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CAPITOLO 1 Emicrania: patologia neurovascolare

1.1 Emicrania: definizione

Con il termine cefalea si intende un dolore avterin corrispondenza del cranio,
provocato dalla stimolazione di strutture intracche sensibili al dolore. Le cefalee
sono disturbi dolorosi ricorrenti o cronici che mablgono trasversalmente la
popolazione generale.

Il 90% degli individui lamenta un attacco di dolaaka testa almeno una volta nella
vita. 1l 15% della popolazione ha dolore almena wnlta al mese; il 4% per almeno
15 giorni al mese ed il 1-2% quotidianamente.

Nella grande maggioranze dei casi il dolore e b fprimario cioé non sostenuto da
alcuna patologia sottostante, in un certo numeraatdi, la cefalea puo risultare
secondaria a patologia intracraniche o sistemiahehe severe, con possibile rischio
per la vita. Accanto ad una sostanziale benignit&rimini prognostici va sottolineato il
grado di impatto che queste forme hanno sulla gudklla vita dei pazienti potendo
ridurre in modo significativo le loro capacita dinzionamento sia da un punto di vista
lavorativo che sociale.

Tra i vari tipi e sottotipi di cefalea primaria,ethicrania € la forma di maggiore
rilevanza clinica e quella alla quale le donne tin fertile pagano il maggiore tributo.
Nei paesi occidentali, ne soffrono circa il 18%leledlonne ed il 6% degli uomini.
L’emicrania si manifesta con attacchi ricorrenti dolore intenso al capo,
prevalentemente monolaterali , che durano da pamieea qualche giorno e si
accompagnano a sintomatologia neurovegetativa.

Il dolore ed i disturbi associati sono accentuali mhovimento tanto da costringere |l
paziente a cercare sollievo nel riposo a lettotadioo da stimoli luminosi o sonori sin a
risoluzione della crisi.

La totale, se pur temporanea disabilita che uncaiteemicranico pud comportare
finisce per avere un impatto rilevante sulla gaati¢lla vita di chi ne soffre.
Frequentemente ogni aspetto della vita quotidiatad, rendimento lavorativo, alle
relazioni sociale e familiari, possono risultaresvesamente compromessi e questo
problema e avvertito da molti individui come ancpiainsopportabile del dolore in sé.
L’'impossibilita di prevedere con esattezza i giamnischio € fonte di ulteriore disagio
in termini di qualita di vita, rendendo problematia programmazione degli impegni di

lavoro cosi come di ogni altra attivita.
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Per queste ragioni I'attenzione dei clinici e deercatori al problema della disabilita
indotta dalle cefalee primarie ed in particolard’@aicrania € molto cresciuta negli

ultimi decenni.

Nonostante la sua gravita I'emicrania e tuttaviadisturbo ancora poco conosciuto,
frequentemente oggetto di errata diagnosi e spegsadtrattato o trattato in maniera
inadeguata. Piu dei 2/3 delle persone affette dacrama preferiscono ricorrere a
prodotti da banco e non richiedono consulenza afistita. Una delle conseguenze di
tal atteggiamento é la trasformazione di formerattere episodico in forme croniche e
farmaco-resistenti, un fenomeno spesso sostenutm deso di analgesici eccessivo 0
improprio.

Va precisato che anche nel caso in cui I'emicrarscaivolga a strutture e centri

specializzati, i farmaci disponibili in commercierpla prevenzione degli attacchi
consentono di ridurre la frequenza degli attaceta,non di eliminarli completamente.
In maniera analoga, la terapia sintomatica pernttbéoccare gli attacchi in una buona
percentuale di soggetti, ma con una tempisticasspes

piuttosto lunga (diverse ore).

Molta strada deve essere ancora percorsa per ifache una proporzione

significativamente maggiore di sofferenti possaevere diagnosi corrette e cure

efficaci.

1.1.1 Patogenesi dell’emicrania

Anche se la patofisiologia dell’emicrania € ancoszura e fonte di dibattito € ormai
riconosciuto che l'attivazione del sistema trigemmiascolare, che innerva densamente i vasi
durali, seguita dall'inflammazione neurogenica a@etlura madre, rappresenta uno dei
principali attori nel causare e mantenere il dokmrécranico.

Questa teoria ha portato Moskowitz a definire l'erania un disordine neuro-vascolare
(Buzzi e Moskowitz, 2005). Diverse evidenze hanaggerito che il dolore emicranico puo
derivare anche da una disfunzione nei centri delcw encefalico coinvolti nella regolazione
della sensazione di dolore (Goadsby, 2002; Knighale 2005). Un’attivazione tronco-
encefalica, controlateralmente alla sede del dpléreaiferibile al coinvolgimento della

sostanza grigia periacqueduttale (PAG) e del looosruleus (LC), situato nella parte
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dorsolaterale del ponte. Il locus coeruleus (LG} principale nucleo noradrenergico del
sistema nervoso centrale che, oltre alla nota azitbrtontrollo sul tono vascolare cerebrale,
modula la permeabilita della barriera emato-engzfabd interviene nella regolazione dei
processi di informazione sensoriale. Tuttavia daizfani nella regolazione neurovascolare e
neurovegetativa, da parte dei vari nuclei troncoceéalici correlati funzionalmente,
spiegherebbero solo parzialmente i sintomi caiatieirdell’emicrania. Infatti la disfunzione
dei centri del tronco cerebrale e associata cdtivBzione del sistema trigeminovascolare e
con dilatazione dei vasi sanguigni cerebrali (My&899; Welch, 2003).

Nel ratto, per esempio, le fibre perivascolari dednio sono costituite da proiezioni che
terminano a livello del TCC (complesso trigeminavesale) di cui fa parte il nucleo
trigeminale caudale (NTC). Il sistema trigeminowdame ha delle connessioni ascendenti con
diverse aree del tronco encefalico e con strutterebrali, come i nuclei talamici ed
ipotalamici, che a loro volta hanno connessioneadenti con la corteccia (Akerman et al.,
2011; Edvinsson et al., 2011; Noseda et al., 2011).

