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1. BACKGROUND

1.1 1l suicidio

I termine suicidio si1 riferisce all’atto, avente finalita estremamente
anticonservativa, con culi un individuo mette fine volontariamente e
consapevolmente alla propria vita. Esso ¢ un fenomeno riguardante I’intera
popolazione globale, e puod essere ritenuto un vero e proprio problema di sanita
pubblica. Per “ideazione suicidaria” si intende altresi il desiderio di porre fine
alla propria vita, esitando a volte in un vero e proprio tentativo di suicidio,
assimilabile quindi ad un atto di autolesionismo'.

Ogni anno, secondo le stime dell’Organizzazione Mondiale della Sanita
(OMS), circa 700.000 persone decidono di commettere suicidio. Il tasso di
mortalita globale annuo stimato ¢ di circa 9.2 per 100.000 individui, con
variazioni per gruppi di eta di provenienza geografica’. Secondo le stime
dell’OMS, il suicidio ¢ la quarta causa di morte nei giovani. Si stima inoltre che,
per ogni suicidio realizzato, vi siano tra i 10 ed i 40 tentativi di suicidio®. Questo
deve destare particolare preoccupazione per il fenomeno, non potendo lasciare
indifferente I’opinione pubblica.

Secondo 1 dati raccolti dall’Istituto Nazionale di Statistica (Istat) nell’ambito
dell’"Indagine sulle cause di morte" nel 2016, nel nostro Paese, 3.780 persone
hanno posto fine alla propria vita mediante suicidio e, di questi, il 78,8% era di
sesso maschile. Il tasso di mortalita per suicidio € pari a 11,8 per 100.000 abitanti
per gli uomini e 3,0 per 100.000 abitanti per le donne. I tassi di mortalita per
suicidio sono piu alti per gli uomini nel nord Italia, soprattutto nel nord-est. I tassi
di suicidio piu bassi, sia per gli uomini che per le donne, si registrano nelle regioni
meridionali dell’Italia®. Per cid che riguarda le modalita di suicidio, la maggior
parte dei suicidi secondo 1’Istat avviene mediante impiccamento, seguito dalla

precipitazione. Tra gli uomini inoltre ¢ frequente 1’utilizzo di arma da fuoco e



materiali esplosivi, mentre nelle donne sono piu frequenti i suicidi tramite mezzo
venefico ed annegamento.

I1 verificarsi di un suicidio presenta numerosi fattori di rischio di molteplici
nature’, ossia:

e Individuali: pregressi tentativi di suicidio, anamnesi positiva per
patologie psichiatriche o pregressi tentativi di suicidio, patologie
croniche, tendenze impulsive od aggressive, tossicodipendenza, etc;

e Relazionali: storia di suicidio familiare, perdita di relazioni
interpersonali, isolamento sociale, bullismo, etc;

e Comunitari: mancanza di accesso alle cure, cluster suicidario
comunitario, violenza, discriminazione, etc;

e Social-linked: stigma associato alle malattie mentali, facilita di accesso
al mezzi per commettere suicidio, spettacolarizzazione dei media.

Uno dei fattori di rischio pitu importanti € la presenza di patologia psichiatrica,
in primis la depressione maggiore, seguita dal disturbo di ansia, dal disturbo
bipolare e dalla tossicodipendenza®.

Una recente revisione sistematica® ha evidenziato che i fattori di rischio piu
frequentemente associati ai tentativi di suicidio in eta avanzata sono costituiti da
disturbi depressivi, pratiche di autolesionismo (soprattutto avvelenamento), uso
di psicofarmaci, fattori psicologici individuali e disabilita; i fattori di rischio
maggiormente associati ai suicidi realizzati, invece, sono rappresentati da: sesso
maschile, pregressi atti di autolesionismo realizzati con metodi violenti, disturbi
psichiatrici di qualsiasi tipologia (ansia, depressione, disturbo bipolare), stato di
salute compromesso, patologie invalidanti, fattori stressanti (ad esempio eventi
luttuosi), solitudine. Si ipotizza che anche la genetica possa influenzare il rischio
di commettere I’atto autosoppressivo’.

Tra le patologie psichiatriche, dall’analisi della letteratura risulta evidente che
1 pazienti affetti da depressione maggiore sono maggiormente a rischio di suicidio

o di tentativo di suicidio®”’.



Tuttavia, solo una parte dei soggetti deceduti a seguito di atto suicidario
presentano patologia psichiatrica (quantomeno diagnosticata), ma la presenza di
tali fattori pud circoscrivere una parte della popolazione ad alto rischio di
commettere 1’estremo atto'?.

La neurobiologia alla base dei fenomeni suicidari risulta estremamente
complessa e, per questo motivo, 1 meccanismi eziologici e patologici associati al
comportamento suicidario non sono ancora pienamente compresi € quindi tuttora
oggetto di studio. Alla luce delle conoscenze ad oggi disponibili, si ritiene che il
suicidio non sia il risultato di un’unica entita fisiopatologica, ma di una
molteplicita di fattori causali di tipo comportamentale, socio-ambientale e
psicologico, che agiscono di concerto, combinandosi nei modi piu vari e
concorrendo simultaneamente alla concretizzazione del fenomeno stesso.

In letteratura, ad oggi, si ritiene che lo spettro del fenomeno suicidario possa
essere considerato come entita psicopatologica a sé stante ed indipendente dalla
comorbidita psichiatrica. Attualmente si ritiene che il suicidio presenti una
neurobiologia complessa ad eziologia multifattoriale che segue il cosiddetto
modello “diatesi-stress”, secondo il quale un disturbo del comportamento deriva
da una predisposizione genetica che rende piu vulnerabili allo stress,
normalmente causato dagli eventi della vita''> 2. In particolare, eventi di vita
stressanti fungono da triggers per comportamenti suicidi'>.

Quindi, secondo il modello “diatesi-stress” del suicidio'®, vi sono dei “fattori
remoti” diun individuo (profilo genetico, esperienze perinatali e, durante le prime
fasi di vita, disturbi neurobiologici e caratteristiche di personalita) che
costituiscono la “diatesi” per il suicidio. I “fattori prossimali” (forti difficolta,
disturbi psichiatrici, fattori ambientali e sociali) costituiscono la componente
definita “stress”. In sostanza, i fattori remoti possono rendere I’individuo piu
vulnerabile qualora venga a trovarsi in condizioni di stress. In altre parole,

I’insorgenza di eventi particolarmente avversi della vita o traumi infantili



producono effetti sulla diatesi attraverso meccanismi epigenetici, determinando
I’incremento del rischio di manifestazione di comportamenti autosoppressivi.

Come espresso poc’anzi, il suicidio presenta una neurobiologia complessa,
che va ad interessare numerosi sistemi biologici (sistema noradrenergico,
serotoninergico, dopaminergico, GABAergico)'.

Un’interessante ipotesi vede il coinvolgimento del sistema neurotrofico nel
verificarsi del comportamento suicidario. Cid perché la patogenesi della
depressione e del comportamento suicidario comportano modificazioni della
plasticitd neuronale!®. Tali cambiamenti potrebbero contribuire a ridurre la
capacita del cervello di adattarsi adeguatamente agli stimoli ambientali. Siffatta
ipotesi deriva da studi che mostrano la presenza di differenze nella struttura del
cervello e nelle sue connessioni nei pazienti depressi con tendenze suicide o in
condizioni di stress. Tali modificazioni comprenderebbero la riduzione del
numero di cellule, della loro densita, della dimensione del corpo cellulare e della
loro densita neuronale e gliale nelle aree cerebrali corticali frontali o ippocampali.

