¢ ancora stato identificato (Werling & Geschwind, 2013).

Tuttavia, questi dati potrebbero non essere molto precisi: € stato infatti notato che le femmine
con ASD mettono in atto dei meccanismi di “coping”, ovvero si “camuffano” meglio con le
altre persone della societd tanto da non mostrare sintomi tipici dell’autismo. Per questo
motivo, le pazienti femmine hanno piu difficolta a ricevere una diagnosi accurata rispetto ai
maschi, di conseguenza soffrono maggiormente di stress, ansia e depressione (Young et al.,

2018).



2.1.1. Fattori di rischio

L’autismo, cosi come gli altri disturbi del neurosviluppo (Neurodevelopmental Disorders:
NDDs), ha un’origine multifattoriale.

Le forme monogeniche sono rare e la maggior parte delle forme genetiche identificate non
sono causali ma semplicemente predispongono il soggetto alla malattia: ¢ necessaria
I’esposizione ad altri fattori di rischio affinché si manifesti un’anomalia del neurosviluppo.
Tra 1 fattori di rischio sono state studiate in maniera approfondita le infezioni in gravidanza
e il loro impatto sul neurosviluppo della prole (Matteoli et al., 2023).

Cio che accomuna le infezioni ¢ 1’attivazione del sistema immunitario della madre, il quale
comporta un importante rilascio di citochine pro-inflammatorie in grado di attraversare la
placenta e la barriera ematoencefalica (BEE), e raggiungere il feto, aumentando cosi la
probabilita che sviluppi una forma di autismo. (Boulanger-Bertolus et al., 2018).

Un effetto simile sul neurosviluppo si verifica anche inseguito all’esposizione della madre
ai fattori di rischio non infettivi come stress, alcol, fumo, assunzione di farmaci,
inquinamento e dieta ricca di grassi (Han et al., 2021).

Questi fattori di rischio, infettivi € non, vengono presi in considerazione perché incidono sui
percorsi inflammatori o immunitari, infatti analisi di cervelli umani post-mortem di pazienti
autistici hanno evidenziato la presenza di inflammazione cerebrale rispetto ai controlli. In
particolare, lo studio in questione ha utilizzato tecniche di immunoistochimica e multiplex
proteico che hanno dimostrato la presenza di neuroinfiammazione cronica in pazienti ASD
post-mortem, caratterizzata dall’attivazione di microglia e dall’aumento delle citochine pro-
infiammatorie (X. Li et al., 2009).

Queste evidenze sono state ulteriormente confermate da studi piu recenti grazie al
sequenziamento dell’RNA di ultima generazione, attraverso la quale € stato possibile
analizzare 1’espressione dei geni coinvolti sia nella neuroinfiammazione sia nella
neurogenesi. In particolare, si ¢ riscontrato un aumento dell’espressione genica della
microglia, degli astrociti e in generale dell’immunita innata e dell’infiammazione, e una
diminuzione dell’espressione dei geni coinvolti nelle sinapsi, confermando cosi la presenza
di una componente neuroinfiammatoria diffusa nell’ASD. Nello studio viene fatto notare
come queste alterazioni cerebrali avvengano soprattutto a livello corticale nelle aree
sensoriali primarie, le quali potrebbero essere associate alle differenze di elaborazione
sensoriale presenti nei disturbi dello spettro autistico (ASD), incluse nei criteri diagnostici

del DSM-5. (Gandal et al., 2022).



Un solo fattore di rischio tendenzialmente non causa direttamente un’anomalia del
neurosviluppo, ma serve piuttosto una combinazione di diversi fattori di rischio che agiscano
in sinergia, come ad esempio lo stress e I’inquinamento. Lo stress aumenta la vulnerabilita
della madre facilitando 1’ingresso di tossine che scatenano una risposta immunitaria,
responsabile dei danni sul neurosviluppo della prole, ed effettivamente lo stress e gli
inquinanti agiscono sulle vie immunitarie innate all’interno del sistema nervoso in via di
sviluppo (Bilbo et al., 2018).

Anche I’asma e le allergie, che sono risposte infiammatorie croniche, sono rilevanti nei
disturbi del neurosviluppo, soprattutto perché negli ultimi anni i soggetti allergici e asmatici
sono aumentati notevolmente. Degli studi caso-controllo hanno evidenziato che nelle madri
allergiche e asmatiche la prole subisce danni come malattie respiratorie, basso peso alla
nascita ¢ aumento del rischio sia di malattie del neurosviluppo sia di malattie psichiatriche
tra cui ansia, depressione, disturbo dello spettro autistico e ADHD (Church et al., 2021).
Un maggior rischio di autismo si ¢ riscontrato anche nei bambini con anamnesi familiare di
malattie autoimmuni (con maggior impatto da parte di malattie autoimmuni materne o
paterne, piuttosto che degli altri famigliari), sia che si tratti di tutte le malattie autoimmuni
combinate (28%), sia di malattie autoimmuni singole come ipotiroidismo (64%), diabete di
tipo 1 (49%), artrite reumatoide (51%) e psoriasi (59%).

Per quanto riguarda I’ipotiroidismo, solamente quello materno causa una maggior
probabilita di autismo nella prole: se il padre o altri famigliari sono affetti da ipotiroidismo,
questa tendenza non si riscontra.

Nonostante queste informazioni siano state raccolte da diversi studi, sono comunque
suggerite analisi piu dettagliate sul possibile background genetico tra malattie autoimmuni e
autismo (S. Wu et al., 2015).

Tra 1 fattori di rischio associati all’autismo vi sono inoltre quelli perinatali e neonatali, come
ad esempio complicanze del cordone ombelicale, sofferenza fetale, lesioni o traumi alla
nascita, parto multiplo, emorragia materna, basso peso alla nascita, malformazioni congenite
e anemia neonatale (Gardener et al., 2011).

In generale, quindi, diversi fattori inflammatori materni tra cui obesita, asma, malattie
autoimmuni, infezioni, stress psicologico e complicazioni durante il parto sono associati a
un maggiore rischio di disturbi del neurosviluppo nella prole. A questi, si aggiunge
I’importante componente epigenetica che gioca un ruolo fondamentale nell’insorgenza di
queste malattie, infatti la componente genetica e i fattori ambientali si interfacciano nella

patogenesi delle NDDs.



Le malattie del neurosviluppo stanno aumentando, pertanto sta diventando sempre piu
urgente capire come prevenirle in gravidanza, ma anche come mettere in atto possibili
strategie terapeutiche nel neonato affinché ne venga salvaguardato il neurosviluppo (Han et
al., 2021).

Studi epidemiologici si stanno svolgendo e si continueranno a svolgere anche per indagare
eventuali correlazioni tra 1’esposizione al virus Sars-Cov-2 (Covid-19) in gravidanza e la
nascita di bambini con NDDs tra cui ’autismo, visto che purtroppo ¢ un’infezione che
innesca una massiccia attivazione immunitaria con conseguente alto rilascio di citochine pro-
inflammatorie, in grado di oltrepassare la barriera ematoencefalica (BEE) e quindi
responsabili dei danni durante il neurosviluppo (Steinman, 2020).

Per intervenire ¢ fondamentale capire i meccanismi con cui I’inflammazione immunitaria
materna sia associata alle malattie nel neurosviluppo, tra cui disturbo dello spettro autistico,
disturbo di deficit dell’attenzione/iperattivita e schizofrenia.

Per studiarli ¢ stato realizzato un modello animale di attivazione immunitaria materna (Han

etal., 2021).

2.1.2.  Attivazione Immunitaria Materna
L’ Attivazione Immunitaria Materna (MIA) puo essere definita come 1’aumento dei livelli
dei marcatori infiammatori durante la gravidanza. Questa condizione puo essere causata da
infezioni, stress psicosociale o indice di massa corporea elevato, 1 quali sono associati a stati
inflammatori correlati ad un maggior rischio di alterazioni del neurosviluppo della prole con
conseguente predisposizione a disturbi mentali (Boulanger-Bertolus et al., 2018).
L’autismo e la schizofrenia, infatti, sono tra le malattie del neurosviluppo maggiormente
sensibili a danni precoci al sistema nervoso centrale dovuti alle infezioni materne (Brown,
2012).
Questa associazione ¢ stata evidenziata anche grazie ad uno studio in cui ¢ stato analizzato
il liquido amniotico di bambini che hanno successivamente sviluppato I’autismo confrontato
con quello di controlli sani: si sono registrati livelli particolarmente elevati di citochine
proinfiammatorie, tra cui IL-4, IL-10, TNF-a, nei campioni dei bambini autistici rispetto ai
controlli sani (Abdallah et al., 2013).
Per studiare I’associazione tra le malattie mentali e I’attivazione immunitaria materna sono
stati allestiti dei modelli animali (roditori e primati non umani) che hanno infatti dimostrato

I’esistenza di una relazione causale tra 1’infezione materna prenatale e le anomalie del



neurosviluppo nella prole. Tali modelli MIA vengono utilizzati nella ricerca preclinica per
identificare le cause e i meccanismi molecolari alla base di questi disturbi, nonché per
sviluppare nuovi strumenti diagnostici e nuove terapie (Kentner et al., 2019).

Il modello animale murino per lo studio dell’attivazione immunitaria materna consiste
nell’iniezione di Poly[I:C] (GD 9,5; GD 12,5), LPS (GD 15-16) o IL-6 (GD 15) nei giorni
di gestazione rispettivamente specificati tra parentesi e nei dosaggi elencati nella tabella
(Figura 2.1). Successivamente nel periodo post-natale 1’animale, dopo essere stato
sacrificato e decapitato, viene analizzato. L’analisi consiste nell’espianto e dissezione del
cervello in corteccia e ippocampo in diversi momenti del periodo post natale per evidenziare
la correlazione tra attivazione immunitaria materna e alterazione della densita sinaptica,

ovvero gli effetti sulle sinapsi (Matteoli et al., 2023).
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Figura 2.1: schematizzazione delle fasi sperimentali necessarie per stabilire una possibile correlazione tra
lattivazione immunitaria materna e alterazioni cerebrali nella prole (Matteoli et al., 2023).

Diversi studi hanno utilizzato questi modelli per indagare tali meccanismi, ognuno dei quali
adotta approcci sperimentali differenti.
In uno di questi studi, dei topi in gravidanza sono stati esposti a due diversi ceppi del virus

dell'influenza umana al 9,5° giorno di gestazione (GD). In queste condizioni sperimentali, la
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madre ha prodotto solo un'infezione respiratoria subclinica moderata, mentre la prole ha
mostrato dei comportamenti schizofrenici e autistici (Shi et al., s.d.).

Sono inoltre stati fatti altri esperimenti iniettando nella madre murina incinta 1'acido
poliinosinico-policitidilico sintetico a doppio filamento di RNA (Poly[l:C]) e I'LPS
(lipopolisaccaride, tossina batterica) per mimare rispettivamente l’infezione virale e
I’infezione batterica, entrambe responsabili dell’attivazione immunitaria materna, in diversi
momenti della gravidanza. Da questi esperimenti ¢ emerso che la MIA ha un effetto tempo-
dipendente (Figura 2.2): se la madre murina si infetta durante il periodo di gestazione che va
dal 9° al 17° giorno, cio¢ nel periodo a meta/fine gravidanza, la prole manifesta diverse
anormalita comportamentali; questo perché, in quella fase della gravidanza, avvengono
importanti processi legati al neurosviluppo come la neurogenesi e la sinaptogenesi (Meyer

et al., 20006).

Mating

Brain development events

OSITIVE SYMPTOM

DF SCHIZOPHRENI

AUTISM SPECTRUM
DISORDER

GATIVE SYMPTOMS
OF SCHIZOPHRENIA.

Figura 2.2: Esempio di modelli di disturbi neuropsichiatrici osservati come conseguenza di una attivazione
immunitaria prenatale in diversi momenti dello sviluppo cerebrale nei roditori (Meyer et al., 2006).

immune challenge

Models of neuropsychiatric
disorders following

I diversi studi in modelli animali hanno dunque stabilito che I’attivazione immunitaria
materna ¢ sufficiente a causare malattie del neurosviluppo, indipendentemente dal tipo di
patogeno o fattore di rischio (Han et al., 2021).

Quello che succede nei topi ¢ simile a cio che succede negli umani: ¢ stato dimostrato che
livelli elevati di citochine nel siero materno negli esseri umani sono associati a un maggior

rischio di disturbi del neurosviluppo nella prole (Ratnayake et al., 2013).
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Durante il processo inflammatorio innescato dall’attivazione immunitaria materna vengono
liberate citochine pro-infiammatorie, tra cui IL-6, IL-1f e TNFa, che sono responsabili dei
danni sulla prole a causa della loro capacita di attraversare la placenta e la BEE del feto
(Woods et al., 2023).

Uno studio ha analizzato la prole di modelli murini MIA confrontando gli effetti dell’LPS e
del POLY[I:C] ed ¢ emerso che il trattamento con POLY[I:C] ha provocato un ritardo nella
crescita e nello sviluppo sensomotorio. Sia POLY[I:C] che LPS a livello cellulare hanno
innescato una risposta inflammatoria iniziale, ma solo I’LPS ha ridotto 1’espressione di
marcatori cellulari nei feti, che perd non si osserva pitt da P10 in poi. E stato inoltre rilevato
un aumento dei livelli plasmatici di IL-2, IL-5 e IL-6 e un aumento dell’espressione del
recettore metabotropico 5 (mGIluRSY), a cui si lega il glutammato e quindi mediatore della
neurotrasmissione eccitatoria, nel cervello fetale della prole a P10 esposta a POLY[I:C] in
fase prenatale (Arsenault et al., 2014).

Un altro studio ha studiato gli effetti di POLY[I:C] e LPS sulla prole e ha dimostrato che
questi due antigeni sono responsabili dell’alterazione sia delle traiettorie di sviluppo della
comunicazione neurone-microglia nel cervello sia degli squilibri del sistema immunitario:
’alterazione dell’espressione dei marcatori microgliali e del profilo delle citochine rilasciate
nel cervello della prole giovane ha prodotto alterazioni comportamentali di tipo
schizofrenico in eta adulta, suggerendo quindi che I’effetto ¢ di lunga durata (Chamera et al.,
2020).

Come ¢ mostrato in Figura 2.3, I’attivazione immunitaria materna viene innescata da
un’infezione generica della madre che porta al rilascio di citochine proinfiammatorie, tra cui
I’interleuchina 6 (IL-6), fattore di necrosi tumorale a (TNF-a), interleuchina-13 (IL-1B) e
pentraxina 3 (PTX3) le quali passano all’interno della placenta in cui innescano a loro volta
il rilascio di altre citochine pro-infiammatorie a causa dell’attivazione delle cellule
immunitarie locali. Le citochine dalla placenta arrivano al feto in cui continua
I’inflammazione e di conseguenza il rilascio di altre citochine, le quali attraversano la
barriera ematoencefalica (“BBB” nell’immagine) arrivando cosi al cervello dove innescano
ulteriori processi inflammatori: attivazione della microglia, stress ossidativo e disfunzioni
mitocondriali. Il risultato ¢ la comparsa della neuroinfiammazione che ¢ responsabile delle

alterazioni del neurosviluppo nella prole, incluso 1’autismo (Zawadzka et al., 2021).