La stimolazione delle fibre afferenti durali, dittta comporta I'attivazione dei neuroni del
trigeminovascolare (principalmente in lamina IglV) e, conseguentemente, attivazione di
nuclei che ricevono le proiezioni dal TCC: aree tlehco encefalico, tra cui PAG e RVM
(medulla ventromediale rostrale), aree ipotalamiehalamiche, in particolare VPM (nucelo
talamico ventroposteriomediale) e Po (gruppo nuele@lamico posteriore). | neuroni
talamici VPM proiettano a livello della corteccianstosensoriale primaria e secondaria e
della corteccia insulare (Ins), componenti dellsiddetta “matrice del dolore” (Fig. 1;
Pietrobon and Moskowitz 2013).

| neuroni talamici Po proiettano a livello di cormemti corticali auditori, visivi contribuendo
verosimilmente agli altri aspetti dell’esperienzaieanica, quali la fotofobia e la fonofobia
(Noseda et al., 2010a e b, 2011; Edelmayer e2@09; Burstein et al., 2010; Summ et al.,
2010). Le proiezioni del sistema trigeminovascokataello di specifici nuclei ipotalamici e
del tronco encefalico contribuiscono a spiegare a#ipetti della complessa sintomatologia
dei pazienti emicranici, quali perdita di appetiitenzione idrica, irritabilita, stress e sintomi
autonomini (Akerman et al., 2011). La dilatazioneasico dei vasi meningei e responsabile
dell'attivazione meccanica delle fibore nervose seafi del trigemino, poiché induce il
rilascio di glutammato, sostanza P (SPaJcitonin gene-related peptid)CGRP) e altri
neuropeptidi dalle terminazioni nervose sensorfdoskowitz et al, 1989; Moskowitz,

1993). Queste sostanze chimiche irritano e dilatdtesiormente i vasi sanguigni, inducendo
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un ulteriore rilascio di neuropeptidi dai neuroansoriali e un aumento del dolore trasmesso

dal NTC ai centri cerebrali superiori tra cui ilao e la corteccia (Fig.2).

Figura 1. Disegno schematico delle principali strutture neatbe connessioni del sistema trigemino vascolare
coinvolti nel dolore emicranico. Le frecce indicaaadirezione delle informazioni. Abbreviazioni: Alnucleo
ipotalamico dopaminergico; Au, corteccia auditiiag, corteccia insulare; M1/M2, corteccia motoiNCF,
nucleo cuneiforme; PH, ipotalamo posteriore; Pappgp nucleare talamico posteriore; PtA, cortecaiagpale;
SSN, nucleo salivatorio superiore; RSA, cortecetaopleniale; RVM, medulla ventromediale rostre8d/S2,
corteccia somatosensoriale primaria e seconda@g;, Tomplesso trigemino cervicale (comprendentolea
dorsali C1/C2 del midollo spinale cervicale e ilclao trigeminale caudale (NTC); TG, ganglio trigaaie;
VPAG, grigio periaqueduttale ventrolaterale; VPMicelo talamico ventroposteriomediale; V1/V2, cottac
visiva (Pietrobon and Moskowitz 2013).

Trigeminal
Ganglion

Pterygopalatine
Ganglion

Figura 2. Rappresentazione riassuntiva della via trigeminoMase responsabile della patogenesi
dell’emicrania.
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Diversi studi suggeriscono un ruolo chiave del CGftHa fisiopatologia dell’emicrania,
come dimostra l'efficacia degli antagonisti del egore per CGRP nel trattamento
dell’emicrania (Olesen J et al., 2004; Ho TW et 2008) e la capacita di CGRP di indurre
attacchi migraine-like dopo somministrazione end@sa in pazienti emicranici. Cio
suggerisce una maggiore ipersensibilita nella maadohe dei circuiti nocicettivi, indotta da
CGRP nella maggior parte dei pazienti emicranicasden LH et al., 2002). Tuttavia, i
meccanismi alla base di tale ipersensibila, cosiectesatto sito d’azione degli antagonisti
del recettore CGRP rimangono ancora poco chiaftiafgn e Olesen 2009; Recober e Russo
2009; Ho TW et al., 2010).

1.2 Nitroglicerina e modello animale di emicrania

Uno dei principali attori responsabili dell’attivame del sistema trigemino vascolare e
I'ossido nitrico (NO), che agisce attivando le &hmervose sensoriali afferenti alle meningi,
causando cosi il rilascio di neuropeptidi vasoafliassen et al., 1998, Olesen et al., 1993;
Messlinger et al.,, 2000; Strecker et al. 2002) terwre vasodilatazione, seguita da
inflammazione neurogenica.

Tra i diversi nitrovasodilatori disponibili in conercio, la nitroglicerina (NTG), composto
altamente lipofilico che attraversa facilmente lembrane biologiche, compresa la barriera
ematoencefalica, viene utilizzata da diversi anel mattamento di patologie cardiache.
Tuttavia, € noto che nei soggetti emicranici la sonistrazione sistemica di NTG evoca una
crisi cefalica con tutte le caratteristiche degiiaechi spontanei che si manifesta abitualmente
con un intervallo di alcune ore (Sicuteri et a@817; Iversen et al., 1989, 1994; Olesen et al.,
1993, 1995; Buzzi et al, 2003; Sances et al., 20@4sorelli et al, 2006). Uno dei modelli
sperimentali utilizzati per studiare i meccanisisidpatologici dell’emicrania e rappresentato
dall'analisi delle alterazioni biochimiche, neusiilogiche e comportamentali (nocicettive)
indotte dalla NTG. Nellanimale, la somministrazéordi NTG induce un’attivazione
neuronale massima 4 ore dopo la sua somministrazetvello di specifiche aree cerebrali

(Tassorelli et al, 1995, Greco et al.,, 2011) (t@bdl), che é associata ad uno stato di
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iperalgesia (Tassorelli et al., 2003), ovvero dagesata risposta a stimoli dolorifici,
testimoniata dall’'aumento delle risposte nocicetivspecifici test dolorifici quali Tail Flick

test e Formalin test (Tassorelli et al, 2003).

Tabella 1-Nuclei attivati dalla somministrazione di NTG (16fkg, i.p) nel ratto.