Le neurotrofine sono fattori di crescita che svolgono un ruolo cruciale nella
regolazione della plasticita strutturale e sinaptica, mantenendo le funzioni
neuronali e modulando la neurotrasmissione!”. I loro ruolo biologico ¢ evidente
lungo tutto il corso della vita. Un’alterazione patologica correlata ai fattori
neurotrofici potrebbe pertanto determinare non solo difetti nel mantenimento e
nella rigenerazione neurale, e quindi eventuali anomalie strutturali nel cervello,
ma anche riduzione nella plasticita neurale, pregiudicando in questo modo la
capacita di adattamento dell’individuo nel contesto di situazioni critiche.

L’interesse del mondo scientifico si ¢ focalizzato sulla studio di una
neurotrofina in particolare, implicata nella fisiopatologia del comportamento
suicidario, ossia il fattore neurotrofico di derivazione cerebrale (BDNF)!8,

Dwivedi et al.”> hanno esaminato 1’espressione del BDNF nelle vittime di
suicidio e di controlli sani, riscontrando livelli significativamente piu bassi del

mRNA per i1l BDNF nella corteccia prefrontale e nell’ippocampo dei suicidi,
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nonché la diminuzione della proteina del BDNF nella corteccia prefrontale e
nell’ippocampo del gruppo suicida, evidenziando quindi complessivamente una
riduzione della trascrizione del BDNF nell’encefalo dei deceduti a seguito di
suicidio.

Tali osservazioni sono state confermate in un ulteriore studio, ove € stata
dimostrata una specifica diminuzione del fattore BDNF nella corteccia
prefrontale e nell’ippocampo dei suicidi, nonché a livello della corteccia
entorinale, sede di regolazione delle emozioni'®.

Quindi, 1 livelli di BDNF potrebbero rappresentare un marker biologico di
comportamento suicidario.

Vi ¢ inoltre un’ulteriore neurotrofina che ha destato 1’interesse dei ricercatori
in relazione al disturbo depressivo, ossia il fattore neurotrofico derivato dalla
linea delle cellule gliali (GDNF).

Secondo alcuni studi, entrambe le neurotrofine presentano un ruolo protettivo
nei confronti dei fenomeni neurodegenerativi, quali lo sviluppo dei disturbi

dell’umore e delle malattie neurodegenerative®® 2!,

1.2 Le neurotrofine

Negli ultimi anni, 1 fattori neurotrofici, o neurotrofine (NT), sono diventati
sempre piu interessanti da un punto di vista scientifico.

Le neurotrofine sono essenziali per la sopravvivenza, la crescita e la
rigenerazione di differenti popolazioni neuronali, sia appartenenti al sistema
nervoso centrale che periferico, nell’encefalo fetale e dell’adulto??.

Per questo motivo le neurotrofine sono al centro di numerosi studi nell’ambito
delle neuroscienze, finalizzati non solo alla comprensione del loro ruolo
fisiologico ma soprattutto del loro probabile coinvolgimento nella patogenesi di
alcune malattie del sistema nervoso, caratterizzate dalla morte di specifiche

popolazioni neuronali. Tra queste le piu studiate sono malattie neurodegenerative
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quali il morbo di Alzheimer ed il morbo di Parkinson, ed anche numerose
patologie del disturbo dell’'umore, come ad esempio la depressione.

La scoperta della prima neurotrofina, ossia del Nerve Growth Factor (NGF)
risale agli anni *50%. L’NGF presentava due importanti azioni sui neuroni, che lo
distinguevano da altri tipi di fattori cellulari: regolava le funzioni dei neuroni
differenziati ed era sintetizzato lontano dal corpo cellulare da tessuto periferico o
da altri neuroni connessi agli assoni dei neuroni NGF-sensibili. L'NGF (ed anche
le altre neurotrofine) nel sistema nervoso periferico ¢ sintetizzato da cellule non
neuronali, mentre nel sistema nervoso centrale ¢ sintetizzato dai neuroni'’.

Durante lo sviluppo, la neurotrofina ¢ trasportata dal luogo di produzione alla
terminazione nervosa attraverso un flusso retrogrado assonale. I neuroni che
presentano questo flusso retrogrado sopravvivono, viceversa degenerano
(“ipotesi neurotrofica”)** .

Attualmente, 1 fattori neurotrofici comprendono diverse proteine che vengono
raggruppate in famiglie in base alla loro sequenza e alle loro proprieta
farmacologiche, e ciascuna di esse promuove la sopravvivenza di specifici tipi
neuronali durante determinati stadi del loro sviluppo. Nei mammiferi sono
espressi cinque fattori neurotrofici: il Brain Derived Neurotrophic Factor
(BDNF), le Neurotrofine 3 e 4 (NT-3 e NT-4), il Glial Derived Neurotrofic Factor
(GDNF) e il Ciliar Neurotrophic Factor (CNTF).

I1 BDNF in particolare ¢ stata la seconda molecola scoperta, dando cosi corpo
all’ipotesi neurotrofica®.

Le neurotrofine vengono sintetizzate inizialmente come pro-neurotrofine,
ovvero precursori ad alto peso molecolare, poi tramite processi proteolitici
vengono convertite in neurotrofine mature.

Le neurotrofine interagiscono con due principali classi distinte di recettori. La
prima classe ¢ quella del recettore p75SNTR, ossia un membro della famiglia dei

fattori di necrosi tumorale?’.



La seconda classe di recettori ¢ costituita da quelli ad attivita tirosinchinasica
(Trk)*. T tre membri principali di questa famiglia di recettori mostrano un’alta
affinita specifica per le neurotrofine, mentre presentano bassa affinita per le
rispettive pro- neurotrofine; I’NGF attiva preferenzialmente 1 TrkA, il BDNF e

I’NT-4 attivano il TrkB, I’NT-3 attiva il TrkC.
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Fig. 2 Neurotrophins and their receptors. The neurotrophins display specific interactions with the three Trk
receptors: NGF binds TrkA, BDNF and NT-4 bind TrkB, and NT-3 binds TrkC. In some cellular contexts, NT-3 can
also activate TrkA and TrkB albeit with less efficiency. All neurotrophins bind to and activate p75NTR. CR1-CR4,
cysteine-rich motifs; C1/C2, cysteine-rich clusters; LRR1-3, leucine-rich repeats; Ig1/lg2, immunoglobulin-like
domains

Figura 175, Le neurotrofine ed i loro recettori. NGF lega TrkA, BDNF e NT-4 legano TrkB, infine NT-3 lega TrkC. In alcune
situazioni, NT-3 puo attivare anche TrkA e TrkB con minor efficienza. Tutte le neurotrofine legano ed attivano p75NTR.

Le neurotrofine presentano anche numerose azioni al di fuori del sistema
nervoso. Per esempio, I’'NGF stimola la proliferazione dei linfociti T e B*% 3,
promuove la crescita e la proliferazione delle cellule emopoietiche?®!, produce
cambiamenti di forma nelle piastrine®?, influenza il rilascio di mediatori cellulari
dalle mastcellule®, controlla inoltre alcune funzioni neuroendocrine (& coinvolto
ad esempio nello sviluppo dell’ipotalamo del ratto di sesso femminile)* ed ¢

coinvolto nella trasmissione del dolore®. Altri studi rivelano un coinvolgimento



importante nello sviluppo cardiaco, nella neovascolarizzazione e nelle funzioni
del sistema immunitario®®.

Quindi, in definitiva, cosi come si evince da numerosi studi effettuati su
modello animale, 1 fattori neurotrofici regolano la sopravvivenza neuronale nello
sviluppo del sistema nervoso, promuovono la loro sopravvivenza a seguito di
danni e proteggono i neuroni da eventuali insulti tossici. Per cui, ¢ nata I’idea che
questi potrebbero essere impiegati per il trattamento di malattie
neurodegenerative. Per esempio, essendo tali molecole capaci di aumentare la
funzione colinergica e proteggendo dalla neurodegenerazione, si ¢ ipotizzato un
loro utilizzo nel morbo di Alzheimer?’. Similmente, nel morbo di Parkinson si &
supposto un utilizzo del GDNF, in quanto esso agisce sui neuroni

dopaminergici®®.