12



MOTHER PLACENTA FETUS

‘/"’iﬁgctlun-lndll_égd >
G

pro-inflammatory
l cytokines 4

pro-inflammatory
cytokines &

TNFa IL-6 IL-1B

TH17 cells

IL-17A4

5L mikroglia e
Z77 Nactivation il
]2 p,
e 5

\ Coxidative [~Mitochondria

| "\ | strass ) | dysfunction’

Mg ‘

S L L3

hg{?m lammatig)

e neuronal

\development dysfnncﬁog

Figura 2.3: schema del rilascio citochinico dovuto all’attivazione immunitaria materna, dalla madre al feto
attraverso la placenta, con relative conseguenze sul neurosviluppo della prole (Zawadzka et al., 2021).

L’interleuchina 6 ¢ una citochina proinfiammatoria responsabile dell’alterazione di processi
cellulari fondamentali nel neurosviluppo (S. E. P. Smith et al., 2007).

In particolare, elevati livelli di IL-6 in gravidanza alterano la connettivita cerebrale e
aumentano il rischio di sviluppare disturbi psichiatrici nei neonati (Rasmussen et al., 2019).
Questa citochina agisce attraverso complessi meccanismi d’azione. Uno di questi ¢ la via di
segnalazione Januse Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription 3
(JAK/STAT3) a livello dello strato di spongiotrofoblasto nella placenta, in cui essa legandosi
a recettori specifici innesca la dimerizzazione e la fosforilazione di fattori di trascrizione
STAT, responsabili dell’aumento dell’espressione dei geni coinvolti nell’infiammazione
acuta nel feto. L’IL-6 ¢ inoltre associata all’alterazione dell’asse ormone della crescita-
fattore di crescita insulino-simile (GH-IGF), in particolare ¢ responsabile della riduzione dei
livelli di GH, IGF e IGFBP3, molto importanti per lo sviluppo nel feto (Hsiao & Patterson,
2011).

Gli studi attuali hanno inoltre dimostrato che I’esposizione cronica a questa citochina ad alte
concentrazioni durante lo sviluppo provoca la perdita neuronale nelle colture primarie di
neuroni granulari del cervelletto (Conroy et al., 2004).

Questo mediatore chiave dell’inflammazione ¢ stato trovato a livelli elevati nei pazienti

ASD, motivo per cui ¢ un importante oggetto di studio (Hsiao et al., 2012).
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E stato infatti possibile osservare che la diminuzione sperimentale di IL-6 ¢ in grado di
migliorare parzialmente i comportamenti simil-autistici nei topi, a sostegno della sua

rilevanza nella sintomatologia dei disturbi dello spettro autistico (Zhang et al., 2025).

L’interleuchina-1§ ¢ un altro importante mediatore dell’inflammazione che viene prodotto
principalmente da macrofagi e monociti, in seguito al rilascio di frammenti molecolari di
patogeni (PAMPs batterici o virali) e di cellule danneggiate (DAMPs) (Redwood, s.d.).
Viene inoltre prodotta nel cervello da astrociti € microglia, in cui determina deficit della
consolidazione della memoria dipendente dall’ippocampo (Patterson, 2015).

L’IL-1PB si lega al recettore IL-1R1 nel cervello fetale attivando la via di segnalazione
Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB), che a sua volta
causa I’aumento dell’espressione genica di mediatori pro-infiammatori, contribuendo cosi
all’attivazione della microglia e causando cosi anomalie del neurosviluppo. (Oskvig et al.,
2012). Parallelamente, la via dell’NF-kB funge da segnale di priming, inducendo la
trascrizione della pro-IL-1B e 1’aumento dell’espressione dell’inflammasoma Nod-like
receptor family, pyrin domain containing 3 (NLRP3), il quale viene inoltre assemblato in
presenza di un segnale di attivazione, tra cui flussi ionici, danno lisosomiale, disfunzione
mitocondriale, ROS. Questa struttura, attraverso 1’attivazione della caspasi-1, stimola il
clivaggio della pro-IL-1B nella forma matura IL-1pB, instaurando cosi un circuito di
amplificazione della risposta infiammatoria (Kelley et al., 2019).

Questa citochina ¢ inoltre coinvolta nel ritardo della conversione dell’Acido y-Ammino
Butirrico (GABA) da eccitatorio a inibitorio durante il neurosviluppo e quindi ad una

maggiore suscettibilita alle convulsioni (Corradini et al., 2018).

La Pentraxina 3 (PTX3) ¢ una molecola di riconoscimento prodotta dalle cellule
dell’immunita innata che svolge diversi ruoli fisiopatologici, dalle essenziali funzioni
omeostatiche alla difese contro agenti infettivi, oltre a promuovere la riparazione tissutale e
la regolazione della carcinogenesi (Garlanda et al., 2018). E una proteina di fase acuta locale,
infatti aumenta rapidamente in risposta a infiammazione/infezione in diversi distretti
cellulari. In presenza di patogeni come virus, batteri e funghi, regola I’infiammazione
modulando [1’attivazione del complemento e [’extravasazione, facilitando cosi il
riconoscimento del patogeno dalle cellule mieloidi (Porte et al., 2019).

Questa molecola ¢ stata trovata nel liquido amniotico, a prova del fatto che ¢ in grado di

oltrepassare la placenta, in caso di infezione (Cruciani et al., 2010).
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E stato evidenziato in un modello murino MIA indotta da LPS che I’inflammazione cosi
innescata produce 1’aumento di PTX3 nella prole, in particolare nel tessuto adiposo,
favorendo la suscettibilita all’obesita, effetto associato all’iperattivazione della via MAPK

(Qin et al., 2017).

2.1.3.  Terapie e trattamenti
Ad oggi per 1 pazienti autistici vengono proposti interventi soprattutto dal punto di vista
psicologico e comportamentale: piti precoce ¢ la diagnosi, maggiori sono i benefici. E stato
infatti notato che gli interventi iniziati prima dei tre anni nel bambino autistico hanno
maggiori probabilita di essere efficaci a lungo termine. Questo accade perché prima dei tre
anni il cervello ¢ ancora in via di sviluppo quindi presenta una maggiore plasticita (Dawson,
2008). Intervenendo in questo momento infatti si registrano maggiori miglioramenti nella
comunicazione sociale, nelle capacita cognitive, nelle capacita adattive e nella riduzione
della gravita dei sintomi dello spettro autistico (Landa, 2018).
Gli obiettivi del trattamento per i bambini con ASD includono:
1. minimizzare l'impatto delle difficolta di comunicazione sociale, ridurre gli interessi
ristretti € i comportamenti ripetitivi;
2. massimizzare le capacita adattative per raggiungere una maggiore indipendenza;
3. favorire l'acquisizione delle capacita funzionali prevenendo, riducendo o
minimizzando l'impatto dei comportamenti che interferiscono con esse(Hyman et al.,
2020).
A livello farmacologico non esistono farmaci in grado di modificare 1 sintomi principali
dell’autismo, ma alcuni si sono mostrati efficaci per il controllo delle condizioni associate.
Ad esempio, gli antipsicotici atipici sono utili per iperattivita, impulsivita, agitazione, crisi
e aggressivita; in caso di ansia, agitazione e sintomi ossessivo-compulsivi si possono usare
antidepressivi come gli inibitori del reuptake della serotonina, mentre per i comportamenti
stereotipati la Clonidina e la guanfacina mostrano una certa efficacia (Ruggieri, s.d.).
Negli ultimi anni si stanno indagando anche 1 potenziali effetti della Cannabis, infatti, il
sistema cannabinoide ¢ coinvolto nella regolazione delle emozioni e dei comportamenti
sociali. Diversi studi hanno evidenziato una correlazione tra la disfunzione del sistema
endocannabinoide e la patogenesi dell’autismo, soprattutto per quanto riguarda i deficit
comportamentali e la neuroinflammazione. Pertanto, il sistema endocannabinoide

rappresenta un possibile target per cui la cannabis/cannabinoidi possono essere efficaci come
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terapia farmacologica. Nonostante diverse indagini cliniche abbiano dato buoni risultati
relativi al trattamento con cannabis nei pazienti autistici, esistono ancora pochi dati sulla loro
efficacia nei vari fenotipi dello spettro autistico. E quindi importante proseguire gli studi
clinici per mettere a punto un dosaggio che garantisca efficacia e sicurezza (Babayeva et al.,

2022).

2.2. Neurosteroidi

I neurosteroidi (NS) sono steroidi neuroattivi che vengono prodotti direttamente nel sistema
nervoso centrale (SNC) e periferico (SNP), in particolare nei neuroni e nella glia, sia a livello
endogeno sia da steroli circolanti. Il cervello pud quindi essere considerato come un organo
steroidogenico simile a quelli periferici, ovvero le gonadi (ovaie e testicoli), le ghiandole
adrenergiche e la placenta.

I neurosteroidi sono i derivati, inclusi quelli solfatati, dell’androstano e del pregnano, ovvero
I’allopregnanolone (ALLQ), il pregnenolone (PREG), il pregnenolone solfato (PREGS),
pregnanolone, il deidroepiandrosterone (DHEA) e il deidroepiandrosterone solfato

(DHEAS) (Figura 2.4) (Giatti et al., 2012; Lloyd-Evans & Waller-Evans, 2020).
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Figura 2.4: nomi IUPAC e nomenclatura comune dei neurosteroidi (Lloyd-Evans & Waller-Evans, 2020).

I NS sono raggruppati in tre classi in base alla loro struttura chimica, ognuna delle quali

produce effetti diversi grazie alla loro interazione con i recettori di membrana.
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I pregnani includono I’ALLO, il PREG, I'ISOALLO, I’Epipregnanolone e il THDOC, i
quali esercitano effetti ansiolitici, riducono lo stress e migliorano la neurotrasmissione
GABAergica (Henderson, 2018; McCurry et al., 2024; Sze & Brunton, 2022).

Gli androstani, ovvero I’ Androstanediolo e 1’Etiocolanone, riducono lo stress, aumentano
la resilienza, attenuano la reattivita, oltre ad avere effetti ansiolitici e antidepressivi (Almeida
et al., 2021; Sripada, Marx, King, Rajaram, et al., 2013).

E infine i solfati, PS e DHEAS, hanno mostrato effetti antidepressivi (Sripada, Marx, King,
Rajaram, et al., 2013).

2.2.1.  Biosintesi
La steroidogenesi ¢ il meccanismo biosintetico attraverso il quale vengono sintetizzati i
neurosteroidi nei neuroni e nella glia del SNC e del SNP.
Inizia dal trasporto del colesterolo, proveniente dalla biosintesi nel reticolo endoplasmatico
(RE) o dall’endocitosi delle proteine a bassa densita (LDL), all’interno dei mitocondri
(Figura 2.5).
In alternativa, alcuni steroli che si trovano nel circolo sanguigno (ad esempio il progesterone
e il DHEA) sono in grado di attraversare la BEE e vengono quindi utilizzati direttamente
come precursori nella via biosintetica dei neurosteroidi. (Lloyd-Evans & Waller-Evans,
2020).
Come riportato in Figura 2.5, il primo step della neurosteroidogenesi consiste nel trasporto
del colesterolo dalla membrana mitocondriale esterna a quella interna grazie a un complesso
multiproteico, detto trasduceosoma, localizzato nella membrana mitocondriale esterna e
formato dalla proteina traslocatrice (TSPO) e dalla proteina regolatoria steroidogenica acuta
(StAR).
Una volta entrato nella membrana interna dei mitocondri, il colesterolo viene convertito in
pregnenolone (PREG) dall’enzima citocromo P450 della famiglia 11 (CYPI1A1). 1l
pregnenolone, precursore di tutti i neurosteroidi, pud poi seguire diverse vie biosintetiche
per dare origine a diversi prodotti. Pud essere convertito in progesterone (PROG)
dall’enzima 3B-idrossisteroide deidrogenasi (33-HSD) nella zona di contatto tra mitocondrio
e reticolo endoplasmatico (MT-RE), in testosterone (T) dagli enzimi della via metabolica A5
che si trovano nel RE, e in deidroepiandrosterone (DHEA) grazie a due diverse reazioni,
ovvero idrossilazione e clivaggio (attivita liasica), entrambe catalizzate dall’enzima

citocromo P450 17a-idrossilasi (CYP17A1) che agisce nel RE.
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I1 DHEA puo essere convertito nei due intermedi androgeni, androstenediolo dall’enzima
17B-idrossisteroide deidrogenasi (17 B-HSD) nel RE oppure androstenedione dall’enzima
3B-idrossisteroide deidrogenasi (3-HSD) nel sito di contatto MT-RE. Questi due prodotti
vengono poi trasformati in T, il quale perd puo essere ottenuto anche a partire dal PROG
attraverso la via metabolica A4, i cui enzimi si trovano nel RE. Qui il T puo essere poi
trasformato in diidrotestosterone (DHT) dall’enzima Sa-reduttasi.

Gli androgeni possono anche essere convertiti in estrogeni. L’androstenedione viene
metabolizzato in estrone e il T in 17B-estradiolo (E2). Entrambe queste due reazioni
avvengono nel RE per mezzo dell’enzima aromatasi. Il DHT pud essere trasformato in 3f-
diolo dall’enzima 3B-HSD nel sito di contatto MT-RE.

Il progesterone e il 17a-idrossiprogesterone partecipano anche in altre reazioni che sono
schematizzate sulla sinistra della Figura 2.5, grazie alle quali si ottengono diversi
neurosteroidi. Gli enzimi 50-R, 5B8-R 8 (nel RE) e 3B-HSD (nel sito di contatto MT-RE)
sintetizzano 1’allopregnanolone (ALLO) e il pregnanolone (PA), mentre il citocromo P450
famiglia 21 subfamiglia A membro 2 (CYP21A2) nel RE e il P450 famiglia 11 subfamiglia
B membro 1 (CYP11B1) nel mitocondrio producono cortisolo e cortisone. Quest’ultimo
deriva dall’intermedioll-deossicorticosterone che pud a sua volta essere convertito nel
neurosteroide tetraidro-deossicorticosterone (THDOC).