NUCLEI CEREBRALI FUNZIONE

PVH nucleo paraventricolare dell'ipotalamo funzioeunoendocrine ed autonomiche

AMI nucleo centrale dell’Amigdala media un circuito che unisce stimoli emozionali tn
risposta vegetativa

PAG nucleo grigio periaqueduttale coinvolto nei circuiti che regolano le funzioni
autonomiche con stimoli nocicettivi

PAB nucleo parabrachiale possiede connessioni con i nuclei NTS,PVH, AMI

LC locus coeruleus regola la risposta in seguito a stimoli stressanti

NTS nucleo del tratto solitario riceve input dai barocettori e afferenze cardiovtst

NTC nucleo trigeminale caudale regola il circolo cerebrale e la risposta al dolore

AP area postrema funzione barocettiva

E’ stato suggerito che I'attivazione neuronale uregte aree € il risultato dell’azione (diretta
ed indiretta) del’NTG su un duplice bersagliondurone ed il vaso (Fig. 3) (Tassorelli et al.,
2003). Alcune di queste aree, come ad esempiodlenudel tratto solitario (NTS), sono
direttamente coinvolte nella regolazione pressedi& quindi possibile che la loro attivazione
sia legata alla risposta barocettiva innescatdadahe ipotensiva della NTG, mediata dalla
formazione di NO nella parete vascolare. Tuttalattivazione di aree non direttamente
coinvolte nei meccanismi barocettoriali, ma impicaella percezione e nella trasmissione
del dolore, come il NTC o il PAG, rafforzano l'igsti che I'espressione della c-Fos sia,
almeno in parte, legata ad un effetto di NO lib@fatlotto dalla NTG sulla trasmissione del
dolore. Tale azione potrebbe manifestarsi sia eltivspinale/sovra spinale, sia sul sistema
del trigeminovascolare coinvolto nella regolazialee vasi cerebrali (Moskowitz et al, 1984,
Moskowitz et al, 1992; Moskowitz et al, 1993) e nmgei (Reuter et al., 2001). Pertanto,
perturbazioni nella regolazione neurovascolarewgawegetativa da parte di questi e di altri
nuclei tronco-encefalici correlati funzionalmensembrano essere alla base di molti dei

sintomi caratteristici dell’emicrania.
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Meccanismo Jl}iﬁ?:el'::r-u
IT';':!—?:G. iFlesse b_-ﬂm:c-r‘r';o
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trigeminowvascolare L ._EH-— =
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Figura 3. | bersagli della NTG con i possibili meccanisnmetti/indiretti e i mediatori coinvolti. In seguita
somministrazione sistemica, NTG raggiunge la padsevasi sanguigni dove induce vasodilataziona, si
direttamente, tramite la formazione locale di N®e indirettamente attraverso la sua interazionesostanze
vasoattive, rilasciate dalle terminazioni nervas&G € in grado di raggiungere il compartimento beaée,
dove potrebbe esercitare un effetto neuronale tdjrela formazione di NO. NTG potrebbe indurre
indirettamente attivazione neuronale, attraversattiVazione riflessa di nuclei coinvolti nella fuome
barocettiva e l'interazione con il sistema trigemirascolare.
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2.1 Sistema Endocannabinoide

Negli ultimi decenni del secolo scorso si € adsistid un ritorno d'interesse del mondo
scientifico nei confronti dell&dCanapa, una pianta erbacea a ciclo annuale il cmen
scientifico e Cannabis sativa. Nel 1971 un grupipacdrcatori israeliani e riuscito ad isolare
e sintetizzare il delta-9-tetraidroacannabin@®-THC), il piu potente tra i numerosi principi
attivi presenti nella Cannabis (Gaoni and Mechould8v1). Piu recentemente, nel 1988,
alcuni ricercatori scoprirono la presenza nel carp@no di un recettore di membrana capace
di essere attivato dal THC (Devane et al., 198&odpetto che si trattasse del recettore per i
cannabinoidi, fu confermato definitivamente nel 898quando, successive indagini
decretarono che quel recettore isolato nel cerwdillcatto, era effettivamente lo specifico
recettore attraverso cui i cannabinoidi mediavaneftgtti farmacologici e comportamentali
(Devane et al., 1988). Questo recettore fu battez2281, perché, poco dopo, fu individuato
un secondo recettore, CB2, che spiegava gli efi@tthunosoppressivi che i derivati della
cannabis presentavano nel sistema immunitario. iN&lazione dell’esistenza di specifici
recettori per il THC fu prontamente seguita daltanca dei ligandi endogeni per tali proteine
(gli endocannabinoidi, EC).

Oggi e ampiamente accettato che il sistema endabampide comprenda i recettori
cannabinoidi (CB), i loro ligandi endogeni (endatabinoidi) ed enzimi coinvolti nella
sintesi e degradazione degli endocannabinoidi.

Di seguito in questo capitolo verranno discussi imgsli componenti del sistema

endocannabinoide.

2.1.1 Recettori Cannabinoidi (CB)

Cannabinoidi ed endocannabinoidi esercitano i |a&ffetti farmacologici attraverso
I'attivazione di almeno due distinti recettori cabmoidi (CB), CB1 e CB2. Si tratta di
recettori accoppiati a G-protein con sette domirang membrana, che presentano
un’omologia di struttura del 68% (Fig.4). Gli ECtaragiscono con una tasca idrofobica
formata dalle eliche 3 e 6 collocandosi vicinoediduo cisteinico sull’elica 6 che permette la
successiva attivazione del recettore (Tian eR8D5).

La loro distribuzione € molto diversa nel sisteneavnso centrale e periferico. L'espressione
del recettore CB1 é largamente ristretta ai neursoprattutto in loci particolarmente

importanti per il processamento nocicettivo a livelerebrale, spinale e del sistema nervoso
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periferico (Devane et al., 1988; Tsou et al., 19B8ertova and Elphick 2000). CB2 e
espresso principalmente da cellule immunitarie, m@sa la glia nel cervello; per tale motivo
si ipotizza un ruolo nella mediazione degli eff@ttimunosoppressivi del THC (Cabral et al.,
2008), sebbene ci sono evidenze che supportanaiala di CB2 in processi neurologici,

guali ansia e dipendenza (Onaivi, 2006).