1.2.1 Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF)

Il BDNF (“Brain Derived Neurotrophic Factor”) ¢ tra le neurotrofine la
molecola maggiormente diffusa nel cervello dei mammiferi, sia adulti che in fase
di sviluppo. Esso é coinvolto nella neurogenesi, nello sviluppo dei neuroni,
nell’omeostasi neuronale, nella sintesi proteica, nell’integrita strutturale e
mantenimento della plasticita neuronale nel cervello adulto®*#°, nella connessione
sinaptica, nei meccanismi che regolano ’apprendimento e la memoria*, nella
tossicodipendenza e nei meccanismi di adattamento allo stress. Pertanto, risulta
condivisibile reputare che alterazioni nell’espressione del BDNF possano portare
a riduzione della plasticita neuronale, con alterazione della capacita di reazione a
stimoli ambientali ed eventi critici, nonché ad una maggiore probabilita di
neurodegenerazione.

Il gene BDNF ¢ composto da un esone 3’ comune, che codifica la regione pro-

BDNF della proteine, e da diverse regioni 5’ non codificanti e dipendenti dalla
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specie, regolate dal promotore, che terminano in un esone 5’ codificante che
include I’espressione genica®? %3,

L’espressione di BDNF ¢ regolata da numerosi stimoli esogeni ed endogeni
(come ad esempio, stress, attivita fisica, dieta, lesioni cerebrali).

Il BDNF e prodotto inizialmente come pro-BDNF e successivamente viene
convertito nella sua forma matura nel citoplasma da una endoproteasi, oppure
nella matrice extracellulare da una plasmina o da una metalloproteasi (MMP).
Entrambe le forme del BDNF possono essere secrete e legare con bassa affinita
il recettore p75NTR, il quale ¢ responsabile dell’attivazione della cascata
apoptotica®. Dall’altra parte, il BDNF maturo si lega con alta affinita al recettore
Tropomiosino-chinasi B (TrkB), attivando numerose cascate di segnalazione.

I BDNF e coinvolto nei meccanismi di plasticita sinaptica, nella
sopravvivenza dei neuroni, nella formazione di nuove sinapsi, nella ramificazione
dendritica e nella modulazione del rilascio dei neurotrasmettitori®® 46,

I1 BDNF ¢ presente anche negli organi periferici, come il cuore, I’intestino, il
timo e la milza*"“®, Circa il 90% di tale neurotrofina nel sangue & contenuto nelle
piastrine. Diverse neuropatologie causano una riduzione dei livelli della proteina
del BDNF sia nell’encefalo che nel siero dei pazienti*® 0. Purtroppo, non & del
tutto chiaro se i livelli di BDNF sierici riflettono i livelli encefalici, in quanto gli
studi sono contraddittori tra loro®% °2, sebbene per lo piu si pensa che i livelli
sierici del BDNF siano piu alti rispetto a quelli del plasma e del fluido
cerebrospinale® >4,

Secondo alcuni studi clinici che hanno esaminato i livelli ematici del BDNF
in vivo, si e scoperto che tale neurotrofina puo attraversare la barriera emato-
encefalica in entrambe le direzioni, mediante un sistema di trasporto saturabile ad
alta capacita, che ne determina un afflusso precoce e rapido nell’encefalo™. Le
concentrazioni di BDNF possono essere misurate nel siero, nel plasma o nel
sangue intero e appaiono altamente correlate a quelle presenti nel liquido

cefalorachidiano. Alcuni studi hanno riscontrato una ridotta concentrazione
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sierica di BDNF in pazienti depressi non sottoposti a terapia farmacologica e la
sussistenza di correlazione inversa tra la severita della depressione e i livelli
sierici di BDNF®®, | livelli di BDNF nel sangue, quindi, potrebbero essere
correlati alla concentrazione della stessa neurotrofina a livello della corteccia
cerebrale®?, quindi, la quantificazione ematica del BDNF in vivo potrebbe fungere
da marcatore della plasticita neuronale.

Inoltre, il BDNF gioca un ruolo importante anche nella neuroinflammazione
e nell’invecchiamento. Uno dei maggiori fattori della cascata infiammatoria ¢ il
fattore nucleare-kappa B (NF-xB), ossia un fattore di trascrizione che induce
I’espressione di diversi geni sia pro- che anti-apoptotici, tra cui il gene del BDNF.
Curiosamente, il legame tra BDNF e TrkB puo indurre a sua volta I’espressione
di NF-kB. Quest’ultimo ¢ inoltre coinvolto nella risposta immunitaria innata ed
adattativa in numerose patologie psichiatriche e neurodegenerative. Tuttavia, non
¢ ancora ben chiaro ’esatto meccanismo di regolazione. Questo consente di
individuare un ruolo del BDNF anche nelle patologie degenerative come morbo
di Parkinson e morbo di Alzheimer®’.

Negli umani, il BDNF viene reputato un interessante biomarker per diverse
patologie psichiatriche®®,

In alcuni modelli animali, topi eterozigoti per il gene BDNF mostravano un
aumento dell’aggressivita e dell’ansia, maggiore aumento di peso ¢
compromissione della memoria, suggerendo che la sua deplezione potrebbe
essere associata allo sviluppo di alcuni sintomi psichiatrici®®. Questa ipotesi
sembra supportata inoltre dal fatto che il trattamento delle patologie psichiatriche
porta ad un aumento dei livelli del BDNF®0: 62,

Uno dei disturbi psichiatrici piu frequenti e il disturbo depressivo maggiore,
caratterizzato da diminuzione della segnalazione dei neurotrasmettitori,
disfunzioni dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene, aumento della risposta
inflammatoria e riduzione del volume ippocampale. Ebbene, i pazienti con

depressione maggiore mostrano un’apprezzabile riduzione dei livelli sierici del
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BDNF®®, probabilmente a causa di una minor riduzione della proteina
nell’encefalo®®. Vi & inoltre un polimorfismo di un singolo nucleotide del gene
del BDNF (Val66Met) che é associato ad una maggiore gravita dei sintomi
depressivi e dei deficit di memoria®? %3 nonché ad un maggior rischio di tentativi
di suicidio®. In genere, il trattamento mediante farmaci antidepressivi porta ad
un aumento dei livelli di BDNF nel siero e nel plasma®.

Alcuni studi post-mortem hanno dimostrato che i pazienti resistenti ai
trattamenti presentavano livelli di BDNF significativamente bassi, in specie in

aree come I’ippocampo, che al contrario ne ¢ in genere ricco®® ¢’

Alcuni studi hanno dimostrato la riduzione dei livelli del’'mRNA del BDNF
e della sua proteina su prelievi post-mortem dell’encefalo di pazienti depressi, in
particolare nell’ippocampo e nell’amigdala® %°. Un dato interessante riguarda la
presenza del BDNF nelle piastrine: anche la serotonina é concentrata all’interno
delle piastrine e viene rilasciata attraverso il proprio trasportatore, che € il target
di alcuni farmaci antidepressivi (ossia degli inibitori selettivi del reuptake della
serotonina). Nei pazienti depressi anche il livello della serotonina e ridotto, cosi
come quello del BDNF, suggerendo quindi un nesso tra BDNF ed il rilascio di
serotonina’™ ™,

Tuttavia, la riduzione dei livelli sierici del BDNF & dimostrata anche in altre
patologie psichiatriche, come la schizofrenia’ e 1’autismo”®. Anche nel disturbo
bipolare alcuni studi hanno rinvenuto una riduzione dei livelli plasmatici e sierici
del BDNF durante gli episodi depressivi e maniaci, senza tuttavia riscontrare una
diminuzione nei pazienti in stato eutimico’; inoltre, in modelli animali & stato
riscontrato un aumento dei livelli del BDNF nella corteccia prefrontale e
nell’ippocampo dopo trattamento farmacologico con stabilizzatori dell’umore™
76.