I neurosteroidi PREG, DHEA e PA possono inoltre subire delle reazioni di solfatazione
grazie agli enzimi sulfonil trasnferasi (SULT) che agiscono nel citoplasma e che portano alla
formazione dei rispettivi derivati solfatati, ovvero pregnenolone solfato (PREG-S),
deidroepiandrosterone solfato (DHEA-S) e pregnanolone solfato (PA-S). Queste forme
solfatate hanno attivita diversa rispetto alle rispettive forme non solfatate (Angeloni et al.,

20254a).
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Figura 2.5: rappresentazione schematica della neurosteroidogenesi. La proteina traslocatrice (TSPO)
trasporta il colesterolo dal citoplasma ai mitocondri dove viene convertito in pregnenolone, precursore di tutti
i neurosteroidi. Le linee colorate indicano i compartimenti cellulari nei quali avvengono le rispettive reazioni.
MT-ER é la zona di contatto tra mitocondrio e reticolo endoplasmatico. In grassetto sono scritti i nomi dei
neurosteroidi mentre le sigle sulle linee indicano gli enzimi che catalizzano quello specifico step (Angeloni et
al., 2025a).

2.2.2. Meccanismo d’azione
I neurosteroidi favoriscono processi riparativi e protettivi sul sistema nervoso, come la
neurogenesi, la mielinizzazione, 1’inibizione della morte neuronale e la riduzione della
neuroinfiammazione attraverso meccanismi antinfiammatori (Giatti et al., 2012).
Gli effetti cronici dei neurosteroidi sono dovuti sia a meccanismi genomici, sia a meccanismi
non-genomici (Raciti et al., 2023).
I meccanismi genomici sono dovuti all’interconversione metabolica in steroidi tradizionali,
1 quali poi interagiscono con recettori nucleari, ovvero fattori di trascrizione. Questi effetti
si traducono in una modificazione della trascrizione genica, quindi, iniziano in maniera piu
lenta e hanno un’azione prolungata nel tempo. I meccanismi non-genomici invece
dipendono dall’interazione diretta dei neurosteroidi sui recettori ionotropici, di conseguenza,
I’effetto € piu rapido ma anche piu breve.
L’eccitabilita neuronale ¢ modulata principalmente attraverso I’interazione dei neurosteroidi
sui recettori di membrana (Angeloni et al., 2025a; Reddy, 2010).
I target coinvolti sono quelli della Figura 2.6, ovvero i recettori glutammatergici N-Metil D-

Aspartato (NMDA) e quelli dell’Acido a-ammino-3-idrossi-5-metil-4-isossazolpropionico
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(AMPA), il recettore gabaergico dell’Acido y-amminobutirrico di tipo A (GABA-A) e il
recettore 61 (Schverer et al., 2018).
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Figura 2.6: effetti rapidi dei neurosteroidi dovuti ai meccanismi non-genomici attraverso la loro interazione
con i recettori di membrana (Schverer et al., 2018).

Le due principali classi di neurotrasmissioni sono la glutammatergica e la gabaergica, ¢
sono modulate dai neurosteroidi (Schverer et al., 2018).

NMDA e AMPA sono recettori ionotropici glutammatergici che contribuiscono alla
trasmissione eccitatoria nel cervello. I recettori NMDA sono complessi proteici
eterotetramerici composti dalla subunita NR1, che lega la glicina e dalle subunita NR2A-D,
che lega il glutammato. In normale potenziale di riposo della membrana, il canale NMDA ¢
bloccato dagli ioni Mg?* i quali vengono scalzati dalla depolarizzazione della membrana.
L’attivazione del recettore NMDA richiede il legame simultaneo del glutammato e della
glicina (Figura 2.6A) (Stephenson, 2006). Il recettore NMDA si attiva piu lentamente
rispetto ai recettori AMPA, e una volta attivato permette I’entrata di ioni, incluso il calcio,
attraverso cui innesca una plasticita sinaptica a lungo termine dipendente dall’attivita, come
il potenziamento a lungo termine (LTP), ampiamente ritenuto elemento chiave
dell’apprendimento associativo e della memoria (Hansen et al., 2021; Nicoll, 2017).

Questi recettori permettono 1’entrata degli ioni Na* e Ca** e ’uscita di ioni K™ (Twomey &

Sobolevsky, 2018).
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I recettori AMPA sono complessi proteici eterotetramerici composti dalle subunita GluA1-
4 responsabili della neurotrasmissione eccitatoria rapida e il loro principale ligando ¢ il
glutammato (Figura 2.6B) (Schverer et al., 2018). Questi recettori permettono ’entrata di
Na" e I'uscita di K (Twomey & Sobolevsky, 2018).

Questi recettori sostengono la neurotrasmissione eccitatoria attraverso 1’entrata di ioni
depolarizzanti aumentando cosi la probabilita che il neurone postsinaptico raggiunga la
soglia di eccitabilita neuronale e generi un potenziale d’azione che permette la propagazione
del segnale lungo i1 circuiti neuronali (Brunetti et al., 2024).

I recettori 61 sono proteine chaperone residenti nel RE, distribuite in neuroni, ependimociti
e oligodendrociti (Alonso et al., 2000). Sono costituiti da proteine lineari che hanno solo due
domini transmembrana, con le sequenze C terminale ¢ N terminale dallo stesso lato, o
citosolico o extracellulare. Sono coinvolti nella modulazione del dolore: gli agonisti
promuovono la nocicezione, gli antagonisti riducono I’iperalgesia delle neuropatie. I
recettori 61 associati alle subunita dei recettori NMDA ne modulano la funzione: gli agonisti
ol promuovono il legame di modulatori positivi degli NMDA, mentre gli antagonisti 61
promuovono il legame di modulatori negativi degli NMDA (Figura 2.6A) (Rodriguez-
Muiioz et al., 2015).

I recettori GABA-A mediano la trasmissione inibitoria rapida nel sistema nervoso centrale.
Sono canali pentamerici composti da diverse subunita, tra cui la a e la B che sono quelle
coinvolte nel legame con gli agonisti che ne mediano I’attivazione (Schverer et al., 2018).
Questi recettori attraverso il legame con il principale agonista, il GABA, permettono
I’entrata di ioni Cl- che causano I’iperpolarizzazione della membrana e quindi 1’inibizione
della scarica neuronale (Johnston, 2005).

E quindi possibile classificare i NS in due gruppi in base alla loro interazione con i recettori:
NS inibitori e NS eccitatori.

I NS inibitori sono 1 modulatori positivi del recettore GABA-A quindi, grazie al
potenziamento della trasmissione inibitoria gabaergica sono in grado di produrre effetti
ansiolitici, riduzione dello stress, effetti antidepressivi e prosociali, senso di ricompensa e
aumentare la libido. Tra gli altri effetti essi riducono la propensione all’aggressivita e
promuovono il sonno grazie ai loro effetti sedativi, possono inoltre avere effetti anestetici e
analgesici, oltre ad effetti anticonvulsivanti, neurogenici e neuroprotettivi (Diviccaro et al.,
2022; Zorumski et al., 2019).

I NS eccitatori comprendono i modulatori negativi dei recettori GABA-A, 1 modulatori

positivi degli NMDA e gli agonisti dei recettori 61. Favoriscono quindi i processi cognitivi
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e rafforzano la memoria, sono pero ansiogeni e pro-convulsivanti, ma anche antidepressivi,
neurogenici e neuroprotettivi (Morales-Lazaro et al., 2019).

Come mostra la Figura 2.6A, il PS ¢ un NS eccitatorio, infatti legandosi alle subunita NR2A
e NR2B del recettore NMDA aumenta la probabilita di apertura del canale aumentando cosi
le correnti eccitatorie (Gibbs et al., 2006). Questi effetti sono dovuti sia alla diretta
modulazione dei recettori NMDA sia alla loro modulazione indiretta attraverso il legame del
PS col recettore o1 (Monnet & Maurice, 2006). Il PS inoltre inibisce i recettori AMPA
(Figura 2.6B) attraverso il legame con la porzione ammino-terminale della subunita GluA2
(Cameron et al., 2012), in modo da prevenire un’eccessiva eccitazione che potrebbe condurre
a tossicita da glutammato (Huganir & Nicoll, 2013). Sui recettori GABA-A il PS ha
un’azione inibitoria (Figura 2.6C), infatti riduce le correnti del cloro e aumenta la
desensitizzazione del recettore (Shen et al., 2000) portando cosi ad effetti pro-convulsivanti
(Kokate et al., 1999).

I1 DHEA ¢ un NS eccitatorio che, a differenza del PS, non agisce direttamente sui recettori
NMDA ma ne potenzia I’attivita attraverso il legame col recettore ol (Figura 2.6A)
(Bergeron et al., 1996), mentre sui recettori GABA-A esercita una azione inibitoria che
amplifica ulteriormente gli effetti eccitatori (Figura 2.6C) (Le Foll et al., 1997).

I1 DHEA-S come mostrato in Figura 2.6B ¢ 2.6C, agisce come il DHEA. Fa parte quindi dei
NS eccitatori, in quanto si lega ai recettori c1, attraverso i1 quali potenzia indirettamente i
recettori NMDA (Maurice et al., 2001), ed ¢ un inibitore allosterico dei recettori GABA-A
per cui amplifica gli effetti eccitatori indirettamente (Majewska et al., 1990).

L’ALLO ¢ un NS inibitorio, infatti puo sia potenziare I’affinita del GABA per il GABA-A
sia attivare direttamente il recettore (Carver & Reddy, 2013). Questi due effetti sono dovuti
all’interazione dell’ALLO su due siti di legame diversi: il sito di potenziamento che si trova
nella subunita a e il sito per I’attivazione diretta tra la subunita a e la subunita p (Figura
2.6C) (Hosie et al., 2006). A concentrazioni nanomolari, I’ALLO aumenta la corrente al
cloro potenziando I’effetto del GABA, quindi agisce solo se € presente 1’agonista, mentre a
concentrazioni micromolari e in assenza del GABA attiva direttamente il recettore GABA-

A (Puia et al., 1990).
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2.2.3.  Pregnenolone solfato
Il pregnenolone solfato (PS) ¢ un neurosteroide che deriva dalla solfonazione del PREG
grazie agli enzimi sulfotransferasi SULT2A1, SULT2B1a e SULT2B1b mentre gli enzimi
solfatasi (STS) lo riconvertono in PREG come mostra la Figura 2.7, nella quale vengono

mostrati anche i recettori con cui interagisce e il relativo effetto (Harteneck, 2013a).

SULT2A1
SULT2B1a
SULT2B1b

i

STS

GABAAR NMDAR TRPM1 & TRPM3
ligand-dependent ligand-dependent activation
inhibition potentiation

Figura 2.7: sintesi del PS e interazione con i suoi bersagli recettoriali (Harteneck, 2013a).

I1 PS inibisce il recettore GABA-A inserendosi nel poro del canale, in questo modo blocca
la corrente al cloro iperpolarizzante riducendo cosi la trasmissione inibitoria. Questo avviene
quando il canale ¢ attivato, ovvero aperto grazie al legame col GABA, per permettere al PS
di inserirsi nel poro. Si chiama infatti “blocco del poro stato-dipendente” perché I’ostruzione
del poro da parte del PS dipende dallo stato del canale (Fan et al., 2024).

Sui recettori NMDA esercita invece ’effetto opposto, ovvero un’azione di potenziamento
ligando-dipendente per cui in presenza del legame NMDA-Glutammato ¢ in grado di

amplificare la trasmissione glutammatergica, agisce infatti come modulatore allosterico
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positivo legandosi all’interfaccia tra le subunita GluN2B e GluN1 (Hrcka Krausova et al.,
2020). I1 PS amplifica la neurotrasmissione eccitatoria in due modi, uno rapido e uno lento.
Il potenziamento rapido prodotto dal PS riguarda il gating del recettore: il PS ¢ infatti in
grado di aumentare la probabilita che il canale NMDA si apra favorendo cosi I’ingresso dello
ione calcio; il potenziamento a insorgenza ritardata ¢ invece dovuto alla sua capacita, a basse
concentrazioni, di aumentare il trafficking dei recettori NMDA nel giro di alcuni minuti,
aumentandone cosi la quantita esposta sulla membrana neuronale (Ratner et al., 2019).
Grazie all’interazione con i recettori NMDA, il PS esercita effetti di potenziamento della
memoria e delle funzioni cognitive che lo rendono un potenziale candidato terapeutico per
I’ Alzheimer e la schizofrenia (C. C. Smith et al., 2014a).

I1 PS ¢ inoltre in grado di attivare i canali melastatin-like (TRPM), in particolare i TRPM1
e 1 TRPM3. Il legame tra PS e TRPM3 causa 1’aumento di correnti cationiche, soprattutto
dello ione calcio, che potenzia il rilascio di glutammato dalle cellule di Purkinje neonatali
durante la formazione delle sinapsi glutammatergiche; 1’espressione della TRPM3 ¢ infatti
associata all’attivazione dei neuroni nel cervello durante lo sviluppo. Il TRPMI1 ¢ invece
espresso nelle cellule della retina e, siccome la retina puo fare steroidogenesi, la sua
attivazione dovuta al PS potrebbe causare effetti neurotossici retinici dovuti all’ingresso di

calcio attraverso il TRPM1 (C. C. Smith et al., 2014a).

2.2.4.  Neuroinfiammazione e neurosteroidi
L’infiammazione ¢ dovuta all’attivazione dell’immunita innata e inizia quando 1 Toll-like
receptors (TLR) riconoscono frammenti molecolari provenienti da patogeni (PAMP) o
molecole rilasciate in seguito a danno tissutale (DAMP). Il legame tra queste molecole e 1
TLR induce la dimerizzazione dei TLR e il reclutamento di proteine adattatrici, tra cui
MyDS88 e/o TRIF, assieme al TIRAP e TRAM, che fungono da ponte tra TRL e le chinasi
che vengono cosi attivate. La via MyD88 attiva la cascata chinasica che porta all’attivazione
di fattori di trascrizione, ovvero NF-kB e AP-1, i quali aumentano 1’espressione genica delle
citochine e dei mediatori pro-inflammatori. Contemporaneamente la via TRIF attiva TBK1
e 1 fattori IRF3/IRF7 che portano all’aumento dell’espressione genica degli interferoni di
tipo I. Quindi, 1 TLR riconoscono la presenza di un patogeno o di danno cellulare da cui poi
attivano la cascata molecolare che porta all’aumento della trascrizione di molecole pro-
inflammatorie, le quali amplificano I’'infiammazione (Kawasaki & Kawai, 2014) (Figura

2.8).
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Figura 2.8: segnalazione dei TLR nelle cellule dendritiche convenzionali, nei macrofagi e nei fibroblasti
embrionali murini (Kawasaki & Kawai, 2014).