Human CB, Receptor Human CB, Receptor
Extracellular N-terminal

SRR AINRRRNRRRERRRRRR R,
SR RRRRRS “'.......‘

S, Extracellular

| N-terminal

SEBES © SeN0 8 SSGINENENNTy ntracellular
see & 0% ntracellular C-terminal
C-+terminal

CB,/CB, homology = ca 44% (35% to 8§2% within TM domains)

Figura 4. Omologia strutturale del due recettori cannabinGEiL e CB2.

Recettore CB1

| recettori CB1 sono presenti in numerosi mammjfi@cdluso 'uomo, e sono particolarmente
abbondanti in alcune regioni cerebrali. Diversidstiianno rilevato una larga espressione di
CB1 a livello cerebrale: corteccia, ippocampo, buallfattivi, gangli della base (substantia
nigra, globo pallido, nucleo entopeduncolare e ataxputamen laterale) e cervelletto, dove
la sua distribuzione e del tutto coerente con @fietee del THC osservati sull'attivita
locomotoria, sulla coordinazione motoria, sullatpos, sulla memoria e sull’apprendimento.
Sebbene in minor densita, i recettori CB1 sonovaitdi anche in aree limbiche quali
'accumbens e I'amigdala, nell'ipotalamo, nel messalo, nel midollo allungato e nel
midollo spinale. A livello del midollo spinale, CB& espresso in aree importanti per i

processi nocicettivi quali il funicolo dorsolatexall corno dorsale superficiale e la lamina X.
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L’espressione a livello del periaqueductal gray @A rostral ventromedial medulla (RVM)
e talamo é particolarmente importante nel contastdgesia.

L’assenza di recettori CB1 nel tronco cerebralejedsono localizzati i centri regolatori della
funzione respiratoria e cardiaca (Millhorn e Elded 1986), ben si accorda con la bassa
letalita legata all’overdose di cannabis. A livedlel sistema nervoso periferico, il CB1 e stato
trovato nelle fibre periferiche sensoriali e autosthe (negli interneuroni spinali della radice
dorsale dei gangli, nei neuroni mienterici, nellerd pre-giunzionali della vescica e nelle
fibre simpatiche dei gangli cervicali superiori) jprerfetto accordo con alcuni degli effetti
riportati sulla nocicezione e sulle funzioni dedtto vascolare e gastrointestinale (Farquhar-
Smith et al., 2000; Pertwee 1999).

A livello neuronale, CB1 é espresso sulle fibreoas$i, soprattutto sui loro terminali. A
livello dei terminali presinaptici dei neuroni GARAgici (Katona et al., 2000) e
glutammatergici (Katona et al., 2006). Questa ihsione presinaptica € in accordo con
l'ipotesi che gli endocannabinoidi agiscono comedwiatori retrogradi del rilascio di
neurotrasmettitori (Kreitzer and Regehr 2001; OBhoesaku et al., 2001; Wilson and Nicoll
2001; Katona and Freund 2008). Attraverso le pnet& di tipo inibitorio (Gi/Go), i recettori
CB1 trasducono il segnale agendo su diversi effetiatracellulari. In particolare i
cannabinoidi inibiscono I'adenilato ciclasi (Feldsral., 1992, Gerard et al.,1991), modulano
alcuni canali ionici, inducendo la chiusura dei alardel calcio voltaggio dipendenti,
I'apertura di quelli del potassio e I'attivazionediverse proteine kinasi intracellulari: MAP
(mitogen activated protein) kinasi, JNK (c-jun Nirténal kinase), PKB (protein kinase B),
FAK (Focal Adesion kinase) e PI3K (phosphatidylitms3-kinase) (Howlett 2002).

Il meccanismo d’azione degli endocannabinoidi veisgusso in seguito.

Recettore CB2

Il recettore CB2 e principalmente localizzato nistesna immunitario, in particolare nella
zona marginale della milza, nelle tonsille e nekdlule immunocompetenti (Schatz et al.,
1997), dove e implicato nel controllo della risgognmunitaria sia umorale che cellulare
(Parolaro, 1999; Klein et al., 2003). Tra le calulnmunitarie circolanti, i linfociti B e le
cellule natural killer sono particolarmente ricéhiCB2 mRNA con minor espressione in
monociti e leucociti polimorfonucleati (Galiegueat, 1995). Anche microglia ed astroglia
esprimono recettori CB2 funzionali (Walter et 2D02).

Anche il recettore CB2 trasduce il segnale medi&hteroteine, ma agisce su effettori solo

parzialmente sovrapponibili a quelli del CB1. Intmamlare, il recettore CB2 non e in grado
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di modulare i canali ionici, mentre, come il recett CB1, € negativamente accoppiato
all'adenilato ciclasi ed e in grado di attivareNBAP kinasi (Amery, 1998). Recenti studi
hanno rilevato I'espressione di mRNA del recett@®B2 anche a livello di alcune aree
cerebrali come il cervelletto ed il midollo allunigaln quest'ultimo, 'immunoreattivita del
recettore CB2 e stata trovata nei neuroni all'mbedel nucleo motorio dorsale del vago, nel

nucleo ambiguo e nel nucleo trigemino spinale.

Altri recettori cannabinoidi: GPR55

Piu recentemente, e stato identificato un terzettere per i cannabinoidi, GPR55 (Baker et
al., 2006). GPR55 risulta essere particolarmemsiiée al lipofisfatidilinositolo (che non é
un classico ligando per i recettori cannabinoidi)selo ad alcuni cannabinoidi ed
endocannabinoidi. L’attivazione di GRP55 aumerdgacorrenti del calcio, utilizzando
meccanismi di trasmissione del segnale distintiGll e CB2 (Lauckner et al., 2008).
Recentemente e stato assegnato un ruolo nocicettiate recettore. Topi knockout per tale
recettore, GPR55, non sviluppano iperalgesia meccanica dopo trattéon con agenti
inflammatori, quali complete Freud’s adjuvant (CFA)in seguito a parziale ligature del
nervo sciatico (PSNL) (Staton et al., 2008). Tudaimangono da chiarire i meccanismi alla

base di quest’azione.