Alcuni studi, esaminando campioni di tessuto encefalico di soggetti suicidi

affetti da disturbo depressivo, hanno osservato una riduzione statisticamente
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significativa dei livelli della proteina del BDNF e del suo recettore TrkB
nell’ippocampo’’, rispetto ai controlli deceduti per cause non suicidarie; anche il
lavoro di Misztak et al.”® ha evidenziato ridotti livelli di BDNF a livello dei tessuti
encefalici di soggetti suicidi rispetto a controlli non suicidi, in particolare a livello
di corteccia frontale e ippocampo, in accordo con i dati riportati da Zheng et al.”.

In definitiva, il BDNF e coinvolto in numerosi processi essenziali per
I’individuo. Nonostante molti studi dimostrano un’alterazione dei livelli della
neurotrofina in pazienti con diverse neuropatologie, non si € ancora a conoscenza
dei meccanismi fisiopatologici che sottendono tali cambiamenti. Inoltre, non si &
ancora certi se la variazione del livello del BDNF & causa o conseguenza della
patologia stessa. Vari studi suggeriscono, tuttavia, che abbia un ruolo causativo,
in quanto la popolazione avente un polimorfismo genetico del BDNF appare
maggiormente suscettibile allo sviluppo di patologie psichiatriche. 1| BDNF e
inoltre fortemente modulato dai cambiamenti ambientali (stress, ansia, stile di
vita, etc), per cui ¢ evidente come 1’attuale conoscenza su tale neurotrofina e

tutt’oggi parziale e rappresenta un campo da investigare.

1.2.2 Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF)

Il fattore neurotrofico derivato dalla linea cellulare gliale (GDNF) ¢ una
neurotrofina espressa principalmente durante lo sviluppo e la differenziazione
neuronale. Nell’adulto, la sua espressione diminuisce e rimane limitata ad alcune
regioni, come la corteccia, I’ippocampo, la substantia nigra, il nucleo striato®.

I1 GDNF viene secreto dalle cellule gliali, inclusa la microglia, gli astrociti
ed i neuroni. 11 GDNF promuove la differenziazione dei neuroni dopaminergici®!
e serotoninergici®?. Uno dei suoi ruoli pitl importanti, inoltre, & la protezione di
alcuni neuroni (tra cui i neuroni serotoninergici del nucleo del raphe dorsale® e i
neuroni dopaminergici mesencefalici®, nonché le cellule gliali®) dallo stress

ossidativo e dall’infiammazione, per cui si ¢ postulato un suo ruolo anche nella
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patogenesi delle patologie neuropsichiatriche®®, sebbene non vi sia
un’abbondanza di studi.
Numerosi sono gli studi riguardo il GDNF e le malattie neurodegenerative,
in particolar modo riguardanti il morbo di Alzheimer ed il morbo di Parkinson®’.
I livelli di GDNF risultano essere ridotti nei pazienti affetti dal morbo di
Alzheimer, andando ad ipotizzare un suo utilizzo come biomarker per la

88, 8 inoltre alcuni autori ipotizzando un’alterazione della barriera

patologia
emato-encefalica, tale da poter interferire con la fisiologica azione della
neurotrofina®.

Sebbene in letteratura non siano presenti molti studi relativi al
coinvolgimento del GDNF nel fenomeno suicidario, vi sono evidenze che legano
tale neurotrofina all’insorgenza dei disturbi dell’'umore. Infatti, secondo alcuni
studi 1 livelli di GDNF sierici risultano diminuiti nei pazienti affetta da
depressione, con susseguente aumento dopo trattamento farmacologico’" *2. In
uno studio post-mortem, ¢ stato osservato un aumento del GDNF nella corteccia
parietale dei pazienti con disturbo depressivo®®, mentre in altri studi ¢ stata
misurata una riduzione dell’espressione del suo mRNA%*,

Uno studio condotto da Miller et al.®> su modelli murini ha evidenziato lo
sviluppo di comportamenti riconducibili al disturbo depressivo in uno dei due
gruppi; in tale gruppo, sia il livello della proteina che di trascritto del GDNF sono
ridotti a livello del nucleus accumbens; le alterazioni comportamentali correlano
con 1 livelli di espressione del GDNF e sono corrette dall’iperespressione dello
stesso; inoltre, nel gruppo di topi con fenotipo depressivo, € stata riscontrata una
ridotta acetilazione dell’istone H3 della regione promotrice del GDNF. Queste
risultanze suggeriscono che 1’espressione di GDNF possa essere predittivo
dell’abilita individuale di coping, verosimilmente mediata da meccanismi
epigenetici.

Nonostante le conoscenze acquisite attraverso 1’analisi delle vie di

segnalazione del GDNF nei neuroni periferici € nelle cellule mesencefaliche
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embrionali della dopamina, 1 meccanismi con cui protegge 1 neuroni
catecolaminergici del sistema nervoso centrale sono tuttora poco conosciuti.

In alcuni studi ¢ stato ipotizzato che nel soggetto depresso vi € aumento
della permeabilita della barriera emato-encefalica, tanto da consentire al GDNF
localizzato nel torrente ematico di attraversarla e giungere fino all’interno del
sistema nervoso centrale, ove eserciterebbe una funzione di ripristino nei
confronti dei neuroni compromessi. Il rapporto tra alterazione della barriera
emato-encefalica e livelli di GDNF potrebbe ricoprire un ruolo eziopatogenetico
importante nello sviluppo della depressione: ’aumento del GDNF potrebbe
indicare la sussistenza di una risposta compensatoria nei soggetti con disturbo
depressivo maggiore®®.

Come accennato in questo paragrafo, si ¢ misurata una riduzione del livello
di GDNF nella corteccia parietale. A tal proposito, ¢ bene ricordare che 1 sintomi
affettivi, come la regolazione delle emozioni, risultano estremamente influenzati
dalla corteccia parietale®’. Il meccanismo alla base dell’aumento del GDNF a
livello della corteccia parietale di pazienti con disturbi affettivi non ¢ stato ancora
individuato; tuttavia, in letteratura € noto che 1 livelli di GDNF aumentano in
risposta a danno neuronale secondario a stress cerebrale, come avviene in seguito
a fenomeni ischemici o infiammatori®®, il quale risulta responsabile di
conseguente compromissione di resilienza e plasticita neuronale. In un
precedente lavoro Michel et al.”” hanno riscontrato, in talune aree corticali
cerebrali e in aree cortico-limbiche di pazienti affetti da disturbi depressivi, un
aumento dello stress ossidativo. Di conseguenza, si puo ipotizzare che I’aumento
del GDNF rappresenti una risposta adattativa e compensativa al danno neurale,

che si estrinseca probabilmente attraverso le sue proprieta antiossidanti'®

e/o
mediando I’attivazione degli astrociti e la riorganizzazione assodendritica e la

sinaptogenesi locale con neuroni target'%!,
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1.3 Lo stato dell’arte

Attualmente, la maggior parte degli studi sull’eventuale legame tra
neurotrofine e suicidio sono effettuati in vivo o sul plasma!®-1% Ulteriori
interessanti dati potrebbero provenire da studi post-mortem effettuati
direttamente sull’encefalo di soggetti suicidi. Un elemento da considerare ¢ che
la maggior parte di questi studi si focalizza sul legame tra neurotrofine e patologia
neuropsichiatrica, ma di fatto non tutti i soggetti che pongono fine alla propria
vita sono affette da patologia psichiatrica diagnosticata.