I1 PREG e i suoi derivati metabolici come PS, ALLO e DHEA, hanno dimostrato la capacita
di migliorare la memoria e I’apprendimento, oltre a ridurre la depressione e modulare le
funzioni cognitive del cervello (Vallée et al., 2001). Oltre a queste funzioni, hanno anche un
ruolo neuroprotettivo in diverse patologie neuroinfiammatorie, tra cui 1’Alzheimer, la
Sclerosi Multipla, la schizofrenia, la depressione e 1’autismo (Daugherty et al., 2013; Naylor
et al., 2010; Vall¢e, 2016).

L’inflammazione causata da un’infezione batterica inizia dal riconoscimento dell’LPS dal
recettore TLR4. E stato dimostrato che il trattamento con PS o ALLO induce una lieve
degradazione del TIRAP della via MyD88 (Murugan et al., 2019). Dagli esperimenti condotti
sui NS ¢ emerso che PREG, PS e ALLO aumentano la degradazione del TLR (Murugan et
al., 2019). ’ALLO ¢ in grado di sopprimere la produzione di citochine pro-inflammatorie
indotte dall’LPS nei macrofagi e nella microglia grazie ai suoi effetti antinfiammatori, infatti
¢ stato dimostrato che I’ALLO induce la degradazione del TIRAP e del TLR2 riducendo cosi
la secrezione di TNF e IL-6, mediata appunto dai TLR2 e TLR4, come mostrato in Figura
2.9 (Morrow et al., 2024).
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Figura 2.9: effetto antinfiammatorio dell’ ALLO sulla cascata citochinica indotta dall'attivazione dei TLR
(Morrow et al., 2024).

L effetto antinflammatorio mediato dall’ALLO ¢ stato dimostrato anche dal PREG, sebbene
al momento non sia ancora definitivamente chiaro quale sia il preciso meccanismo con cui
riduca la neuroinfiammazione (Murugan et al., 2019). Degli studi hanno identificato dei
bersagli non genomici del PREG tra cui la proteina associata ai microtubuli 2 (MAP-2) e la
proteina linker citoplasmatica 170 (CLIP170) (Fontaine-Lenoir et al., 2006; Weng et al.,
2013). Questa proteina inoltre svolge un ruolo nello sviluppo neuronale per cui un suo difetto
¢ stato associato a disabilita intellettiva autosomica recessiva (Larti et al., 2015).

Dagli esperimenti condotti € quindi possibile ipotizzare che il PREG sia in grado di eliminare
le molecole della via di segnalazione dei TLR attraverso la CLIP170 (Murugan et al., 2019).
I NS sono considerati potenziali agenti terapeutici per i1 disturbi neuroinfiammatori in quanto
sono in grado di modulare le risposte immunitarie del cervello (Yilmaz et al., 2019).
L’ALLO e il DHEA inibiscono il rilascio di citochine proinfiammatorie, in particolare
I’ALLO riduce I’attivazione della microglia attraverso la soppressione del NF-kB e delle vie
dell’inflammasoma NLRP3 (Yilmaz et al., 2019).

Il PS modula la segnalazione GABAergica e glutammatergica, contribuendo alla riduzione

dell’infiammazione mediata dagli astrociti. PROG e DHEA limitano lo stress ossidativo
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aumentando 1 livelli di superossido dismutasi (SOD) e del glutatione (GSH) che
neutralizzano i radicali liberi dell’ossigeno (ROS). Estradiolo e progesterone contribuiscono
a ridurre I’infiltrazione leucocitaria e 1I’ingresso di citochine nel SNC (Yilmaz et al., 2019).
In tessuti cerebrali di pazienti post-mortem ¢ stata analizzata tramite PET la correlazione tra
malattie neurodegenerative, neuroinfiammazione e aumento dell’espressione della proteina
TSPO, la quale aumenta la sintesi di mediatori antinfiammatori e riduce quella dei pro-
inflammatori. Probabilmente un suo aumento rappresenta una risposta dell’organismo per
cercare di ridurre la neuroinfiammazione alla base della malattia neurodegenerativa
(Angeloni et al., 2025b).

La TSPO oltre ad essere coinvolta nella regolazione della steroidogenesi e quindi nella
sintesi dei NS (Papadopoulos et al., 2015), gioca un ruolo estremamente importante anche
nella bioenergetica mitocondriale (Liu et al., 2017) e dell’omeostasi del calcio (Gatliff et al.,
2017). E inoltre sovraespressa negli astrociti reattivi in risposta all’infiammazione (Lavisse
et al., 2012).

Dal punto di vista terapeutico 1 ligandi della TSPO si sono dimostrati efficaci sia nel ridurre
drasticamente il rilascio di fattori pro-infiammatori, sia nello stimolare il trasporto
mitocondriale del colesterolo con conseguente aumento della steroidogenesi. Per questi
motivi la TSPO potrebbe essere considerata uno strategico target terapeutico sia per le
patologie in cui 1 livelli di neurosteroidi sono alterati, sia nelle patologie neurodegenerative
associate alla neuroinfiammazione (Angeloni et al., 2025b).

L’etifoxina (ligando della TSPO) ¢ attualmente utilizzata in Francia come ansiolitico; si
conoscono 1 suoi potenti effetti antinfiammatori e si stanno studiando 1 potenziali effetti

antidepressivi. Sono in corso di studio diversi ligandi della TSPO (Riebel et al., 2025a).

2.2.5.  Neurosteroidi e Autismo

Le cause effettive dell’autismo sono ancora tutt’oggi in piena fase di studio, cosi come le
possibili terapie.

In particolare, sono in corso degli studi sulla correlazione tra i1 NS e 1 NDDs, tra cui I’ASD,
per cercare una correlazione dal punto di vista farmacologico con I’obiettivo di individuare
possibili marker diagnostici e/o terapeutici (Baron-Cohen et al., 2020).

Uno dei motivi per cui i NS vengono considerati negli studi sull’autismo sta nella loro
implicazione riguardo la regolazione dell’equilibrio eccitazione/inibizione (E/I) (capitolo

2.2.2).
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Esistono infatti diversi studi che hanno evidenziato 1’associazione tra I’alterazione
dell’equilibrio E/I nel SNC e I’autismo, ma senza uniformita nelle conclusioni; infatti, ad
esempio uno studio ha evidenziato una ridotta inibizione GABAergica nella regione
perisilviana sinistra di bambini ASD (Rojas et al., 2014), mentre un altro studio ha registrato
una riduzione del glutammato striatale in adulti ASD e nessuna alterazione del GABA
(Horder et al., 2018). Purtroppo, 1’ampia variabilita dei dati al momento disponibili non
permette di stabilire la direzione dello squilibrio E/I.

Oltre agli studi sull’alterazione dell’equilibrio E/I in relazione all’autismo, sono presenti in
letteratura esperimenti che hanno documentato la variazione nei livelli di NS in pazienti
autistici.

In particolare, uno studio ha confrontato il plasma di bambine autistiche con quello di
bambine sane (controlli) utilizzando la gas-cromatografia: nel plasma delle bambine (4-6
anni) ASD si sono trovati livelli di NS maggiori rispetto ai controlli, soprattutto per quanto
riguarda i neurosteroidi solfatati, incluso il PS (Jansakova et al., 2024), mentre in un altro
studio ¢ emerso che il PS nei bambini autistici risulta ridotto rispetto ai controlli (Jan§dkova
et al., 2020a).

Modelli murini di autismo con diverse eziologie condividono la diminuzione
dell’espressione dei recettori NMDA (Chau et al., 2017; Krueger et al., 2011; Martin et al.,
2016; Martin & Manzoni, 2014; Peca et al., 2011; Schiitt et al., 2009). Alla luce di queste
evidenze, sono stati fatti diversi studi sulla somministrazione di agonisti del recettore
NMDA, e in uno in particolare € stato testato il Zelquistinel, un modulatore allosterico
positivo dei recettori NMDA che ha migliorato in modo duraturo i deficit comportamentali
in diversi modelli murini ASD (Fonteneau et al., 2024). Anche il PS ¢ un modulatore
allosterico positivo dei recettori NMDA (F. S. Wu et al., 1991), in merito a questo fatto uno
studio in vitro ha dimostrato che questo NS ¢ in grado di ripristinare almeno in parte i deficit
funzionali dei recettori NMDA causati da alcune varianti loss-of-function dei geni GRIN,
comuni a diversi disturbi neuropsichiatrici (incluso 1’autismo), rendendolo cosi un
potenziale candidato farmacologico (Tang et al., 2020).

Per quanto riguarda I’ALLO, ¢ stata documentata la sua carenza in caso di nascita
pretermine, la quale infatti interrompe precocemente 1’esposizione fetale a questo NS, con
conseguenti alterazioni della sostanza bianca e disturbi del neurosviluppo tra cui I’autismo,
per cui viene suggerita la somministrazione di ganaxolone (analogo sintetico dell’ALLO)

come terapia sostitutiva (Shaw et al., 2019).
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Altri studi hanno osservato che nei pazienti ASD i neurosteroidi DHEA, testosterone ¢
androstenedione sono in eccesso (Wang et al., 2024). In particolare, I’esposizione a livelli
elevati di testosterone durante la vita fetale ¢ associata all’aumento dei tratti autistici

(Auyeung et al., 2009).

2.2.6.  Potenziali effetti terapeutici dei neurosteroidi
L’aggressivita ¢ uno dei sintomi peggiori nei pazienti autistici, infatti si ¢ sempre cercato di
intervenire dal punto di vista comportamentale/psicologico, ma senza ottenere grandi
risultati (Fung et al., 2014). Si ¢ quindi resa necessaria una strategia farmacologica che pero
ad oggi ¢ limitata all’uso di antipsicotici atipici come Risperidone e Aripiprazolo, i quali si
sono infatti rivelati efficaci nella riduzione di irritabilita e aggressivita (Fung et al., 2014).
L’idea del PREG come terapia contro 1’autismo nasce dall’ipotesi dell’alterazione
dell’equilibrio tra la trasmissione eccitatoria ed inibitoria del SNC, infatti in cervelli post-
mortem di pazienti autistici ad alto funzionamento si ¢ notata la riduzione dei recettori
GABA- A (Fatemi et al., 2010). Modulare la trasmissione gabaergica pud quindi ridurre
I’irritabilita, infatti troppo poco GABA porta ad un calo della trasmissione inibitoria a livello
del SNC e di conseguenza ad un aumento di quella eccitatoria che causa un aumento
dell’irritabilita (Fung et al., 2014).
I1 PREG viene prodotto dal colesterolo ed ¢ anche il precursore di tutti gli altri NS, ma in
particolare 1 prodotti piu abbondanti sono PS e ALLO 1 quali sono coinvolti nel
mantenimento del giusto equilibrio nel sistema E/I (Sripada, Marx, King, Rampton, et al.,
2013).
I PREG ¢ meno potente nel ridurre ’irritabilita rispetto gli antipsicotici atipici; come
integratore orale, si € rivelato moderatamente efficace e nel complesso sicuro e ben tollerato
nei soggetti con disturbo dello spettro autistico, migliorando inoltre le capacita sociali e
attenuando le anormalita sensoriali (Fung et al., 2014). Grazie alla sua tollerabilita, puo
essere un buon candidato rispetto ai farmaci attualmente usati per questi sintomi che invece
hanno molti piu effetti collaterali, inoltre al momento non esistono farmaci per trattare deficit
sociali e sensoriali (Fung et al., 2014).
Uno studio ha dimostrato attraverso dei trial clinici che la somministrazione di risperidone
in associazione al PREG in adolescenti ASD migliora Dirritabilita, I’iperattivita e 1
comportamenti stereotipati rispetto alla sola somministrazione di risperidone (Ayatollahi et

al., 2020). Precedenti studi avevano gia confermato I’efficacia del PREG in altri disturbi
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come ad esempio la schizofrenia, la depressione e ’ansia (Marx et al., 2009; Osuji et al.,
2010).

L’effetto benefico del PREG si ottiene grazie alla sua conversione in ALLO e PS: il PS
modula i recettori NMDA, i quali sono associati ad alterazioni neuronali nell’epilessia
(Williamson et al., 2004) e nella schizofrenia (Kostakis et al., 2013); PALLO ¢ un
modulatore allosterico positivo dei recettori GABA-A, quindi potenziando questa
neurotrasmissione produce effetti anticonvulsivanti (Dhir & Chopra, 2015) e ansiolitici
(Bitran et al., s.d.).

Un’altra possibile via terapeutica ¢ stata studiata attraverso la sintesi di un analogo sintetico
dell’ALLO, il ganaxolone. Questo farmaco ¢ attualmente in fase di sperimentazione per il
trattamento di bambini con sindrome dell'X Fragile, una forma sindromica di disturbo dello
spettro autistico, € sta mostrando risultati promettenti sulla componente sintomatica ansiosa

e iperattiva (Ligsay et al., 2017).

2.3. Enzimi steroidogenici

Gli enzimi steroidogenici catalizzano le reazioni della steroidogenesi che portano alla
produzione di diversi neurosteroidi, spiegata nel paragrafo 2.2.1. e illustrata in Figura 2.5
(Angeloni et al., 2025a).

Le due principali classi di enzimi sono la citocromo P450 (CYP) e la idrossisteroido-
deidrogenasi (HSD) (Schiffer et al., 2019).

Gli enzimi CYP grazie al loro gruppo eme attivano 1’ossigeno molecolare (O:) utilizzando
il NADPH come donatore di elettroni: un atomo di ossigeno viene incorporato nel substrato
mentre 1’altro viene ridotto ad acqua, permettendo cosi diverse reazioni di idrossilazione e
clivaggio dei legami C-C che avvengono durante la steroidogenesi (Guengerich, 2001;
Guengerich & Yoshimoto, 2018). Questa classe ¢ suddivisa in due gruppi, ovvero CYP di
tipo I e CYP di tipo II: 1 CYP tipo I si trovano nella membrana mitocondriale interna e
dipendono dalla ferredossina e ferredossina reduttasi, proteine che permettono il
trasferimento di elettroni dal NADPH al CYP tipo [; 1 CYP tipo II invece si trovano nel RE
e dipendono dal donatore di elettroni citocromo P450 ossidoreduttasi (POR) per il
trasferimento degli elettroni (Lin et al., 1993; Yamada et al., 1995).

Gli enzimi HSD dipendono dai cofattori NAD(P)H ¢ NAD(P)", a loro volta si dividono in
due superfamiglie di enzimi in base alla loro struttura: le deidrogenasi a catena corta e le

aldo-cheto reduttasi (Penning, 1997). Entrambe le famiglie catalizzano la conversione di un
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idrossisteroide al suo corrispettivo chetosteroide e viceversa, infatti la maggior parte delle
reazioni che catalizzano sono reversibili, ad eccezione delle isoforme HSD3B, HSD3B1 ¢
HSD3B2, che catalizzano reazioni irreversibili (Luu The Van et al., 1991; Thomas et al.,
1995).