2.1.2 Endocannabinoidi e meccanismo d’azione

arachidonico. L’anandamide (AEA) ed il 2-arachidibglerolo (2-AG) sono stati i primi
identificati e sono pertanto i ligandi endogeni p@B meglio conosciuti. L'AEA e in grado
di legare entrambi i sottotipi recettoriali com@ortiosi come un agonista parziale (Burkey et
al., 1997; Glass and Northup, 1999); anche il 2Af@ grado di attivare entrambi i sottotipi
recettoriali comportandosi pero come un agonisa@iMechoulam et al., 1995). Di recente
sono stati individuati altri ligandi endogeni inago di legare e di attivare i recettori CB: il 2
arachidonoilgliceriletere (2-AGE, noladin), un aog etereo del 2- AG che si comporta da
agonista sia sul CB1 che sul CB2 con una maggidirata per il CB1 (Hanus et al., 2001);
la O-arachidonoiletanolammina (virodammina), un analegtereo dell’anandamide, che si
comporta come parziale agonista/antagonista sul €Bigonista sul CB2 (Porter et al.,
2002); infine laN-arachidonoildopamina (NADA), che risulta 40 vopigl selettiva per il

CB1 che per il CB2 (Bisogno et al., 2000) ed enadg di attivare il recettore dei vanilloidi
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(TRPV1) (Huang et al., 2002). Lalpalmitoiletanolamide (PEA) gia nota come anti-
inflammatorio, fu proposta come nuovo ligando peCB2 (Facci et al., 1995), ma questa
ipotesi, in seguito, non ha trovato conferma. lafinel 1995 fu scoperta I'oleamide (cis-9-
ottadecammide, OEA), un fattore di induzione delnso(Cravatt et al., 1995), la cui azione

cannabimimetica & ancora oggetto di discussiongget et al., 2004).
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Figura 5. Struttura chimica degli endocannabinoidi biologiesute attivi.

Meccanismo d’'azione

Le vie biosintetiche piu studiate e quindi meglienasciute sono certamente quelle che
riguardano i primi due EC scoperti: AEA e 2-AG. Saronsiderati neuromodulatori local
che diversamente dagli altri neuromodulatori, nanos immagazzinati in vescicole
secretorie, ma vengono prodottori’ demantl (su richiesta) dalle cellule, a partire da
precursori di membrane per essere poi rilascidtveesante extracellulare, analogamente ad
altri eicosanoidi come le prostaglandine (PGs). EAA viene biosintetizzata attraverso
I'idrolisi della corrispondenteN-acilfosfatidiletanolammina (NAPE) per opera di una
specifica fosfolipasi Ca++ dipendente di tipo Dieuda N-aciltransferasi (Di Marzo et al.,
1994); il 2-AG € biosintetizzato attraverso I'idsaldei diacilgliceroli (DAGSs) catalizzata da
una DAG lipase (Fig. 6).
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Figura 6. Le vie biosintetiche dei due endocannabinoidi pidigti: AEA e 2-AG.

| meccanismi di trasmissione degli EC nel sistemaaso differisce da quelli dei sistemi di
trasmissione classica (e.s. colinergico, aminoagide e monoaminergico). Nel classico
modello di neurotrasmissione, la depolarizzazioelengurone presinaptico causa il rilascio
dei neurotrasmettitori che agiscono su recettas@nti sul neurone postsinaptico (Siegel et
al., 1999). In contrasto, la neurotrasmissione ide@l si verifica mediante un meccanismo
retrogrado (Fig.7): una volta sintetizzati, gli E€nhgono rilasciati dal neurone postsinaptico
all’esterno della cellula dove vanno a legarsi acettori presenti sulle membrane
presinaptiche.

Lo spegnimento del segnale prevede, quindi, lgpt&aone degli EC da parte della cellula,
l'idrolisi enzimatica e la riesterificazione deiqoiotti ottenuti nei fosfolipidi di membrana
(Fig.7). Il re-uptake degli EC sembrerebbe avveaiteaverso un meccanismo di diffusione
facilitata guidata da uno specifico carrier di meana, la cui esistenza e ancora oggi
dibattuta (Glaser et al., 2005).

Dopo essere stati sequestrati dal versante extrapel gli EC, all'interno della cellula, sono
soggetti ad un’idrolisi enzimatica. L’enzima maggm@nte coinvolto nella degradazione
degli EC (sia AEA e 2-AG) € una idrolasi specificanosciuta come Fatty Acid Amide
Hydrolase (FAAH), proteina integrale di membran&-AG puo essere idrolizzato anche da
un’altra classe di enzimi quali le monoacilglicelgdasi (MAGLS) che sono presenti sia a
livello di membrana che a livello citosolico e cheonoscono come substrato anche altri
monoacilgliceroli diversi dal 2-AG (Goparaju et,dl999; Di Marzo et al., 1999).

Negli ultimi anni € emerso che l'insorgenza di alewpatologie, la manifestazione di alcuni

sintomi e il decorso di alcune malattie, sono ialgne modo legate ad alterazioni del tono
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EC. La scoperta del sistema EC e la delucidaziehswb funzionamento sono state, quindi,
una pietra miliare nella ricerca in questo campappresentano oggi un valido strumento per

lo sviluppo di farmaci alternative per alcune spatiologici, tra cui il dolore.

Postsynaptic = -
neuron ==

Figura 7. Rappresentazione del meccanismo retrogrado deggioamnabinoidi.

2.2 Meccanismi di analgesia del sistema endocannabide

Il sistema endocannabinoide modula diversi liveédli pathway nocicettivo, centrali (cervello
e midollo spinale) e periferico, agendo su entrambcettori CB1 e CB2. Inoltre questi siti
d’azione non sono indipendenti tra loro, ma esisteonsiderevole grado di interazione.

A livello centrale, il sistema endocannabinoide miada trasmissione del dolore
principalmente attraverso il recettore CB1 localinza livello sovraspinale e spinale (Ledent
et al., 1999; Meng et al.,, 1998). Evidenze dir@tt@licano un ruolo per il PAG, RVM,
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amigdala, talamo e nucleo noradrenergico A5 nédited antinocicettivo mediato dai
recettori CB1. A tale livello, il sistema endocabmoide inibisce la trasmissione del dolore
agendo sui pathway ascendenti, principalmente @ldivdel talamo (Martin et al., 1999) e
modifica l'interpretazione soggettiva del doloredutando l'attivitd neuronale delle strutture
limbiche quali I'amigdala (Manning et al., 2003).nUaltro meccanismo centrale
antinocicettivo degli endocannabinoidi &€ la modidae dei pathway inibitori discendenti.