> mediante

Pertanto, abbiamo effettuato una review della letteratura'®
metodo PRISMA'%, esaminando quindi i lavori relativi alla proteina o al gene
del BDNF, nonché I’esiguo numero di lavori pubblicati sul GDNF, la cui scarsita
potrebbe lasciar supporre un minore coinvolgimento nella dinamica suicidaria.

Dalla disamina della letteratura descritta, si evince che [I’alterata
regolazione del BDNF, come ad esempio in presenza di polimorfismo Val66Met,

puo favorire I’insorgenza di disturbi psichiatrici legati allo stress® 107 108,

portando a un aumento del rischio suicidario secondo alcuni lavori % '%°,

0
nessuna correlazione con il suicidio, secondo un altro studio''°.

Alcuni degli studi esaminanti il livello di BDNF nei prelievi post-mortem
di encefalo hanno evidenziato valori ridotti rispetto ai controlli,
indipendentemente dalla diagnosi psichiatrica, nella corteccia prefrontale ed

82, 83, 1L 12" nonché nell’amigdala®® e nella corteccia cingolata

ippocampo
anteriore''® di soggetti affetti da disturbo depressivo maggiore. Inoltre, in uno
studio!!* si & evidenziata anche una riduzione statisticamente significativa del
BDNF nella corteccia prefrontale nel sesso femminile e nell’ippocampo nel sesso
maschile. In un ulteriore studio”’ ¢ stato dosato anche il recettore TrkB oltre ai
livelli della proteina del BDNF, rilevandone una riduzione nell’ippocampo dei
casi rispetto ai controlli, in soggetti affetti da disturbo depressivo maggiore.
Alcuni autori hanno dosato anche 1 livelli della proteina del BDNF su sangue,

rilevandone una riduzione nei soggetti suicidi''®.
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Anche Schneider et al.!'® hanno valutato soggetti affetti da sindrome
depressiva, rilevando una maggiore metilazione del promotore del BDNF nella
corteccia frontale, in accordo con altri studi''”. Secondo un ulteriore studio''®, i
pattern di metilazione rinvenuti nel sangue possono riflettere quelli a livello
encefalico.

In uno studio!!® non sono emerse differenze significative nella metilazione

del DNA del BDNF dei casi rispetto ai controlli.

Un altro dato interessante, supportato da ulteriore evidenze®" >, ¢ che il
livello cerebrale di BDNF ¢ risultato piu elevato in soggetti suicidi affetti da
depressione maggiore in terapia farmacologica, rispetto ai controlli non suicidi®®.

Questi Autori, riscontrando che 1 livelli nel sistema nervoso centrale (in
particolare, a carico del liquido cefalorachidiano e dei tessuti cerebrali) e quelli
periferici (plasma) di BDNF e GDNF sono strettamente correlati, hanno
ipotizzato che, alla base di tale fenomeno, vi sia una disregolazione della barriera
emato-encefalica che, nei disturbi depressivi, porterebbe all’aumentata
permeabilita della stessa, consentendo a diverse molecole di attraversarla.

Per quanto concerne il GDNF, nello studio di Michel et al.*® non ¢ stato
possibile dimostrare un incremento statisticamente significativo dei livelli di
questa neurotrofina in diverse aree cerebrali dei pazienti depressi che assumevano
terapia farmacologica antidepressiva.

In definitiva, 1 risultati di tale revisione sistematica sostengono
parzialmente I’ipotesi che un livello piu basso delle neurotrofine sia legato ad un
aumento del rischio di suicidio, suggerendo un ruolo piu incisivo del BDNF
rispetto al ruolo del GDNF.

L'identificazione di un biomarker di suicidio rimane una sfida per la

comunita scientifica e forense.
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2. OBIETTIVI

Sulla base dello studio della corrente letteratura, ¢ emersa 1’assenza di
marcatori utilizzabili per la diagnosi di rischio suicidario. La presenza di un
marcatore sensibile e facilmente dosabile potrebbe essere uno strumento
indispensabile per lo screening dei soggetti a rischio, ad esempio pazienti affetti
da depressione maggiore, disturbo di ansia generalizzata, tossicodipendenti, etc.

Inoltre, vi sono pochi dati sperimentali derivati da studi su campioni
biologici di origine autoptica.

L’obiettivo del presente studio ¢ quello di analizzare la correlazione tra
suicidio e grado di espressione del BDNF e del GDNF, neurotrofine sempre piu
interessanti e promettenti nel panorama scientifico, su prelievi autoptici in
determinate aree cerebrali, in maniera tale da valutarne il ruolo come marker
neurobiologico predittivo del rischio suicidario, con eventuali rilevanti
ripercussioni in ambito clinico-psichiatrico e medico-legale. In particolare, tali
fattori neurotrofici potrebbero avere un ruolo rilevante sia nella prevenzione di
eventi suicidari nella popolazione a rischio piu elevato per comportamenti
anticonservativi, permettendo di adoperarsi precocemente per limitare
preventivamente tale rischio, sia nella ricerca di un nuovo potenziale target
farmacologico. Infine, stante 1’estrema scarsita di studi che hanno esaminato
I’espressione del GDNF nei soggetti suicidi, la presente tesi si prefigge anche lo
scopo di essere il primo studio a valutare I’espressione di tale neurotrofina in
tessuti cerebrali post-mortem di soggetti suicidi, confrontandola con quella
rinvenuta nei campioni autoptici di soggetti deceduti per cause non suicidarie, al
fine di evidenziare un suo eventuale coinvolgimento nel comportamento

suicidario.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 LA CASISTICA

La casistica utilizzata nel presente studio fa riferimento alle morti giunte
all’osservazione della Medicina Legale delle Universita di Foggia e di Ferrara nel
periodo 2020-2022. Si ¢ quindi effettuato uno studio retrospettivo su un campione
di soggetti deceduti a seguito di episodio suicidario.

Il campione di soggetti analizzati nello studio € rappresentata da una serie
di 20 cadaveri deceduti a seguito di atto suicidario tra novembre 2020 e marzo
2023, nonché da 10 casi-controllo deceduti per cause naturali, sottoposti ad esame
autoptico.

Sono stati esclusi dallo studio i1 cadaveri in avanzato stadio di
decomposizione ed i cadaveri positivi allo screening per le comuni droghe di
abuso. Nei campioni in cui era nota I’assunzione di farmaci, gli stessi sono stati
dosati e rinvenuti a dosaggi terapeutici.

Per ci0 che riguarda 1 controlli, sono stati selezionati e scelti tra 1 soggetti
deceduti per cause naturali o traumatiche, privi di anamnesi psichiatrica e di storia
di abuso di alcool o droghe, negativi alle analisi tossicologiche.

Al fine di riassumere brevemente le principali fasi del presente studio,

occorre specificare che sono state eseguite le seguenti procedure:

» Analisi della documentazione sanitaria del soggetto, con particolare
riferimento  all’anamnesi  psichiatrica e alle eventuali terapie
farmacologiche.

» Esame autoptico completo con accertamenti istologici.

» Prelievo di materiale ematico periferico al fine di studiare la
concentrazione di eventuali sostanze stupefacenti e/o farmacologiche a

effetto psicoattivo.
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» Prelievo dell’encefalo in tofo e successiva fissazione in soluzione
formolica.

» Campionamento di parenchima cerebrale ottenuto da corteccia pre-
frontale, giro del cingolo, ippocampo, nuclei della base.