11 P450c17 porta alla produzione del DHEA e il suo mRNA ¢ stato rilevato nel cervello di
ratto solo a partire da E19,5, mentre in ovaie e testicoli gia da E15,5 (Compagnone et al.,
1995). E presente sia in corteccia sia in ippocampo ad E19,5 ma nel ratto adulto solo in
ippocampo, mentre nel cervelletto ¢ presente sia in fase embrionale sia in eta adulta
(Compagnone et al., 1995a). Nel topo invece 1’enzima ¢ espresso sia in corteccia sia in
ippocampo ad E18,5 ma solo in ippocampo a PO e P7, nel cervelletto ¢ espresso sia
nell’embrione sia nel periodo neonatale (Compagnone et al., 1995b). Quindi in generale
questo enzima ¢ piu espresso in fase embrionale rispetto al periodo postnatale.

La 5 a-reduttasi 1 catalizza la reazione che porta all’ALLO ed ¢ stato rilevato il suo mRNA
nel cervello di ratto, in particolare nella corteccia in fase embrionale il cui livello rimane
costante a P7 ma poi cala in eta adulta: questo suggerisce un ruolo trofico a livello corticale
durante il neurosviluppo (Kimoto et al., 2010). Nell’ippocampo non ¢ presente in fase
embrionale, inizia a vedersi a P2, a P7 aumenta la sua espressione, a P14 inizia a diminuire
e nell’adulto ¢ poco espresso (Lauber & Lichtensteiger, 1996). In E18 questo enzima ¢
particolarmente espresso e le femmine presentano livelli maggiori rispetto ai maschi (Spanic
et al., 2015a). L’enzima ¢ quindi particolarmente espresso in E18 e a P7.

La 3 a-HSD produce ’ALLO ed ¢ poco espresso nel cervello di topo a E18 e a differenza
della 5 a-reduttasi non c’¢ differenza di espressione tra i maschi e le femmine (Spanic et al.,
2015b); risulta molto espresso nel topo adulto (Agis-Balboa et al., 2006). Non ci sono dati
per il periodo postnatale. Si puo pertanto dedurre che ’enzima ¢ piu espresso nell’adulto.
L’enzima sulfotransferasi catalizza la solfonazione dei neurosteroidi, in particolare le
isoforme che sono coinvolte nella solfonazione del PREG a PS sono il SULT2B1a che ¢
espresso nel cervello durante tutti gli stadi dell’embrione murino, il SULT2B1b che invece
¢ espresso nella pelle e il SULT2AT1 che invece ¢ espresso nel fegato (Shimizu et al., 2003).
Esistono studi su queste isoforme anche per quanto riguarda il cervello umano in cui ¢ stata
comprovata |’elevata espressione dell’isoforma SULT2BI1b in particolare in ippocampo,

corteccia e cervelletto (Salman et al., 2009).
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2.4. Disturbi neuropsichiatrici e steroidogenesi

Le alterazioni dei NS e degli enzimi steroidogenici sono fortemente associate ai disturbi
neuropsichiatrici e neurodegenerativi (Pinna & Bortolato, 2025).

Uno studio ha analizzato il comportamento di topi carenti di enzimi steroido-solfatasi: meno
enzimi solfatasi implicano piu NS solfatati, ovvero PREGS e DHEAS, i quali potenziano la
neurotrasmissione eccitatoria. L’equilibrio E/I viene perso a favore di uno sbilancio verso
I’eccitazione con conseguenti comportamenti ADHD-like (Trent et al., 2012a).

L’analisi di donne con epilessia refrattaria ai farmaci ha evidenziato che la somministrazione
del contraccettivo orale medrossiprogesterone si ¢ rivelata efficace grazie alla sua capacita
di aumentare la sintesi di ALLO (Raciti et al., 2023).

Uno studio ha dimostrato che la carenza di ALLO e DHP, i quali regolano il cross talk tra
neuroni e glia necessario per il mantenimento della mielina, ¢ correlata alla
demielinizzazione e quindi alla predisposizione della sclerosi multipla (Ghoumari et al.,
2003). I NS sono stati studiati in caso di lesioni traumatiche, ischemia cerebrale, sclerosi
multipla ed ¢ stato evidenziato 1'effetto trofico e neuroprotettivo di progesterone, DHEA,
testosterone ed estradiolo in studi in vitro (Raciti et al., 2023).

Un disturbo psichiatrico ampiamente analizzato ¢ la depressione, che dal punto di vista
eziologico viene distinta in due categorie: la depressione post-partum e la depressione da
infiammazione.

La depressione post-partum ¢ dovuta ad una carenza di ALLO e quindi ad una minor
attivita della 5-o0-R. in questo caso aumentare 1’attivita dell’enzima ¢ utile per ottenere piu
ALLO e quindi potenziare la trasmissione gabaergica (Agis-Balboa et al., 2014).

Sono in corso degli studi per vedere se I’etifoxina, ligando della TSPO attualmente usata in
Francia come ansiolitico, puo avere anche effetti antidepressivi grazie al potenziamento,
diretto o indiretto, della trasmissione Gabaergica. Utilizzare sostanze che promuovono la
steroidogenesi anziché utilizzare gli steroidi stessi puo rivelarsi utile per evitare gli effetti
collaterali della somministrazione di neurosteroidi, ovvero sonnolenza, vertigini ¢ mal di
testa, a causa dei quali la loro somministrazione & limitata a 2 settimane. E gia stato
dimostrato che, in pz con depressione post-partum, i ligandi della proteina TSPO sono
efficaci nel ridurre 1 sintomi depressivi (Riebel et al., 2025b).

Per studiare la depressione da infiammazione sono stati utilizzati modelli animali murini
in cui ¢ stato iniettato I’LPS, il quale ha causato I’aumento dei mediatori pro-infiammatori e

la carenza di PREG con aumento della 5-0-R e di conseguenza un peggioramento dei sintomi
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depressivi. In questo caso, siccome la causa della depressione ¢ I’inflammazione, ¢ meglio
ridurre D’attivita dell’enzima per preservare il PREG (che altrimenti verrebbe convertito in
ALLO) in quanto ha effetti antinfiammatori e quindi riduce indirettamente i sintomi di
questo tipo di depressione (Xu et al., 2023).

Sull’ansia sono stati fatti degli esperimenti per misurare 1’espressione della proteina TSPO,
la quale si ¢ rivelata coinvolta nella regolazione dei sintomi ansiosi.

Lo studio ha evidenziato come I’interazione tra etifoxina (ETX) e TSPO sia responsabile di
un effetto ansiolitico nelle femmine ad alta ansia innata (HAB) rispetto ai maschi in cui
invece non c’¢ questo effetto ansiolitico marcato.

L’etifoxina legandosi alla TSPO aumenta i livelli di 385 a-THDOC il quale ¢ responsabile
del miglioramento dell’ansia grazie all’interazione positiva coi recettori GabaA (Fischer et
al., 2025).

Uno studio ha correlato 1’alterazione della 5-a-R alla schizofrenia e ha dimostrato che
questo enzima ¢ coinvolto nelle vie dopaminergiche le quali, se sregolate, portano a
comportamenti schizofrenici. L’inibizione della 5-a-R ha portato ad effetti antipsicotici e
quindi ad un miglioramento dei sintomi schizofrenici (Devoto et al., 2012).

In generale, 1’assenza o la ridotta concentrazione di NS durante il neurosviluppo potrebbe
essere associata a vari disturbi neuropsichiatrici e dello sviluppo neurologico come disturbi
d'ansia causata dalla carenza di ALLO, schizofrenia, epilessia causata dal calo di
progesterone e quindi dalla carenza di ALLO in quanto suo prodotto, o Alzheimer

caratterizzata da un calo rilevante degli estrogeni (Raciti et al., 2023).

2.5. Differenze tra maschi e femmine nell’autismo

Per dare delle spiegazioni alla notevole discrepanza nell’incidenza tra i maschi e le femmine
(4:1), sono stati allestiti diversi studi che hanno permesso di formulare alcune ipotesi.
Innanzitutto, le donne hanno la capacita di “camuffare” meglio i sintomi dell’autismo
rispetto ai maschi, infatti, si mimetizzano piu facilmente con le altre persone della societa.
Inoltre, molte ragazze e donne autistiche non vengono riconosciute come pazienti ASD dal
comune metodo diagnostico perché si basa in gran parte su studi condotti su uomini e
ragazzi, infatti gli strumenti diagnostici sono piu tarati per i maschi quindi spesso le donne
non vengono diagnosticate ASD anche se lo sono (Cook et al., 2024).

E stato riscontrato che la carenza di ALLO ¢ correlata a interessi specifici e comportamenti

ripetitivi. I pazienti maschi che hanno livelli sierici di ALLO maggiori sono piu simili alle
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femmine autistiche relativamente alla capacitd di mimetizzarsi: oggi I’ALLO ¢
somministrato alle madri che soffrono di depressione post partum, ma alla luce degli studi
relativi all’autismo, potrebbe essere una strategia terapeutica anche nel trattamento dei
pazienti autistici per ridurre 1 comportamenti ripetitivi e stereotipati, oltre ad ansia e
I’aggressivita (Chew et al., 2021).

Un’altra teoria a sostegno della minor incidenza dell’autismo nelle donne ¢ la Female
Protective Effect (FPE), ovvero I’Effetto Protettivo Femminile: le donne hanno una soglia
piu alta rispetto ai maschi perché non sono esse stesse fonte di testosterone, invece nei
maschi sia il feto sia la madre sono fonti di testosterone, il quale aumenta il rischio di

sviluppare ASD (Wigdor et al., 2022)

L’Extreme Male Brain (EMB), Cervello Estremo Maschile, € 1’ipotesi per cui dimensioni
maggiori del cervello maschile autistico sono dovute a troppo testosterone (Van Eijk &

Zietsch, 2021).

Anche la genetica gioca un ruolo importante: se il padre ¢ in eta avanzata aumenta il rischio
genetico di sviluppare autismo (Berry et al., 2024). Femmine autistiche portano ad un
aumento significativo che i propri fratelli siano autistici, in misura maggiore rispetto alle

loro sorelle (Wigdor et al., 2022).

Gli studi di aneuploidia dimostrano che una maggiore quantita di cromosoma Y ¢ associato
a maggior rischio di sviluppare 1’autismo; non ci sono effetti invece se aumenta la quantita
di cromosoma X, il quale pero, se diminuisce, la probabilita di sviluppare ASD ¢ maggiore
(Berry et al., 2024).

Uno studio condotto sui topi ha dimostrato che somministrando I’inibitore della 5a-R (e
quindi riducendo la produzione di ALLO), nei maschi si sono notati comportamenti ripetitivi
e stereotipati, aumento di ansia e riduzione della socievolezza, a differenza delle femmine in
cui non si sono notati questi effetti perché 1’inibitore non ha causato la riduzione di ALLO
nelle femmine. Questo perché probabilmente nelle femmine c’¢ una maggiore espressione
dell’enzima 5 a-R oppure hanno una particolare resistenza all’inibitore grazie ad una via
biosintetica alternativa per sintetizzare I’ALLO (Ebihara et al., 2017a).

Per quanto riguarda gli altri NS, sono risultati essere in eccesso anche I’estradiolo e il
DHEA nei maschi ma non nelle femmine. In particolare ¢ stato evidenziato che I’estradiolo
nel liquido amniotico di progenie maschi risulta essere in eccesso: un aumento di estradiolo

insieme ad un aumento di cortisolo si osserva in pazienti autistici con disabilita intellettiva
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(ID) rispetto a quelli senza ID (Kosidou et al., 2024). Anche il DHEA ¢ particolarmente

elevato nei maschi autistici ma non nelle femmine autistiche (Wang et al., 2024).

Le femmine rispetto ai maschi perdono meno neuroni nel cervelletto durante la MIA quindi
possono produrre pit ALLO (M. Li et al., 2023). In fase embrionale le femmine hanno piu
enzima 5 o-R rispetto ai maschi, quindi possono compensare meglio la carenza di ALLO
attraverso una maggiore biosintesi (Spanic et al., 2015¢) e mostrano un maggior numero di
neuroni che producono aromatasi (Wartenberg et al., 2021), infatti sono piu protette dal
rischio di sviluppare autismo: una carenza di aromatasi, enzimi coinvolti nella produzione
di testosterone, puo predisporre ad un aumento del rischio di sviluppare il disturbo dello
spettro autistico attraverso 1’aumento della biosintesi di testosterone (Symeonides et al.,

2024).

2.6. Lacromatografia liquida accoppiata a spettrometria di massa

per I’analisi dei neurosteroidi

La cromatografia liquida accoppiata a spettrometria di massa (LC-MS) ¢ la tecnica
maggiormente utilizzata per la quantificazione di molecole steroidee in matrici biologiche
(Makin et al.,, 20100). I campione, una volta processato, attraversa le colonne
cromatografiche a fase inversa (RP) C18, le quali consentono a molecole idrofobe, come 1
NS non coniugati ALLO DHEA, di essere efficacemente separate (Makin et al., 2010;
McDonald et al., 2011). La GC ¢ in realta piu efficiente della LC-MS poiché consente di
ottenere una maggior risoluzione cromatografica; se pero viene utilizzata una colonna con
particelle di diametro piu piccole (2um), la pressione aumenta migliorando cosi la
separazione degli analiti da parte della fase mobile Ultra High Performance Liquid
Chromatography) (Keevil, 2013).

La LC-MS presenta tre interfacce di ionizzazione: electronspray ionization (ESI),
atmospheric-pressure chemical ionization (APCI) e atmospheric-pressure photoionization
(APPI). La piu comune per quantificare le molecole polari e 1 NS coniugati ¢ la ESI (Keevil,

2013) (Figura 2.10).
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Figura 2.8: interfaccia di ionizzazione ESI  (G1960-90104 ChemStation ConceptsGuide.Pdf.
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/G1960-90104 ChemStation_ConceptsGuide.pdf,
s.d.)

L’ESI ¢ un sistema di elettronebulizzazione che trasforma 1’analita di interesse in particelle
cariche. Il campione in soluzione, una volta avvenuta la separazione cromatografica, viene
nebulizzato in micro-goccioline di fase mobile con all’interno [’analita. Nello stesso
momento, un gas inerte ad alte temperature (azoto) causa 1’evaporazione della fase mobile
con conseguente riduzione delle dimensioni delle goccioline che porta le cariche superficiali
a concentrarsi. La densita di carica, quindi, aumenta fino a superare il limite di Rayleigh,
avviene I’esplosione Coulombiana e di conseguenza gli analiti vengono rilasciati in fase di
vapore. L’analita sottoforma di vapore viene cosi attratto da un capillare tenuto sotto tensione
che convoglia le particelle cariche verso 1’octopolo, un sistema di focalizzazione che porta
I’analita all’analizzatore di massa. Per migliorare I’efficienza della ionizzazione si puo
ricorrere a diverse strategie, come ad esempio la correzione del pH della fase mobile con
I’aggiunta di acidi e basi, in modo da facilitare la formazione di addotti carichi che possono
essere rilevati dallo spettrometro di massa (Bruins, 1998).