In questi pathway sono noti due differenti tipicgillule, denominate “on cell&€“off cells”
che modulano l'input dell'informazione per la trassione del dolore. “On cells” facilitano
la trasmissione nocicettiva, mentre‘ieff cells” la inibiscono (Fields, 2004). Microiniezioni
di agonisti cannabinoidi direttamente a livello @G (Martin et al., 1999) e RVM (Martin
et al., 1998) provocano analgesia aumentando vit@tidelle “off cells” attraverso un
meccanismo mediato dai cannabinoidi: i cannabinaiimolano il pathway inibitorio
discendente attivando i neuroni del PAG e RVM a#rso l'inibizione del rilascio di GABA
in queste aree (Vaughan et 2000).

A livello spinale i recettori CB1, principalmentachlizzati a livello del corno dorsale,
modulano il passaggio del traffico nocicettivoeelio centrale. La maggior parte dei neuroni
primari afferenti, che esprimono CB1, sono fibre glosso calibro coinvolte nella
trasmissione non nocicettiva (Hohmann and Herkenl#®99). Tuttavia, il recettore CB1 e
anche espresso a livello di fibre nocicettive daicpio calibro incluse le fibre C, e inibisce il
rilascio di neurotrasmettitori coinvolti nella trassione del dolore (Drew et al., 2000;
Wilsonand Nicoll, 2002). Poiche i recettori CB1 sono rakste espressi a livello dei gangli
della radice dorsale (Bridges et al., 2003; Hohma&@®2) una loro stimolazione a questo
livello diminuisce il rilascio di neurotrasmettitoa livello periferico (Millns et al.2001).
Recentemente é stato rivalutato il ruolo dei recef€B2 nella modulazione del dolore a
livello spinale (Taylor, 2009).Inoltre le cellule immunitarie sembrano responsabil
dell'analgesia periferica indotta dai recettori C@## momento che questi recettori, una volta

attivati, riducono il rilascio di molecole pro noettive da queste cellule.

2.3 Endocannabinoidi e dolore emicranico: dati clirti e sperimental

La ricerca sul sistema endocannabinoide in diversedizioni patologiche della sfera
nocicettiva, tra cui I'emicrania, e relativamenszente. Studi clinici e sperimentali hanno

dimostrato ampiamente il coinvolgimento del sisteendocannabinoide nella fisiopatologia
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dell’emicrania (Cupini et al., 2008; Greco et &Q10; Russo, 2004). In Figura 8 sono
riportati i possibili siti e meccanismi di azioneeldsistema endocannabinoide nella

patofisiologia dell’emicrania a livello cerebratesurovascolare e vascolare.

Endocannabinoid system

v v

BRAIN BLOOD VESSELS
I

; Periaqueductal Trigeminovascular
STRUCTURE! Brainstem Hypothalamus arey system

1]
Substance P and
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Figura 8. Effetti dell'attivazione del sistema endocannaliile, a livello cerebrale e vascolare, potenziatmen
correlati ai meccanismi fisiopatologici dell’emiocia.

Studi clinici

Recenti studi clinici concordano con l'idea cheottdlivelli di endocannabinoidi giochino un
importante ruolo nella patofisiologia dell’emicraniTra questi, il gruppo guidato da
Sarchielli e collaboratori hanno riportato ridditeelli di anandamide (AEA) ed elevati livelli
di N-palmitoylethanolamine (PEA) nel liquido cerebpinale dei pazienti con emicrania
cronica. E’ stato ipotizzato che ridotti livelli diAEA attivano il sistema del
trigeminovascolare, mediante il rilascio di CGRPssido nitrico (Akerman et al., 2004;
Sarchielli et al., 2007). Teoricamente, la ridueaei livelli di AEA, e quindi la mancanza di
un effetto inibitorio da parte di tale endocannalie, potrebbe contribuire a facilitare e
mantenere la sensibilizzazione nei pazienti concemia cronica (Sarchielli et al, 2001,
2002). Invece, I'aumento dei livelli di PEA risul@oco rilavante in questo contesto e
probabilmente rappresenta il risultato della risp@®mpensatoria alla riduzione dei livelli di
anandamide. Inoltre, Rossi et al., (2008) hanmoodirato che nelle piastrine dei pazienti
emicranici e con cefalea da abuso di farmaci (M@®lddication Overuse Headache), i livelli
di 2-AG e AEA sono significativamente inferiori ai&]li dei soggetti di controllo, senza
differenze significative tra i due gruppi di pazigiiRossi et al., 2008).
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A queste evidenze si aggiungono ulteriori studi dimeostrano la presenza del gene umano
che codifica per il recettore CBxnrl, chromosome 6qgl14-15) in una regione coinvolta
nell'insorgenza dell’emicrania. Il gruppo guidata duhasz ha riportato un’associazione
aplotipica significativa tra il genenrl e attacchi emicranici, mostrando che la presemza d
aplotipo in un soggetto riduce l'espressione deietteri CB1 e causa alterazione
nell'attivazione del sistema trigeminovascolare0 Gende il portatore di tale aplotipo

particolarmente vulnerabile ad attacchi emicrafiahasz et al., 2009).

Studi sperimentali

Recenti studi sperimentali hanno mostrato che di@i antinocicettiva degli
endocannabinoidi potrebbe essere utile nella rcealic nuovi target per il trattamento
dell’emicrania. In un recente studio abbiamo riptmtcambiamenti significativi nell’attivita
dei due enzimi che catabolizzano AEA e 2-AG, ripgainente FAAH e MAGL, a livello del
brainstem ed ipotalamo di ratti trattati con NTQr(lg/Kg, i.p.), modello animale di
emicrania. Tali cambiamenti erano paralleli a ridoe dell'iperalgesia ed espressione della
proteina c-Fos a livello di NTC, entrambi effettidbtti dalla somministrazione di NTG
(Greco et al., 2009).