» Processazione dei campioni mediante tecnica immunoistochimica con
utilizzo di anticorpi anti-BDNF e anti-GDNF in tali sedi.

» Lettura del preparato mediante microscopia ottica e interpretazione dei dati

ricavati.

I soggetti suicidi sono stati selezionati sulla base dei dati anamnestici a
disposizione. In particolare, sono stati reclutati: soggetti che, all’anamnesi, non
presentavano alcuna diagnosi di disturbo psichiatrico, individui affetti da disturbo
depressivo, soggetti che presentavano altra patologia psichiatrica. Dei 20 casi
considerati, si precisa che 6 individui non presentavano alcuna diagnosi di
disturbo psichiatrico, tuttavia erano stati coinvolti in eventi recenti
particolarmente critici e stressanti (lutto, perdita del lavoro, detenzione). I restanti
14 casi, invece, presentavano una patologia psichiatrica nota; di questi, 6 erano
affetti da disturbi dell’umore (5 da disturbo depressivo maggiore, 1 da disturbo
bipolare), 8 da altri tipi di patologia psichiatrica diagnosticata (gioco d’azzardo
patologico, disturbo da uso di sostanze, uso problematico di alcol, disturbo dello
spettro autistico, autolesionismo, disturbo dell’adattamento).

In tutti 1 casi considerati, sui campioni di fluidi biologici e frammenti
organici, prelevati in sede autoptica, sono state eseguite analisi tossicologiche per
testare le principali sostanze stupefacenti d’abuso, nonché i pitt comuni principi
attivi farmacologici. Si sottolinea che, al fine di escludere I’eventuale influenza
di principi attivi psicofarmacologici sull’espressione di BDNF e GDNF, sono stati
esclusi a priori gli individui sottoposti a terapia con farmaci antidepressivi e/o
antipsicotici, ovvero risultati positivi a sostanze stupefacenti e/o psicoattive alle

analisi tossicologiche eseguite in sede autoptica. Per completezza occorre
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precisare che, tuttavia, 3 dei 20 soggetti studiati assumevano regolarmente solo
blanda terapia a base di farmaci non neurolettici né antidepressivi (principalmente
benzodiazepine) 1 cui principi attivi, in base alle risultanze delle analisi
tossicologiche, risultavano comunque ricompresi nel range di dosaggio
terapeutico (indicati con * nella tabella sottostante). Si sottolinea, inoltre, che 5
dei 20 casi analizzati erano soggetti sottoposti a regime detentivo.

Sono stati esclusi i soggetti affetti da patologie neurodegenerative, malattia
di Alzheimer e malattia di Parkinson

La casistica pertanto ¢ schematizzata come di seguito.

N° Sesso Eta Metodo Anampnesi psichiatrica Pregressi Terapia
tentativi di farmacologica
suicidio
1 M 40 Lesione d’armada  Gioco d’azzardo patologico No No
fuoco
2 M 36 Impiccamento Riferita perdita del lavoro No No
3 F 39 Precipitazione Anoressia nervosa e disturbo No No*
bipolare
4 M 40 Precipitazione Disturbo da uso di sostanze No No
5 M 21 Precipitazione Etilismo No
6 M 56 Impiccamento Disturbo depressivo No No
maggiore
7 M 37 Impiccamento Disturbo da uso di sostanze No No
8 M 24 Precipitato Disturbo dello spettro No No
autistico
9 M 65 Impiccamento Disturbo depressivo No No
maggiore
10 M 35 Impiccamento Disturbo da uso di sostanze No No*
In regime detentivo
11 M 42 Impiccamento Non diagnosticata No No
In regime detentivo
12 M 46 Impiccamento In regime detentivo Si No
13 M 35 Impiccamento Disturbo dell’adattamento Si No*
In regime detentivo
14 M 89 Arma da taglio Non diagnosticata Si No
15 M 36 Impiccamento In regime detentivo No
16 F 22 Impiccamento Autolesionismo No No
Storia di abusi in eta infantile
17 M 58 Impiccamento Disturbo depressivo No No
maggiore
18 M 85 Arma da taglio Riferito pregresso evento No No
luttuoso
19 M 62 Impiccamento Disturbo depressivo No No
maggiore
20 M 84 Impiccamento Disturbo depressivo No No
maggiore
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3.2 IL CAMPIONAMENTO

Per ogni caso si ¢ proceduto al prelievo in foto dell’encefalo durante
I’esame autoptico, con opportuna conservazione in soluzione formolica.

Dopo 21 giorni sono state effettuate le operazioni di campionamento:
I’encefalo ¢ stato sezionato mediante tagli sagittali, individuando e prelevando
quattro aree di interesse dall’emisfero destro, ossia la corteccia prefrontale, il giro
del cingolo, 1 nuclei della base e I’ippocampo.

Per ogni area ¢ stata ricavata una sezione dello spessore di 4 um, che ¢ stata
inclusa in paraffina e colorata utilizzando protocolli standard'?°.

Tutti 1 campioni ottenuti sono stati trattati mediante colorazione
immunoistochimica (IHC) per gli anticorpi anti-BDNF e anti-GDNF, cosi da

procedere alla ricerca delle neurotrofine.

3.3 LE INDAGINI IMMUNOISTOCHIMICHE

Per il presente studio la colorazione con metodo immunoistochimico ¢ stata
eseguita su campioni fissati in formalina ed inclusi in paraffina.

Le sezioni di tessuto sono state immerse in successione in vaschette
contenenti xilene, due bagni della durata di 20 minuti ciascuno, quindi due bagni
alcool 100% da 5 minuti ciascuno, poi in alcool 90% per 5 minuti, a seguire un
bagno da 20 minuti in alcool 90% e perossido di idrogeno, poi sono stai immersi
in alcool 70% per altri 5 minuti ed infine passati brevemente in acqua distillata.

Successivamente 1 vetrini sono stati lavati con tampone fosfato salino
(PBS), per poi essere coperti con acqua ossigenata al 3% per 15 minuti a
temperatura ambiente. Tale passaggio risulta necessario per inibire la perossidasi
endogena (che, essendo 1’enzima che viene utilizzato, potrebbe portare alla
presenza di falsi positivi). I vetrini sono stati nuovamente lavati con PBS e si ¢

proceduto  allo  smascheramento  antigenico mediante 1° acido
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etilendiamminotetraacetico (EDTA) 0,25 mM e riscaldamento in forno a
microonde a 650 W per due cicli di 5’ ciascuno.

Dopo tali passaggi ¢ stato utilizzato un siero di blocco BSA (Albumina
Sierica Bovina), per 15 minuti. L’utilizzo del BSA ¢ necessario per mantenere
costante il pH dei tessuti ed ¢ prodromico all’utilizzo dell’anticorpo primario. Al
termine, si elimina I’eccesso di BSA senza risciacquo del vetrino.

A tal punto, si ¢ proceduto ad aggiungere 1’anticorpo primario (BDNF o
GDNF) con diluzione ad 1:500 e lasciato incubare per 2 ore a temperatura
ambiente.

Il complesso Antigene-Anticorpo formatosi nella reazione immune non ¢
di per sé visibile. Pertanto, si rende necessario 1’utilizzo di marcatori che
direttamente o indirettamente possono evidenziarne la formazione. A tal
proposito, la tecnica utilizzata prevede I'uso di enzimi legati all’anticorpo
secondario, al fine di evidenziare la formazione del complesso immune. Questo
catalizza la formazione di un precipitato colorato e insolubile, visibile al
microscopio, nel sito in cui ¢ avvenuta la reazione Ag-Ab.