I NS non coniugati presentano basse rese di ionizzazione in ESI e in APCI, per questo motivo
vengono derivatizzati chimicamente in modo da ottenere un segnale piu visibile e abbassare
1 limiti di quantificazione (Conklin & Knezevic, 2020). Il reagente piu utilizzato per la
derivatizzazione chimica ¢ I’Ampliflex Keto Reagent Kit (Sigma-Aldrich).

Uno dei problemi nelle analisi con LC-MS ¢ I’effetto matrice dovuto a molecole che co-
eluiscono con gli analiti di interesse e causano un’alterazione del segnale, che puo risultare

amplificato o soppresso (Zhou et al., 2017).
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Questo effetto matrice si puo ridurre grazie all’estrazione in fase solida (SPE) che si effettua
durante la preparazione del campione, fondamentale prima di passare alla LC-MS (Kaleta et
al., 2021). Si tratta di una tecnica utilizzata per purificare e concentrare i campioni liquidi o
estratti per migliorare la selettivita e la qualita dell’analisi. In particolare, si sfruttano i1
principi della cromatografia a bassa pressione e si utilizzano dispositivi monouso, sottoforma
di tubi dotati di cartucce SPE o cartucce corte, che contengono la fase stazionaria. Per
eliminare efficacemente i fosfolipidi di membrana, si utilizzano le fasi stazionarie SPE 96-
well plate che sono in grado di trattenere i fosfolipidi ma non gli analiti di interesse
(HybridSPE®-Phospholipid Technology. https://www.sigmaaldrich.com/IT/it/technical-
documents/technical-article/analytical-chemistry/solid-phase-extraction/hybridspe-ppt,
s.d.).
Esistono due tipologie di analizzatori in base al tipo di separazione:

e Nello spazio: quadrupolo (Q), time of flight (TOF);

e Nel tempo: trappola ionica tridimensionale (3D trap), trappola ionica lineare (2D

trap), Fourier Transform Ion Clclotron Resonance (FT-ICR), orbitrap;

Per la quantificazione dei NS, il piu utilizzato ¢ il triplo quadrupolo (Stachniuk & Fornal,

2016).
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Figura 2.9: triplo quadrupolo accoppiato a interfaccia ESI (Wooding & Auchus, 2013).

Il triplo quadrupolo seleziona nel primo quadrupolo (Q1) lo ione precursore, nel secondo
(Q2) lo frammenta e nel terzo (Q3) analizza i frammenti figli, cio¢ frammenti specifici dello
ione precursore che ne forniscono le informazioni strutturali. I valori m/z di questi frammenti

sono infatti direttamente correlati alla struttura dell’analita. Una delle modalita con cui si
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lavora ¢ la MRM (Multiple Reaction Monitoring), in cui vengono selezionati solo alcuni dei
frammenti prodotti, che quindi permette di lavorare con piu analiti contemporaneamente.

Per la quantificazione dei NS questa ¢ la tecnica piu sfruttata, in quanto permette di effettuare
analisi veloci, specifiche, automatiche ed ¢ facile preparare il campione (Krone et al., 2010;

Wudy et al., 2018).

3. SCOPO DELLO STUDIO

I neurosteroidi sono modulatori endogeni della funzione cerebrale 1 cui livelli cambiano
significativamente durante lo sviluppo, in condizioni fisiologiche e patologiche (Maguire &
Mody, 2009), inclusa I’inflammazione (Yilmaz et al., 2019). Influenzando I’eccitabilita
neuronale, i NS possono alterare la maturazione delle sinapsi (Mellon, 2008a) e di
conseguenza alterare la maturazione degli astrociti. Molti studi hanno evidenziato
I’importanza dei NS (in particolare dell’ALLO) nella maturazione del SNC, infatti
I’alterazione dei livelli di NS nel periodo neonatale, e in particolare nella prima settimana di
vita, causa effetti a lungo termine sul comportamento ippocampo-dipendente e
sull’elaborazione sensoriale (Darbra et al., 2014; Darbra & Pallarés, 2011).

Alla luce di queste premesse, ci si € posti ’obiettivo di analizzare come e quanto la MIA
influenza 1 livelli di NS nel cervello della prole grazie ai seguenti esperimenti, in particolare
se e come cambiano i livelli del PS in corteccia, ippocampo, striato e cervelletto della prole
controllo e MIA di modelli murini in diversi momenti dello sviluppo cerebrale (E18, P7, P14

e P28).

4. MATERIALI E METODI
4.1. Animali

In questo studio sono stati utilizzati animali wild type (WT) C57BL/6 J, acquistati da “The
Jackson Laboratory”. Le colonie sono state ospitate all’interno del BioStab presso
I’Universita di Modena e Reggio Emilia, in un ambiente controllato (stanza climatizzata,
temperatura costante 21+1 °C, 50% di umidita) e un ciclo di luce/buio di 12 ore. Gli animali
sono stati trattati secondo le norme vigenti definite dall’Organismo Preposto al benessere

dell’Animale (OPBA) e dalle direttive del Consiglio delle Comunita Europee (2010/63/UE).
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4.2. Allestimento del modello MIA

Il protocollo prevede che la femmina destinata al modello MIA, dopo 1’accoppiamento,
riceva un'iniezione intraperitoneale di soluzione salina (NaCl 0,9% S.AL.F S.p.a), LPS per
mimare 1I’infezione batterica, o Poly [[:C] per mimare I’infezione virale. Il trattamento con
immunogeni, gentilmente donati da Elisabetta Menna (CNR, Humanitas, Milan), stimola il

processo inflammatorio nella madre generando una prole con anomalie del comportamento.

La procedura inizia con 1’accoppiamento per il quale € necessario seguire diverse fasi:
e @Giorno 1: la lettiera del maschio viene in parte spostata nella lettiera della femmina,;
e Giorno 2: il maschio viene posto nella stessa gabbia della femmina per
I’accoppiamento;
e Giorno 3: si verifica ’avvenuto accoppiamento attraverso il controllo del plug

vaginale. Tuttavia, la presenza del tappo non garantisce la gravidanza;

Una volta avvenuto 1’accoppiamento, al 15° giorno di gravidanza (GD15) la madre riceve
un'iniezione intraperitoneale con soluzione salina, Poly[1:C] (20 mg/ Kg) o LPS (120 ug/Kg).
La prole viene poi prelevata a tre eta sperimentali: post-natale 7 (P7), post-natale 14 (P14) e
post-natale 28 (P28). Ippocampo e corteccia dei topi trattati in fase embrionale (E18) ci sono
stati gentilmente donati da Elisabetta Menna (CNR, Humanitas, Milan).

I topi, dopo anestesia per inalazione di isofluorano (marchio) vengono decapitati. I cervelli
vengono rimossi dal cranio e successivamente lavati con una soluzione PBS 1X (Phosphate
Buffered Saline, Sigma-Aldrich). La dissezione viene eseguita su piastra di vetro refrigerata
in modo preservare 1 tessuti e isolare cosi le aree cerebrali di interesse. I campioni di
corteccia, ippocampo, cervelletto e striato sono stati raccolti, pesati e conservati a -80°C.

Le fasi dell’allestimento del modello MIA sono schematizzate in Figura 4.1.

T \
; Iniezione Isolamento delle aree
d intraperitoneale cerebrali destinate agli
a GD15 con esperimenti: corteccia,

LPS, POLY(:C) o ippocampo, cervelletto
soluzione salina e striato

Dissezions del

cervello della

progenie a P7,
P14 e P28

Accoppiamento

Figura 4.1: schema delle fasi per l'allestimento del modello MIA.
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4.3. Sample processing

I1 primo step consiste nella preparazione dello standard interno (IS). Lo standard interno ¢
un composto con una struttura chimica simile all’analita di interesse marcato con isotopi
stabili come 2H e 13C. L’IS marcato viene aggiunto sia ai calibranti che al campione,
permettendo di normalizzare eventuali perdite che si possono verificare durante 1’analisi. Gli
standard interni isotopici sono largamente utilizzati ma presentano diversi svantaggi: sono
piu costosi, difficili da preparare, non sempre presenti sul mercato e durante 1’analisi possono
presentare delle discrepanze nei risultati. In generale, gli standard interni deuterati sono
quelli piu utilizzati, nonostante durante le analisi abbiano dato problemi con i tempi di
ritenzione.
Lo standard utilizzato ¢ il PS deuterato (PS-IS): viene acquistato come polvere (marca) e
disciolto in metanolo per ottenere la soluzione madre. Attraverso diluizioni successive, si
preparano soluzioni di PS-IS a concentrazioni differenti, seguendo il seguente schema:

- PS_IS madre: concentrazione 100 ug/ml (1 mg polvere + 10 ml MeOH)

- PS-IS_1: concentrazione 10.0 ug/ml (1:10 della madre)

- PS-IS 2: concentrazione 1.0 ug/ml (Dil 1:10 di PS-IS 1)

- PS-IS 3: concentrazione 100 ng/ml (Dil 1:10 di PS-IS 2)

- PS-IS 4: concentrazione 10 ng/ml (Dil 1:10 di PS-IS_3)

Dopo la preparazione dello standard, si procede al processamento dei campioni che viene
eseguito in due giornate.
GIORNO 1:

- Sotto cappa viene preparata la soluzione deproteinizzante, composta da: acetonitrile
(ACN for HPLC 34851, Sigma-Aldrich) 70%, acido formico (FA, F0507, Sigma-
Aldrich) 1% e metanolo (MeOH, 179337, Sigma Aldrich) 30%. Una falcon da 50
mL ¢ stata preparata aggiungendo a 35 mL di ACN, 15 mL di MeOH e 0,5 mL di FA.
A causa dell'elevata volatilita dell’acido formico, la soluzione deve essere preparata
ad ogni esperimento, non ¢ pertanto possibile conservarla per successivi esperimenti;

- Viene calcolato per ogni campione la quantita di soluzione deproteinizzante da
aggiungere, utilizzando la seguente formula:

» Corteccia e cervelletto— 800 mg di tessuto:7mL=mg pesati:x(mL)

» Ippocampo e striato— 100 mg: 2mL=mg pesati:x(mL)
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Se la quantita di campione ¢ minore di 25 mg si aggiungono 500 ul di soluzione
deproteinizzante indipendentemente dal peso;

Per ogni campione, si aggiungono 100 ul di standard interno PS-IS_4, accertandosi
di entrare in contatto con la soluzione deproteinizzante, in modo da evitare perdite di
standard sulle pareti ed essere sicuri di avere una quantita esatta nel campione;

Una volta preparati i campioni si procede con la sonicazione. Il sonicatore (B.Braun
Labsonic® U, Biotech International) mostrato in Figura 4.2, omogeneizza il
campione mediante ultrasuoni. L’operazione deve essere eseguita per qualche
minuto, mantenendo costantemente in freddo il campione grazie al becher con
ghiaccio, finché la soluzione non diventa lattescente. Tra un campione e ’altro la

sonda deve essere lavata con acqua distillata;

Figura 4.2: nella Figura A sono mostrati i parametri da impostare; nella Figura B come si presenta il
sonicatore.

Dopo la sonicazione, il liquido formato viene posto in centrifuga per 10 minuti, a
11.000 rpm ad una temperatura di 4°C, in modo da garantire la separazione del pellet

(scarto) dal surnatante (frazione di interesse) (Figura 4.3)
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Figura 4.3: la Figura A mostra i parametri da impostare nella centrifuga; la Figura B mostra la divisione del
pellet dal surnatante post-centrifugazione, la Figura C mostra invece l'interno della centrifuga con i campioni

inseriti.

Il surnatante viene prelevato e trasferito in una nuova eppendorf (volume massimo

da prelevare 1,5 mL). I campioni vengono conservati over-night a -20°C;

GIORNO 2:

I campioni posti nuovamente in centrifuga per 10 minuti, a 15.000 rpm e alla
temperatura di 4°C, in modo da allontanare eventuale pellet rimasto nel surnatante;
Si procede con ’estrazione in fase solida (SPE). Essa si puo avvalere o di un
dispositivo sottovuoto (Vacuum Manifold) o di un dispositivo che lavora sotto
pressione positiva (Positive Pressure Manifold). Il Vacuum Manifold, il piu utilizzato
fra 1 due citati, ¢ dotato di un coperchio sulla cui superficie vengono montate le
singole colonnine. All'estremita inferiore ¢ presente un alloggiamento per gli aghi,
sotto 1 quali vengono posizionate le eppendorf per la raccolta del campione. Sul
supporto ¢ presente un rubinetto di sfiato, necessario per il mantenimento del vuoto
all’interno della camera. Al momento del riposizionamento del supporto € necessario
posizionare gli aghi in corrispondenza delle eppendorf;

Si montano le colonnine (Phree Phospholipid removal Products, Phenomenex) sui
rubinetti e si accende la pompa da vuoto. Le colonnine si presentano come dei tubi
alla cui estremita inferiore ¢ impaccata la fase stazionaria, tipicamente C-18 (Figura
4.4).

Si attende che il vuoto arrivi al massimo (il manometro deve segnare 50 Pa) e con lo

sfiato laterale si regola la pressione, che deve essere compresa tra 40 e 50 Pa;
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Per ciascuna colonnina viene aggiunto un volume massimo di campione pari a 2 mL.
A questo punto si aprono i rubinetti lentamente facendo attenzione a regolare il
flusso, verificando che il liquido bagni dapprima il filtro. E fondamentale regolare il
flusso durante l'intera operazione: il liquido deve scendere goccia a goccia per
garantire una corretta purificazione. Per garantire una eluizione appropriata (né
troppo veloce, né troppo lenta), il numero di colonnine da montare
contemporaneamente ¢ di massimo quattro. Dopo la prima colonnina, si puo passare
alla successiva;

Quando tutto il liquido ¢ stato eluito, si apre completamente il rubinetto per qualche
secondo e si chiude nuovamente. A questo punto si spegne la pompa, si chiude la
valvola del vuoto e dal supporto vengono smontati rubinetti, colonnine e aghi. Questo
passaggio permette di prelevare i campioni e conservarli a -20°C;

Ciascun elemento del manifold viene lavato (supporto, rubinetti e aghi) con una
soluzione al 50% di MeOH e 50% di acqua. Dopo averli accuratamente asciugati si

puo ricominciare con I’analisi.