Diversi studi hanno indirizzato il loro interessaayk inibitori di MAGL (monoacilglicerol-
lipasi, enzima responsabile dell'idrolisi del 2-A6&)FAAH (Fatty Acid Amide Hydrolase,
enzima responsabile dell'idrolisi dell’AEA) per riegstudiare e valutare il ruolo di AEA e
2-AG in diversi modelli sperimentali di dolore. Travari inibitori idrolasici, in particolare
URB602 e URB597 inibiscono in modo specifico e mompetitivo I'attivita rispettivamente
di MAGL e FAAH (Makara et al., 2005). Tuttavia ilrgblema principale degli
endocannabinoidi, utilizzati come analgesici, ellqudi causare importanti effetti collaterali.
A tal proposito in uno studio recente é stato dimaws che I'utilizzo di un inibitore idrolasico
della FAAH periferica, URB937, riduce il comportame nocicettivo in diversi modelli
animali di dolore, poiché questo composto non athsa la barriera ematoencefalica, il suo
impiego eviterebbe l'insorgenza di effetti collaiedi tipo psichiatrico e I'intossicazione del
sistema nervoso centrale (Clapper et al., 2010).

Questi dati suggeriscono che la modulazione de¢trs@ endocannabinoide, in modelli
animali di dolore, rappresenta uno strumento pewolaprensione dei meccanismi alla base

dell'insorgenza del dolore emicranico.
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CAPITOLO 3 Neuroinfiammazione e dolore

3.1 Neuroinflammazione e dolore

La neuroinfiammazione & un processo inflammataritothina-mediato” che puo essere
provocato da un danno tissutale sistemico o, p#3SpR associato a un danno diretto a carico
del sistema nervoso centrale (SNC). Si differemalinfiammazione in altri tessuti per la
scarsa presenza di vasi linfatici all'interno da@rgmchima cerebrale, per la mancanza di
cellule endogene capaci di presentare I'antigereerela presenza della barriera emato-
encefalica, che riduce lo scambio di cellule imntame e mediatori dell'infiammazione con
il circolo sanguigno.

Durante il processo neuroinflammatorio, cellule mauronali del tessuto nervoso come le
cellule microgliali e gli astrociti, vengono attteae richiamate al sito di danno (Aloisi, 1999).
Tale attivazione é stata ampiamente descritta éesqatenza (Kreutzberg, 1996; Weiner and
Selkoe, 2002), ma il reale impatto che essa eaemiflla patogenesi e/o l'eventuale
progressione del danno rimane tutto da chiarirgorésenza di un processo neurotossico in
atto, l'insieme delle risposte gliali potrebbe eshare il danno o, al contrario, esercitare un
effetto neuroprotettivo, a seconda dell'equilibclze si viene a determinare tra le funzioni
citoprotettive e gli effetti citotossici legati ‘aftivazione di questa popolazione cellulare,
dipendenti, a loro volta, dall'entita e dalla daraello stimolo lesivo (Hirsch et al., 2003;
Schartz and Kipnis, 2004). La persistenza dei msicefiammatori risulta in una risposta
incontrollata che causa danno irreversibile ai aeufino a comprometterne lintegrita
funzionale. Questi concetti generali si applicandiversi stati patologici tra cui il dolore. E
ormai ampiamente dimostrato che [Iinstaurarsi digbre € accompagnato da un’intensa
attivazione gliale (Paulsen et al., 1987; Hassal.etl992; Meller et al., 1994; Milligan et al.,
2003).

3.1.1 Attivazione delle cellule gliali e dolore

Nel sistema nervoso centrale € possibile distirgues tipi di cellule gliali: microglia,
astroglia e oligodendrociti (Fig. 9). Tuttavia l@vwuale ruolo di questi ultimi nella
nocicezione e ancora sconosciuto. Recenti studostiano un ruolo delle cellule gliali non
solo di “pulitori” in condizioni fisiologiche e patogiche ma anche possono contribuire, una
volta attivate, ad iperalgesia ed allodinia indelti di dolore cronico (Milligan and Watkins
2009). Mediatori quali glutammato, sostanza P, AT#Postaglandine, bradikinina e
chemochine, rilasciate dai neuroni dopo danno aknto periferico, possono indurre

attivazione delle cellule gliali. In base ai diviestimoli attivanti, € possibile avere diverse
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forme di attivazione: morfologica o secretoria. @antbi influenzano la trasmissione sinaptica
mediante il rilascio di prodotti attivi quali ATEitokine. Il funzionale contributo delle cellule
gliali alla nocicezione e supportato da osservazibe inibitori dell’attivazione astrogliale e
microgliale possono produrre considerevoli cambratimeel comportamento nocicettivo
(Paulsen et al., 1987; Hassel et al., 1992; Mdteal., 1994; Milligan et al., 2000, 2001,
2003).

Oligodendrocyte
wraps myelin around
mulliple axons

§ Pastsynaptic
Herminal

) Microglia

Blood vessel

Astrocyte end-feet
wrap around the
blood vessel

Figura 9. Cellule gliali presenti nel tessuto cerebrale &ma rapporti con i neuroni ed i vasi sanguigni.e®ia
interazione é di fondamentale importanza per lgitum metaboliche e protettive del tessuto cerehral

Microglia

Si tratta di macrofagi circolanti che costituiscoihdl0% della glia nel sistema nervoso
centrale. La microglia, che in condizioni fisiologe non € mai a riposo ma si trova in uno
stato di motilita e sorveglianza del microambief\iéake et al., 2009), sembra rispondere
velocemente a danni al midollo spinale e a tespatiferici con cambiamenti della
morfologia, attivita fagocitica, espressione diattari e sintesi e rilascio di citochine inclusi
TNF-a e IL-B (Fig. 10).
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Figura 10. Stadi di attivazione delle cellule microgliali: miglia a riposo che, grazie ai lunghi prolungamenti
sorveglia continuamente il microambiente, primedicroglia in fase di attivazione, in cui i suoi \Ogi
prolungamenti si accorciano, microglia attivata blaequasi del tutto perso i prolungamenti ed haiiaitq una
conformazione tale da poter attuare la funzioneddiga e secretoria.

L’attivazione microgliale e le conseguenze relatige questa attivazione sono state
ampiamente studiate in diversi modelli animali diade: modelli di dolore neuropatico, di
danno traumatico, infammatorio (Gehrmann et @91t Colburn et al., 1997; Molander et
al.,, 1997; Popovich et al.,, 1997; Coyle, 1998; Ruak, 1999; Sweitzer et al., 1999;
Hashizume et al.,, 2000, Raghavendra et al., 20@cedenti studi hanno dimostrato un
ruolo microgliale nello sviluppo del dolore mediatutilizzo di inibitori selettivi di queste
cellule. Un esempio € rappresentato dalla minew@ctihe, inibendo selettivamente il rilascio
di diverse sostanze neuroeccitatorie dalle celimierogliali, blocca lo sviluppo di dolore
(Tikka et al., 2001; Tikka and Koistinaho, 2001).