Dopo aver utilizzato 1’anticorpo primario, si ¢ effettuato un ulteriore
lavaggio con PBS, al fine di eliminarne I’eccedenza. Il vetrino ¢ stato incubato
con I’anticorpo secondario biotinilato per 15’ a temperatura ambiente. Dopo un
ulteriore lavaggio il preparato € stato incubato con 1l complesso Streptoavidina-
Perossidasi per 15’ a temperatura ambiente ed infine ulteriormente lavato con
PBS, al termine del quale si ¢ aggiunto il cromogeno DAB.

Dopo viraggio della DAB, i vetrini sono stati immersi in ematossilina per
1’, quindi risciacquati abbondantemente in acqua di fonte in modo da permetterne
il viraggio, quindi sono stati rapidamente disidratati immergendoli in bagni
successivi di: alcool 95%, alcool 100% e xilolo.

Terminata questa procedura si € proceduto a montaggio del vetrino ed
all’osservazione in microscopia ottica. Il microscopio ottico utilizzato ¢ il Nikon

Eclipse E901, mediante il programma NIS — Elements F. Le immagini sono state
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acquisite mediante una macchina fotografica digitale (Nikon) collegata al
microscopio ad ingrandimento 40x. I parametri per 1I’acquisizione delle immagini
sono stati stabiliti all’inizio dell’osservazione e mantenuti costanti per tutte le
immagini. La quantificazione delle cellule positive alla colorazione con DAB ¢
stata effettuata usando il software Image J (imagej.nih.gov/ij/) ed espressa come

numero di cellule positive colorate per area analizzata.

3.4 I ANALISI STATISTICA

I dati sono stati analizzati utilizzando il software Windows GraphPad Prism
10 per Windows (La Jolla, CA, USA). I dati sono stati sottoposti a test di verifica
dell’omogeneita delle varianze di Barlett, successivamente analizzati mediante
sistema analitico della varianza di Kruskal-Wallis — one-way ANOVA (ANOVA
a una via), seguito da correzione mediante test di Dunn per confronti multipli, in
caso di 3 o piu fattori indipendenti, ovvero attraverso sistema analitico two-way
ANOVA (ANOVA a due vie) per 2 fattori indipendenti. Un valore P <0.05 ¢ stato
considerato statisticamente significativo. I risultati sono espressi come medie +
la deviazione standard nei grafici. Le deviazioni standard sono indicate nella

sezione Risultati.
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4. RISULTATI

Figura 2. BDNF su corteccia prefrontale di un campione

Figura 3. BDNF su corteccia prefrontale di un controllo



Figura 4. GDNF su corteccia prefrontale di un campione

Figura 5. GDNF su corteccia prefrontale di un controllo
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Corteccia prefrontale. 1’ ANOVA a due vie ha evidenziato una differenza
statisticamente significativa in entrambi in casi (p<0.0001). In particolare, si ¢
notata una ridotta espressione del BDNF nei casi di suicidio rispetto ai controlli,

mentre I’espressione del GDNF risulta aumentata nei casi rispetto ai controlli.
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Figura 6. BDNF su ippocampo di un campione

Figura 7. BDNF su ippocampo di un controllo



Figura 8. GDNF su ippocampo di un caso

Figura 9. GDNF su ippocampo di un controllo
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Ippocampo. L’ ANOVA a due vie ha evidenziato una differenza statisticamente
significativa nell’espressione del BDNF (p<0.001) e del GDNF (<0.0001). In
particolare, si ¢ notata una ridotta espressione del BDNF nei casi di suicidio
rispetto ai controlli, mentre I’espressione del GDNF risulta aumentata nei casi

rispetto ai controlli.
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Figura 10. BDNF su giro del cingolo di un caso

Figura 11. BDNF su giro del cingolo di un controllo



Figura 12. GDNF su giro del cingolo di un caso

Figura 13. GDNF su giro del cingolo di un controllo
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Giro del cingolo. I’ANOVA a due vie ha evidenziato una differenza
statisticamente significativa in entrambi in casi (p<0.0001). In particolare, si €
notata una ridotta espressione del BDNF nei casi di suicidio rispetto ai controlli,
sebbene meno spiccata rispetto alle altre aree esaminate. Anche in questo caso

I’espressione del GDNF risulta aumentata nei casi rispetto ai controlli.
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Figura 14. BDNF su nuclei della base di un caso

Figura 15. BDNF su nuclei della base di un controllo



Figura 16. GDNF su nuclei della base di un caso

Figura 17. GDNF su nuclei della base di un controllo
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Nuclei della base. I’ANOVA a due vie ha evidenziato una differenza
statisticamente significativa nell’espressione del BDNF (p<0.001), mentre non
sono state evidenziate differenze statisticamente significative nel GDNF (p<0.1).
In particolare, si ¢ notata una ridotta espressione del BDNF nei casi di suicidio
rispetto ai controlli. Si € osservato un minimo aumento dell’espressione del

GDNEF nei casi rispetto ai controlli.
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Brain areas. 1’ ANOVA ad una via ha evidenziato una differenza statisticamente
significativa in entrambi in casi (p<0.0001). Si ¢ osservata una riduzione

dell’espressione del BDNF in tutte le aree cerebrali dei casi di suicidio rispetto
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ad 1 controlli, in particolar modo nell’ippocampo. L’espressione del GDNF altresi
¢ risultata aumentata in tutte le aree dei casi rispetto ad 1 controlli, in particolar
modo dell’ippocampo, ad eccezione dei nuclei della base, ove non si sono

riportate differenze statisticamente significative tra i due gruppi.
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Brain areas — mood disorders. L’ANOVA ad una via ha evidenziato una

differenza statisticamente significativa in entrambi in casi (p<0.0001). Si ¢
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osservata una riduzione dell’espressione del BDNF in tutte le aree cerebrali dei
casi di suicidio sia nei soggetti affetti da disturbo dell’'umore che dei soggetti
affetti da altre patologie psichiatriche, rispetto ad 1 controlli. L’espressione del

GDNF altresi € risultata aumentata in maniera uniforme.
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5. CONCLUSIONI

L’ obiettivo della presente tesi € stato quello di valutare nei tessuti encefalici
di pazienti deceduti per suicidio, mediante tecnica immunoistochimica,
I’espressione di due fattori neurotrofici, il GDNF e il BDNF, di notevole recente
interesse scientifico, stante la verosimile correlazione al rischio suicidario.
L’eventuale impiego di tali fattori, in ambito clinico, nel ruolo di marker
neurobiologici predittori del rischio suicidario potrebbe consentire, difatti, la
stratificazione del rischio di eventi suicidari nelle popolazioni aventi fattori di
rischio specifici. Queste neurotrofine potrebbero essere utilizzate, inoltre, come
potenziali target farmacologici utili per ricercare e sviluppare nuove terapie

mirate.

Il campione preso in esame nel nostro studio era composto da 20 soggetti
deceduti per suicidio e 10 controlli deceduti per cause non suicidarie, appaiati per
sesso ed eta, sottoposti ad esame autoptico, nell’ambito dell’attivita di settorato
dell’Istituto di Medicina Legale di Foggia e Ferrara, nel periodo di tempo
compreso tra il 2020 e il 2022.