Figura 4.4: la Figura A mostra il momento in cui vengono caricati i campioni all’interno delle colonnine,
mentre la Figura B mostra le colonnine caricate coi campioni pronte per iniziarve l’eluizione.

Dopo aver purificato tutti i campioni, si procede portandoli a secco mediante lo

SpeedVac (Savant SpeedVac® DNA110-230) (Figura 4.5)
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Figura 4.5: nell'immagine A viene mostrato come si presenta lo SpeedVac all'interno, immagine B mostra i
parametri da impostare.

Questo strumento, combinando la forza centrifuga, il calore controllato e il vuoto, permette
di concentrare il campione e prepararlo alle analisi successive. Si posizionano le eppendorf
nei singoli alloggiamenti e si imposta la temperatura in base alle condizioni sperimentali. La
procedura termina quando all’interno delle eppendorf non ¢ presente piu il liquido e quindi

risulta concentrato.

4.4. Cromatografia liquida e Spettrometria di Massa

I1 giorno dell’analisi si preparano i calibranti. I calibranti (Cal) sono una serie di soluzioni a
concentrazione nota di analita, utilizzate per costruire la curva di calibrazione, la quale
correla il segnale rilevato dal LC-MS/MS con la concentrazione del campione. Grazie a
questa curva ¢ possibile determinare con precisione la concentrazione di neurosteroidi nei
campioni analizzati, garantendo cosi un’analisi quantitativa accurata e affidabile.
Si parte dal PS madre (720 ug/ml) e per diluizioni successive si ottiene il PS 4 secondo
questo schema:
- PS_1— diluizione 1:10 per ottenere concentrazione 72 ug/ml (900ul MeOH+100 ul
soluzione madre)
- PS_2— diluizione 1:10 per ottenere concentrazione 7.2 ug/mL (900 ul MeOH+100
ul PS 1)
- PS 3— diluizione 1:5 per ottenere concentrazione 1440 ng/mL (800 ul

MeOH+100ul PS 2)
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PS_4— diluizione 1:10 per ottenere concentrazione 144 ng/mL (900 ul MeOH+100
ul PS 3)

Dal piu diluito PS4 si parte per ottenere i calibranti con una diluizione 1:2, 500 ul di MeOH

e 500 ul del calibrante precedente.

Cal I: 144 ng/ml (PS 4 ha gia questa concentrazione, prelevare senza diluire
ulteriormente)

Cal H: 72 ng/ml (Dil 1:2 di Cal I)

Cal G: 36 ng/ml (Dil 1:2 di Cal H)

Cal F: 18 ng/ml (Dil 1:2 di Cal G)

Cal E: 9 ng/ml (Dil 1:2 di Cal F)

Cal D: 4,5 ng/ml (Dil 1:2 di Cal E)

Cal C: 2,25 ng/ml (Dil 1:2 di Cal D)

Cal B: 1,125 ng/ml (Dil 1:2 di Cal C)

Cal A: 0,56 ng/ml (Dil 1:2 di Cal B)

Dopo aver preparato tutti i calibranti si prelevano 200 ul e, in un'altra eppendorf, si

aggiungono 20 ul di standard interno deuterato PS-IS 3 (che ¢ concentrato 100 ng/ml e si

diluisce 1:10 per ottenere una concentrazione di 10 ng/ml).

Dopo la preparazione dei calibranti, si analizzano i campioni allo spettrometro di massa

(6410 Triple Quad LC/MS, Agilent Technologies) presso il Centro Grandi Strumenti (CIGS,

Universita di Modena e Reggio Emilia). L’interfaccia di ionizzazione scelta ¢ in ESI

(Agilent, Waldbronn, Germania); lo strumento ¢ rappresentato in Figura 4.6.
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Figura 4.6: nella Figura A e rappresentato il I’HPLC, in basso é situata la colonna cromatografica (riquadro
in giallo); nella Figura B é rappresentato l'analizzatore di massa.

Prima di trasferire i calibranti nei vial per HPLC (AR0-3930-12 Phenomenex), il contenuto
viene “vortexato” per assicurare una completa ri-sospensione dello standard e una
distribuzione uniforme della sua concentrazione all'interno della soluzione. Vengono
preparati anche 1 “blank” (blk) e 1 “wash”. I blank sono soluzioni che non contengono
l'analita di interesse e vengono utilizzati per verificare l'assenza di contaminazioni tra un
campione e 1’altro o interferenze strumentali, contengono lo standard interno deuterato alla
stessa concentrazione dei campioni e dei calibranti disciolto in MeOH/H20 (70:30). I wash
servono per pulire la colonna cromatografica tra un set di campioni e 1’altro e sono costituiti
da una miscela di isopropanolo e acqua.

I campioni, previa ri-sospensione con soluzione di MeOH/H20O (70:30), vengono “vortexati”
per qualche minuto e centrifugati per 5 minuti a 13.000 rpm. Questo passaggio, similmente
ai calibranti, serve per uniformare il contenuto. A questo punto ¢ possibile trasferire 100 ul
di campione nei vial da HPLC.

I campioni e i calibranti sono pronti per essere analizzati. Vengono inseriti in un apposito
supporto presente all’interno della macchina, costituito da diversi alloggiamenti, ognuno dei

quali ¢ identificato da un numero e una lettera precisa. Vengono inseriti, in fila, prima 1
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calibranti e poi i campioni. Si monta la colonna cromatografica (Phenomenex) (Figura 4.7)

C-18 e si assicura un volume adeguato di fase mobile (FM) all’interno dei reservoir presenti

al di sopra della macchina.

Figura 4.7: colonna cromatografica.

La FM scelta ¢ acquatacido formico 0,1% (A) e metanolo+acido formico 0,1% (B),

utilizzando il seguente programma di gradiente: da 0 a 1 min, isocratico al 45% (B);da 1 a
8,5 min, gradiente lineare dal 45% all'85% (B); Da 8,5 a 10 min, gradiente lineare dall'85%
al 100% (B); da 10 a 15 min, isocratico al 100% (B), da 15 a 16 min, gradiente lineare dal

100% al 45% (B). Dopo aver impostato la macchina, si seleziona la worklist (WL). La

worklist ¢ una sequenza predefinita di campioni, standard, blank e controlli che viene

caricata nel software dello strumento per I'analisi in HPLC (Agilent MassHunter Workstation

Acquisition versione B.05.00 (B2043).

La lista ¢ stata settata nel seguente modo:

blank;

wash;

calibranti, dal meno concentrato al piu concentrato;

campioni in ordine progressivo. Tra un set di 5 campioni viene inserito un blank e un

wash;
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Possono essere analizzati in duplicato o triplicato, in base al numero di campioni da
analizzare, avendo cura di modificare 1’ordine della WL. L'analisi in ordine casuale riduce il
rischio di un'eventuale bias analitico, evitando eventuali variazioni sistematiche (come
contaminazioni o instabilita dello strumento). Dopo aver settato la WL si fa partire la
macchina: vengono selezionati i singoli elementi della lista e ognuno di questi viene
analizzato in 20 minuti. La durata totale dell’analisi dipende dal numero di campioni da
analizzare (20 min x num di campioni da analizzare).

Conclusa I’analisi si smonta la colonna cromatografica e si prelevano i vial dal supporto.
Quest’ultimi possono essere riutilizzati per una successiva analisi, previo lavaggio con acqua

distillata.

4.5. Analisi dei dati

L’analisi dei dati ottenuti viene effettuata su Agilent MassHunter Quantitative Analysis
accoppiato ad Agilent MassHunter Qualitative Analysis. Il sistema, dopo aver importato i
dati e delineato un metodo per 1’analisi, trasforma il segnale registrato dalla macchina in una
serie di picchi. I calibranti sono necessari alla costruzione della curva di calibrazione (Figura
4.8). La curva di calibrazione segue un modello matematico (spesso lineare o quadratico)
per determinare la relazione tra segnale e concentrazione, in modo da quantificare 1’analita
di interesse.

Calibration Curve
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Figura 4.8: esempio di una curva di calibrazione. La bonta della curva é delineata dal valore di R’ = 0,99 il
quale indica che la relazione tra segnale e concentrazione ¢ molto precisa.
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L’area sottesa dalla curva del picco corrisponde alla quantita di analita presente nel campione

(concentrazione espressa in ng/ml). Piu il picco ¢ alto e stretto piu il valore ¢ preciso e reale.
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Figura 4.9: rappresentazione grafica dei picchi analizzati con il software. Nella Figura A é rappresentato il
picco relativo al PS presente nel campione (analita), nella Figura B il picco corrisponde allo standard interno
del PS deuterato.

Come mostrato in Figura 4.9 ¢ necessario integrare il picco in maniera adeguata, questo ¢
possibile tenendo conto del tempo di ritenzione (RT). Il tempo di ritenzione ¢ 1l tempo che
ogni analita impiega per attraversare il sistema cromatografico ed arrivare al rivelatore.
Questo parametro permette di identificare un composto confrontandolo con uno standard di
riferimento. Essendo il deuterato strutturalmente simile al PS presente nel campione, questi
usciranno dalla colonna con un tempo di ritenzione simile, permettendo cosi di identificare
bene il picco dell’analita. L’area del picco del campione viene quindi integrata tenendo conto
del tempo di ritenzione dello standard di riferimento, in modo da essere sicuri di integrare il
picco che corrisponde all’analita di interesse.

Qualora il campione fosse sporco o 1 picchi non fossero cosi delineati, oltre al RT, si procede
con un confronto tra i cromatogrammi dei campioni con 1 rispettivi controlli di qualita,
tramite 1’utilizzo del software qualitativo, il quale consente, mediante sovrapposizione dei
picchi, di capire quale porzione integrare. Questa operazione viene ripetuta per tutti i

campioni ed eventuali replicati.
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Infine, i dati ottenuti, che misurano le quantita di PS in ng/mL, vengono moltiplicati per il
fattore di diluizione utilizzato (0,1) e divisi per i mg di tessuto corrispondenti. Il dato finale
¢ espresso in ng di PS per mg di tessuto.

I grafici sono stati creati mediante il software GraphPad Prism 8 e per I’analisi statistica ¢
stato effettuato il T-test a due campioni (T-test, unpaired) in modo da stabilire la
significativita (p<0,05) dei dati ottenuti. Sono stati confrontati i valori medi di PS in

ippocampo e corteccia a E18, P7, P14 e P28, nel cervelletto a P7 e P14 e nello striato a P7.

5. RISULTATI

Il pregnenolone solfato (PS) ¢ stato quantificato mediante la cromatografia liquida
accoppiata alla spettrometria di massa in triplo quadrupolo. Sono state analizzate diverse
aree cerebrali in topi maschi e femmine di diverse eta.

La concentrazione del neurosteroide ¢ espressa in ng di PS per mg di tessuto.

Per topi MIA-LPS si intende la prole delle madri trattate con LPS in gravidanza.

Per topi MIA-POLY[IL:C] si intende la prole delle madri trattate con POLY[IL:C] in

gravidanza.

5.1.1.  Confronto dei livelli di PS nella prole di madri trattate e non

trattate a E18, P7, P14, P28 in ippocampo e corteccia
In questo esperimento sono state analizzate due aree cerebrali: I’ippocampo e la corteccia.
In ippocampo sono stati ottenuti risultati migliori, con variazioni significative tra controlli e
trattati, mentre in corteccia le differenze tra controlli e trattati sono meno marcate.
L’analisi ¢ stata condotta su modelli murini in fase embrionale (E18), post-natale (P7 e P14)
e al termine dello sviluppo cerebrale (P28), allo scopo di valutare I’andamento della

concentrazione del neurosteroide durante il neurosviluppo.

Il valore medio di PS allo stadio embrionale (E18) nell’ippocampo dei topi MIA-POLY[I:C]
¢ significativamente piu basso (p < 0,01) rispetto al valore medio nei controlli (0,0140,0022
vs 0,0269+0,0002); nella stessa area cerebrale dei topi MIA-LPS non sono state registrate
variazioni significative di PS (0,0412+0,0088 vs 0,0269+0,0002) rispetto ai controlli. Nella
corteccia, in questa stessa fase dello sviluppo, non si sono registrate differenze significative
né tra i topi MIA-LPS e 1 controlli (0,0125+0,0041 vs 0,0241+£0,0067), né tra i topi MIA-
POLY[I:C] e i controlli (0,0115+0,0027 vs 0,0241+0,0067).
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I relativi grafici sono illustrati in Figura 5.1.
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Figura 5.1: concentrazione di PS (ng/mg) in ippocampo e corteccia di topi allo stadio embrionale E18; le
colonne rappresentano il valore medio + SEM (errore standard della media) ed i punti rappresentano i valori
dei singoli esperimenti.

CTRL = topi controllo;
LPS, POLY[I:C] = topi alla cui madre ¢ stato iniettato LPS o POLY[I:C]

Gli asterischi rappresentano le differenze significative (*p < 0,01 T-test, unpaired) tra i gruppi.

Nell’ippocampo di topi MIA-LPS in fase post-natale P7, il PS ¢ significativamente elevato
(p < 0,05) rispetto ai controlli (0,0165+0,0024 vs 0,0099+0,002), mentre tra topi MIA-
POLY[I:C] e 1 controlli in questa area cerebrale non c’¢ differenza significativa
(0,0103+0,0012 vs 0,0099+0,002). Nella corteccia a questa eta non si sono registrate
differenze significative né tra 1 topi MIA-POLY[IL:C] e 1 controlli (0,0031+0,005 vs
0,0039+0,0004) né tra i topi MIA-LPS e i controlli (0,0037+0,0005 vs 0,0039+0,0004).

I relativi grafici sono illustrati in Figura 5.2.
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Figura 5.2: concentrazione di PS (ng/mg) in ippocampo e corteccia di topi P7; le colonne rappresentano il
valore medio + SEM (errore standard della media) e gli asterischi rappresentano le differenze significative (*p
< 0,05 T-test, unpaired).
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Nei campioni cerebrali di ippocampo a P14 non sono emerse differenze significative tra i
topi MIA-LPS (0,00117+0,0036 vs 0,0223+0,0053) e i controlli € nemmeno tra i topi MIA-
POLY[I:C] rispetto ai controlli (0,0062+0,0118 vs 0,0223+0,0053). Anche nella corteccia
non emergono differenze significative tra i valori medi dei topi MIA-LPS (0,0025+0,0013
vs 0,0034+0,0012) rispetto ai controlli e tra quelli dei topi MIA-POLY[IL:C] rispetto ai
controlli (0,001£0,0001 vs 0,0034+0,0012).

I relativi grafici sono illustrati in Figura 5.3.
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Figura 5.3: concentrazione di PS (ng/mg) in ippocampo e corteccia di topi P14, le colonne rappresentano il
valore medio = SEM (errore standard della media).

Nei topi MIA-POLY[I:C] a P28 ¢ stato registrato un aumento significativo di PS sia
nell’ippocampo (0,0277+0,0031 vs 0,0166+0,0016; p < 0,05) sia nella corteccia
(0,0059+0,0002 vs 0,0029+0,003; p<0,0001) rispetto ai relativi controlli. A questa stessa eta
1 topi MIA-LPS non presentano differenze significative né in ippocampo (0,0128+0,0013 vs
0,0166+0,0016) né in corteccia (0,0027+0,0002 vs 0,0029+0,003) rispetto ai relativi

controlli. I relativi grafici sono illustrati in Figura 5.4.
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Figura 5.4: concentrazione di PS (ng/mg) in ippocampo e corteccia di topi P28, le colonne rappresentano il
valore medio + SEM (errore standard della media) e gli asterischi rappresentano le differenze significative (*p
<0,05 T-test, unpaired, *** p<0,0001).
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5.1.2.  Confronto dei livelli di PS in cervelletto e striato nella prole a

P7 di madri trattate e non trattate

Negli esperimenti successivi sono state analizzate le concentrazioni di PS nel cervelletto e
nello striato a P7, eta particolarmente delicata per quanto riguarda il neurosviluppo (Semple
etal., 2013).

Nel cervelletto si sono ottenuti risultati piuttosto interessanti: il PS diminuisce
significativamente sia nei topi MIA-LPS (0,0057+0,0007 vs 0,0126+0,0019) sia nei topi
MIA-POLY[IL:C] (0,0059+0,0010 vs 0,0126+0.0019) rispetto ai controlli il cui valore ¢
riportato nelle parentesi. Nello striato invece né¢ il POLY[L:C] (0,0264+0,0019 vs
0,0202+0,0060) né I’LPS (0,0159+0,0021 vs 0,02024+0,0060) hanno causato variazioni nella
concentrazione del NS rispetto ai relativi controlli il cui valore ¢ riportato nelle parentesi.

I relativi grafici sono illustrati in Figura 5.5.
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Figura 5.5: concentrazione di PS (ng/mg) in cervelletto e striato di topi P7; le colonne rappresentano il valore
medio £ SEM (errore standard della media) e gli asterischi rappresentano le differenze significative (*p < 0,05
T-test, unpaired; ** p<0,01).
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5.1.3.  Confronto dei livelli di PS tra maschi e femmine a P7, P14, P28

in ippocampo € corteccia
Considerata la differenza di incidenza dei disturbi dello spettro autistico tra maschi e
femmine (rapporto 4:1), ¢ stata inoltre indagata la possibile influenza del sesso sulla
concentrazione di PS, al fine di valutare un suo eventuale coinvolgimento in tale disparita.
In particolare, il NS ¢ stato quantificato nell’ippocampo e nella corteccia di topi P7, P14 e

P28. I relativi grafici sono illustrati in Figura 5.6.
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Figura 5.6: confronto della concentrazione di PS (ng/mg) in ippocampo e corteccia di topi P7, P14 e P28; le
colonne rappresentano il valore medio = SEM (errove standard della media).
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6. DISCUSSIONE

I neurosteroidi (NS) sono fortemente coinvolti nella maturazione del SNC (Mellon, 2008b),
infatti una loro alterazione durante la vita fetale puo causare alterazioni comportamentali e
diversi disturbi del neurosviluppo nella prole (Hirst et al., 2016), ad esempio ¢ stato osservato
che la riduzione di Allopregnanolone (ALLO) nel cervello induce comportamenti ASD-like
nel topo (Ebihara et al., 2017b).

A differenza dell’ALLO, non esistono studi approfonditi sull’effetto del pregnenolone
solfato (PS) a livello del neurosviluppo. Per questo motivo abbiamo voluto studiare i livelli
di questo NS in un modello di disturbo dello spettro autistico cio¢ la “Maternal Immune

Activation” (MIA).

I1 PS, come I’ALLO, ha effetti antinflammatori e neuroprotettivi grazie alla sua capacita di
aumentare la degradazione delle molecole proinfiammatorie TIRAP e TRL2 rilasciate a
seguito dell’attivazione dell’immunita innata e di ridurre la secrezione di TNF-a e IL-6 dai
macrofagi e dalla microglia (Murugan et al., 2019).

Similmente al pregnenolone, il PS ¢ immunosoppressivo: ¢ stato infatti osservato che induce
la morte delle cellule T e ne riduce la proliferazione, diminuisce I’espressione dei geni pro-
infiammatori e aumenta quella dei geni che codificano per 1 recettori nucleari degli steroidi
(El Hajj et al., 2024).

E stato ipotizzato che i NS abbiano un effetto protettivo nei confronti di alterazioni della
funzionalita del SNC grazie alla loro capacita di regolare la plasticita sinaptica, la
mielinizzazione e la neurogenesi nel corso della vita (Walton & Maguire, 2025).

I NS favoriscono la sopravvivenza neuronale attraverso la riduzione dello stress ossidativo
e dell’infiammazione e contemporaneamente contribuiscono alla crescita e alla
differenziazione dei neuroni e delle cellule della glia, promuovendo cosi lo sviluppo e la
plasticita cerebrale (Sienes Bailo et al., 2022).

I NS controllano I’equilibrio tra eccitazione ed inibizione regolando le trasmissioni
GABAergica e glutammatergica (Bolneo et al., 2022). Diversi studi hanno infatti correlato
I’alterazione dell’equilibrio glutammato/GABA all’aumento della probabilita di sviluppare
malattie psichiatriche tra cui schizofrenia, autismo e depressione (Bravo et al., 2011).

In particolare, il PS ¢ un importante modulatore della plasticita sinaptica, infatti potenziando

la trasmissione eccitatoria glutammatergica mediata dai recettori NMDA ed i segnali calcio-
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dipendenti promuove meccanismi di consolidamento della memoria nell’ippocampo (Smith

etal., 2014b).

Pertanto, lo scopo della mia tesi ¢ stato quello di capire in che modo le infezioni virali e
batteriche in gravidanza, simulate rispettivamente con iniezioni di POLY[L:C] e LPS,
influenzano 1 livelli di PS nel cervello della prole.

Abbiamo analizzato quindi i cambiamenti nelle concentrazioni di questo NS in aree cerebrali

diverse e in momenti diversi del neurosviluppo.

Dai nostri esperimenti € emerso che il trattamento della madre (MIA con POLY[I:C] o LPS)
altera la concentrazione di questo NS ed i cambiamenti dipendono dalla regione cerebrale

analizzata, dal periodo dello sviluppo della prole e dall’immunogeno utilizzato.

In particolare, ¢ stato riscontrato un aumento significativo della concentrazione di PS in
ippocampo a P7 nella prole dei trattati con LPS, e in corteccia e in ippocampo a P28 in topi
nati da madri trattate con POLY[I:C].

Visto il coinvolgimento del PS nelle risposte inflammatorie, I’aumento di questo steroide
nell’ippocampo puo essere interpretato come una risposta antinfiammatoria/neuroprotettiva
al fine di proteggere lo sviluppo cerebrale e prevenire alterazioni nella sua maturazione.

I livelli dei NS sono dipendenti dall’attivita degli enzimi steroidogenici.

Alcuni ricercatori (Harteneck, 2013b) hanno eseguito test comportamentali su topi
geneticamente deficienti per 1’enzima STS (permette di ottenere il PREG dalla
desolfonazione del PS), e hanno osservato che tali animali hanno comportamenti ADHD-
like, ossia caratterizzato principalmente da iperreattivita locomotoria e ansia (Trent et al.,
2012b). Un altro studio ha evidenziato che topi in cui I’enzima STS era stato inibito
mostravano un aumentata aggressivita (Nicolas et al., 2001).

Studi comportamentali hanno dimostrato che il PS aumenta i processi mnemonici (Flood et

al., 1995) ed il comportamento ansioso (Martin-Garcia & Pallarés, 2008).

Riguardo all’effetto degli immunogeni sulle variazioni delle concentrazioni di PS abbiamo
notato che gli effetti dell’LPS sulla concentrazione del NS in ippocampo sono precoci (P7)
rispetto a quelli indotti dal POLY[I:C] che non si manifestano prima del 28° giorno di vita

(P28).
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Studi precedenti hanno scoperto che la MIA indotta dalla somministrazione di POLY[I:C]
causa delle alterazioni epigenetiche nella prole adolescente, attraverso la modificazione della
metilazione del DNA, in diverse regioni cerebrali. In particolare, nell’ipotalamo della prole
lo studio ha registrato una significativa ipometilazione del gene Mecp2, il quale codifica per
un’importante proteina regolatrice altamente espressa nei neuroni (MeCP2) responsabile
della regolazione dell’espressione di diversi geni coinvolti nello sviluppo neuronale. Gli
autori ipotizzano che I’ipometilazione del gene Mecp2 possa aumentare 1 livelli della
proteina MeCP2 e che questo possa contribuire a silenziare geni attivati dalla risposta
immunitaria, con conseguenti ripercussioni sul neurosviluppo (Basil et al., 2014). Studi
recenti dimostrano infatti che le alterazioni legate ai processi epigenetici possono contribuire
alla fisiopatologia dei NDDs, tra cui la schizofrenia e I'autismo (Reichard & Zimmer-
Bensch, 2021).

Si potrebbe quindi ipotizzare che 1’aumento di PS registrato nei topi MIA-POLY[I:C] a P28
nell’ippocampo e nella corteccia sia conseguente alle modificazioni epigenetiche indotte
dall’immunogeno piu che una risposta diretta all’immunogeno come invece potrebbe

accadere a P7.

La divergenza temporale tra ippocampo e corteccia nell’aumento del PS (rispettivamente a
P7 e a P28) ¢ compatibile con una maturazione regionale asincrona: nel modello murino
I’ippocampo a P7 ¢ altamente neurogenico (Gilley et al., 2011), mentre la piena funzionalita
dei circuiti corticali si ottiene piu avanti nello sviluppo, intorno a P30 (Kumaraguru et al.,

2025); cio puo spiegare il ritardo degli effetti in corteccia.

L’analisi dei livelli di PS nei topi MIA-POLY[I:C] a E18 ha rilevato una diminuzione del
NS in ippocampo.

Questo risultato, che deve essere confermato dato il numero esiguo di campioni analizzati, ¢
in antitesi con la tendenza osservata nell’ippocampo nelle altre eta, ovvero a P7 e a P28 dove

invece si verifica un aumento del PS.

A P7 ¢ stata inoltre registrata una diminuzione del PS nel cervelletto sia di topi MIA-LPS
sia di quelli MIA-POLY|[I:C]. Questo effetto ¢ opposto rispetto a cido che si osserva a
quell’eta in ippocampo dove invece il PS aumenta: questo dimostra che 1’effetto della MIA

sul PS ¢ regione-specifico.
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In particolare uno studio ha evidenziato gli effetti della somministrazione dell’LPS sul fegato
evidenziando la conseguente carenza dell’isoforma SULT, responsabile della produzione del
DHEA-S (Kim et al., 2004). Se il comportamento del SULT nel fegato fosse paragonabile a
quello nel cervelletto, si potrebbe correlare 1’infezione con LPS ad una diminuzione del
SULT e quindi di PS, anche se per confermarlo ¢ necessario misurare il SULT nel cervelletto

nelle stesse condizioni in cui € stato misurato il PS.

A P14 non sono state evidenziate alterazioni significative nei livelli di PS nella prole nata da

madri MIA.

Dato che I’autismo ha una prevalenza maggiore nei maschi rispetto alle femmine (rapporto
4:1) abbiamo voluto analizzare se nella prole nata da madri MIA vi erano differenze nei
livelli del PS tra maschi e femmine. Confrontando i livelli di PS alle diverse eta (Figura 5.6)
in cervelli provenienti da topi MIA (LPS e Poly[I:C]) non abbiamo trovato differenze
significative nei livelli di PS tra i due sessi.

Studi recenti hanno dimostrato differenze significative tra maschi e femmine nei livelli di
PS nel plasma di pazienti ASD. In particolare, nel plasma di bambini prepuberi maschi ci
sono livelli piu bassi di PS rispetto ai controlli sani (Jansakova et al., 2020b), mentre nelle
femmine hanno osservato livelli di PS piu alti rispetto ai controlli sani (Jansakova et al.,
2024).

La carenza di un neurosteroide durante lo sviluppo puod provocare danni selettivamente nei
maschi ma non nelle femmine. Infatti, uno studio recente condotto sui topi K.O. per il gene
che codifica I’enzima steroidogenico 3a-HSD, ha dimostrato che la carenza di ALLO
produce delle anomalie nello sviluppo del cervelletto che portano a comportamenti autistici
solo nei maschi. La carenza del NS nei maschi induce un’ipomielinizzazione delle fibre
nervose del cervelletto che non si evidenzia nelle femmine e che causa alterazioni nello
sviluppo della struttura nervosa (Vacher et al., 2021).

Questo studio mette in luce come la stessa diminuzione nei livelli di ALLO produca effetti
diversi nei maschi e nelle femmine; ¢ possibile quindi che anche nel nostro modello la stessa
diminuzione di PS produca effetti diversi nei due sessi ed ¢ quindi accettabile che non ci

siano differenze nei livelli del NS tra maschi e femmine dopo il trattamento.

Dato che gli effetti di un’attivazione immunitaria prenatale in gravidanza sui livelli di PS

nella prole sono dipendenti dall’eta e dall’area cerebrale analizzata, € possibile che ci sia una
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suscettibilita e/o risposta diversa allo stimolo infiammatorio, probabilmente dovuta alla
tempistica diversa in cui le aree cerebrali maturano ma anche al diverso effetto modulatore
del PS dato che i recettori, bersaglio del NS, possono essere espressi differentemente nelle

varie aree del cervello durante lo sviluppo.

7. CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

Dai nostri esperimenti emerge che un’infiammazione prenatale nella madre influenza i livelli
di un neurosteroide, il PS, nel cervello della prole. Possiamo ipotizzare quindi che questo
composto endogeno abbia un ruolo importante nella risposta dell’organismo allo stimolo
infiammatorio e che le alterazioni dei suoi livelli possano modificare in qualche modo la
funzionalita cerebrale portando ad alterazioni comportamentali tipiche dei disturbi dello
spettro autistico.

In futuro, nello stesso modello sperimentale, sara importante studiare 1’espressione e
I’attivita degli enzimi steroidogenici (STS, SULT, Sa-reduttasi) ed ampliare 1’analisi ai livelli
di altri neurosteroidi, come per esempio |’allopregnenolone, il pregnenolone ed il
testosterone, in modo da avere un quadro piu completo delle alterazioni che possono essere

indotte da un’inflammazione prenatale e che portano poi a cambiamenti nel neurosviluppo.
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