Di questi individui, 1l 90% era di sesso maschile (18 su 20), 10% femminile
(2 su 20); 13 di essi (65%) avevano meno di 50 anni, 7 (35%) oltre 50 anni.
Inoltre, 6 individui su 20 (30%) non presentavano alcuna diagnosi di disturbo
psichiatrico, tuttavia erano stati coinvolti in eventi recenti particolarmente critici
e stressanti, ad esempio eventi luttuosi, perdita del lavoro, detenzione. I restanti
14 casi (70%), invece, presentavano una patologia psichiatrica; di questi, 6 erano
affetti da disturbi dell’umore (5 da disturbo depressivo maggiore, 1 da disturbo
bipolare), 8 da altri tipi di patologia psichiatrica diagnosticata (gioco d’azzardo
patologico, disturbo da uso di sostanze, uso problematico di alcol, disturbo dello
spettro autistico, autolesionismo, disturbo dell’adattamento). Si sottolinea
nuovamente, inoltre, che 5 dei 20 casi analizzati (25%) erano soggetti sottoposti

a regime detentivo, altro fattore di rischio.
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Allo scopo di escludere 1’eventuale influenza di principi attivi
psicofarmacologici sull’espressione di BDNF e GDNF, sono stati esclusi a priori
gli individui sottoposti a terapia con farmaci antidepressivi e¢/o antipsicotici,
ovvero risultati positivi a sostanze stupefacenti e/o psicoattive alle analisi
tossicologiche eseguite in sede autoptica. Per completezza occorre sottolineare
che 3 dei 20 soggetti studiati assumevano regolarmente solo blanda terapia a base
di farmaci non neurolettici né antidepressivi (principalmente benzodiazepine) i
cui principi attivi, in base alle risultanze delle analisi tossicologiche, risultavano
comunque ricompresi nel range di dosaggio terapeutico.

In riferimento alle modalita suicidarie impiegate, 11 su 20 soggetti (55%)
hanno portato a termine il comportamento anticonservativo mediante
impiccamento (metodica piu utilizzata, secondo i dati della letteratura'?!), 4 su 20
(20%) per precipitazione, 2 su 20 (10%) per mezzo di lesioni da arma da taglio,
2 su 20 (10%) mediante annegamento e 1 su 20 (5%) per mezzo di lesioni da arma
da fuoco.

Il suicidio per overdose, che rappresenta il 60% dei suicidi maschili nel
mondo e il 30% di quelli femminili, non ¢ stato da noi preso in considerazione in
quanto abbiamo voluto escludere volontariamente 1 soggetti risultati positivi alle
analisi tossicologiche per evitare influenze di principi attivi farmacologici ovvero
sostanze psicoattive sull’espressione di BDNF ¢ GDNF.

Lo studio dell’espressione di queste due neurotrofine nei tessuti cerebrali
prelevati post-mortem in soggetti deceduti per suicidio ¢ scaturito dalla
osservazione, in letteratura, di livelli alterati delle stesse in soggetti non suicidi
affetti da disturbi psichiatrici, rispetto alla popolazione di controllo.

Le risultanze del nostro lavoro, che ha utilizzato una metodica
immunoistochimica, ampiamente utilizzata nell’ambito della patologia
forense'*?, hanno evidenziato una riduzione statisticamente significativa dei
livelli del BDNF nelle diverse regioni encefaliche esaminate in tutti 1 20 soggetti

suicidi, da noi studiati, rispetto ai 10 controlli deceduti per cause non suicidarie.
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In particolare, la riduzione statisticamente significativa (p<0.0001) da noi
riscontrata a livello di corteccia prefrontale, giro del cingolo e, in misura minore
anche se ancora statisticamente significativa (p<0.001), ippocampo ¢ nuclei della

base, risulta in accordo con i dati della letteratura!l!-!13:123.124

,che riportano
diminuzioni significative dei livelli di BDNF nella corteccia prefrontale,
ippocampo ¢ giro del cingolo. Inoltre, ¢ interessante considerare che I’esame
globale delle diverse aree cerebrali ha evidenziato una riduzione del BDNF nei
soggetti suicidi, rispetto ai controlli, statisticamente significativa (p<0.0001).

Per quanto concerne il fattore neurotrofico GDNF, abbiamo evidenziato
una aumentata espressione di questa proteina nei tessuti cerebrali dei 20 soggetti
suicidi oggetto di studio rispetto ai 10 controlli. In particolare, abbiamo osservato
a livello di corteccia prefrontale, ippocampo e giro del cingolo un aumento del
GDNF statisticamente significativo (p<0.0001) ne1 soggetti suicidi rispetto ai
controlli. A livello dei nuclei della base dei soggetti suicidi, invece, era presente
un lieve incremento nei livelli di GDNF rispetto ai controlli che non ¢ risultato,
tuttavia, statisticamente significativo. E interessante considerare che 1’esame
globale delle diverse aree cerebrali ha evidenziato un incremento del GDNF nei
soggetti suicidi, rispetto ai controlli, significativo dal punto di vista statistico
(p<0.0001). La nostra ricerca ¢ unica, oltre a quella di Michel et al.** sullo studio
dell’espressione del GDNF direttamente a livello di talune aree encefaliche,
nonché la prima che ha eseguito lo studio in soggetti deceduti per suicidio non
sottoposti a terapia farmacologica con antidepressivi e/o antipsicotici. I pochi
studi presenti in letteratura sul GDNF, difatti, hanno valutato la sua
concentrazione nel sangue periferico di pazienti con disturbi depressivi o, pit in
generale, dell’umore.

I risultati del nostro studio sono in accordo anche con 1 dati di un lavoro di
Rosa et al.'?, che ha riportato un aumento dei livelli del GDNF nel sangue
periferico di pazienti affetti da disturbo bipolare in concomitanza di episodi

depressivi acuti. Gli Autori hanno ipotizzato che I’aumentata sintesi del GDNF
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potrebbe essere una caratteristica degli episodi acuti dei disturbi dell’'umore in
generale, sebbene vi siano discrepanze con altri studi®* 126,

In aggiunta, nella presente tesi, in seguito ai risultati dell’analisi statistica
operata nei 20 casi e 10 controlli studiati, abbiamo ritenuto opportuno suddividere
1 20 casi in un ulteriore sottogruppo allo scopo di confrontare la variabilita di
espressione di BDNF e GDNF all’interno di ciascun sottogruppo e rispetto ai
controlli, analizzando 1 14 soggetti affetti da patologia psichiatrica, di cui 6
presentavano disturbo depressivo. Pertanto, dall’analisi di tutte le aree
encefaliche, considerate nella loro globalita, abbiamo evidenziato una riduzione
statisticamente significativa (p<0.0001) dell’espressione del BDNF sia nei
soggetti affetti da disturbo depressivo, sia in quelli affetti da altra patologia
psichiatrica, rispetto ai controlli, mentre non sono state osservate variazioni
statisticamente significative nel confronto tra individui depressi e quelli con altri
disturbi psichici. Inoltre, dall’analisi di tutte le aree encefaliche, considerate nel
loro complesso, abbiamo evidenziato un incremento statisticamente significativo
(p<0.0001) dell’espressione del GDNF sia nei soggetti affetti da disturbo
depressivo, sia in quelli affetti da altra patologia psichiatrica, rispetto ai controlli,
mentre non si Sono osservate variazioni statisticamente significative nel confronto
tra individui depressi e quelli con altri disturbi psichici.

I risultati da noi ottenuti sull’espressione di BDNF e GDNF, in accordo con
1 dati dei lavori pubblicati in letteratura, supportano 1’ipotesi secondo la quale
livelli piu scarsi di BDNF e piu elevati di GDNF sono correlati a un aumentato
rischio di suicidio.

Ulteriori studi da effettuare su una numerosita piu elevata di soggetti e con
metodiche uniformi e standardizzate su campioni di tessuti encefalici di soggetti
deceduti per suicidio, prelevati in sede autoptica, potrebbero essere utili per
riuscire a confermare 1’ipotesi che 1 fattori neurotroficit BDNF e GDNF possano
essere utilizzati nella pratica clinica come possibili markers di suicidio. In questo

modo, come gia sottolineato, si potrebbe ottenere una opportuna stratificazione
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del rischio di eventi suicidari in determinate popolazioni aventi fattori di rischio

specifici e, di conseguenza, attuare politiche di prevenzione efficaci.
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