Inoltre singole iniezioni di microglia attivata, 'aiterno del midollo spinale, inducono
iperalgesia termica in topi, uno dei sintomi dellode neuropatico (Narita M et al., 2006).

E noto anche che, in modelli di dolore neuropatitopattern temporale di attivazione
coincide con l'aumento del dolore percepito dallaale. Precedenti esperimenti di time
course hanno mostrato I'attivazione microglialdenebrna dorsali superficiali, ipsilaterali al
danno periferico, gia 24h dopo induzione del dafino a 14 giorni dopo (Colburn et al.,
1997; Coyle, 1998; Hashizume et al., 2000). Rim@atiavia da chiarire il coinvolgimento

della microglia nel dolore acuto-inflammatorio.
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Astroglia

Gli astrociti sono le cellule piu numerose delesisa nervoso centrale. Essi costituiscono il
50% delle cellule gliali e mostrano eterogeneithaniero morfologia e fisiologia (Matyash
and Kettenmann 2010). L’attivazione astrocitariarisposta a danni (es: danni spinali o
periferici) si verifica con un lungo ritardo, rigpe a quanto accade per la microglia, ma
persiste a lungo. Come per le cellule microgliglii,astrociti, una volta attivati, cambiano la

loro morfologia ed acquisiscono capacita secre{@iig11).

Reactive
Astrocytes

»

b

T Astrocytes

Figura 11. Gli astrociti, una volta attivati, passano da ummformazione sottile ad una conformazione
decisamente piu robusta sia dal punto di vistgpd#ungamenti che per il corpo cellulare.

Gli astrociti proteggono gli assoni dal danno e nmovono la plasticita neuronale
producendo fattori trofici, quali FGF-2 e GDNF (Togyoto et al., 2004). Grazie al loro
intimo contatto con i vasi sanguigni, controllanb flusso sanguigno rilasciando
vasocostrittori e vasodilatatori e possono rispoade stimoli con elevati livelli di Ca2+.
Astrociti formano gap junction con astrociti adiatteed insieme formano una rete attraverso
cui essi comunicano per lunghe distanze medianssdl di calcio.

L’aumento di calcio puo portare a sintesi e rilasdi sostanze proinflammatorie e
pronocicettive che possono ulteriormente attivdregjrociti (Scemes and Giaume 2006) o
altre cellule antinflammatorie (Bélanger e Magigir@009; Milligan e Watkins, 2009).

Nella prima fase di attivazione dopo danno pewfgrigli astrociti rimuovono 'eccesso di
glutammato, grazie alla presenza di specifici waspori sulla loro superficie (GLT1:
glutamate transporter 1 e GLAST: glutamate-aspartatnsporter) riducendo pertanto la

trasmissione eccitatoria sinaptica (Sung et alQ320rawfik et al., 2006). In questa fase
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precoce di attivazione, gli astrociti sono in gratiailasciare citochine anti-inflammatorie,
quali IL-10, IL-4 e TGFB, ed esprimere i recettori per gli endocannabin@B) sulla loro
superficie (Benveniste et al., 200Murante una condizione cronica, in cui si ha una
persistente stimolazione nocicettiva, come il d®laki tipo neuropatico, le cellule gliali
persistono nella loro forma attivata. E’ stato ®rgg che un’attivazione cronica di cellule
astrocitarie, in seguito a danno periferico, cortgpema downregolazione dei trasportatori
per il glutammato, quindi una ridotta rimozionegtlitammato dallo spazio extracellulare ed
un aumento della trasmissione eccitatoria sinagfleavfik et al., 2006; McMahon et al.,
2005), accompagnato dal rilascio di citochine pffammatorie quali, IL-B e TNFa
(Benveniste et al., 2007). Tuttavia I'esatto ruafdrogliale, come anche quello microgliale,

nel dolore acuto-inflammatorio, e’ tutt’'oggi fordedibattito.

3.2 Neuroinflammazione e sistema endocannabinoide

Gli endocannabinoidi possono essere consideratrotragmettitori, ma hanno diverse
caratteristiche di sintesi, storage, trasmissioneineozione dallo spazio extracellulare.
Possono essere rilasciati da neuroni ma anchee dallule gliali ed essi stessi possono
regolarne le funzioni del sistema nervoso ed immawmio. Nelle cellule immunitarie,

I'attivazione dei recettori cannabinoidi alterattiata metabolica e le risposte durante i
processi inflammatori. In seguito verra discussagtessione dei recettori per i cannabinoidi

nelle cellule gliali, microglia ed astroglia.

3.2.1 Espressione dei recettori cannabinoidi in dele microgliali

L’espressione dei due recettori per i cannabingidi conosciuti e studiati, CB1 e CB2,
cambia in base al fenotipo ed al profilo di attieme microgliale. Recettori CB1 sono
espressi da cellule microgliali in coltura, provarti da molluschi, topi e ratti, ma non
dalluomo (Stefano et al., 1996; Waksman et al99t9acchinetti et al., 2003). Tuttavia
come questo recettore regoli la funzione cellutieta microglia rimane ancora controversa.
Al contrario risulta piu comprensibile il ruolo dedcettore CB2 sulla funzione microgliale.
Nel tessuto cerebrale i recettori CB2 sono espissiellule microgliali attivate, ma il loro

fenotipo e la quantita di recettori espressi pugava in base al tipo di neuropatologia che li
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attiva. Un importante esempio e dato dal midolimale di ratto dove I'induzione di dolore
neuropatico upregola i CB2 microgliali, ma non aledo stesso con induzione di dolore
inflammatorio cronico (Zhang al., 2003), anche sesffultimo punto risulta controverso.
Infatti un altro studio dimostra un upregolaziored ecettore CB2 microgliale in risposta a
cambiamenti inflammatori (Maresz et al., 2005). &imhentata espressione di CB2
microgliale e stata trovata in tessuto cerebralpatiienti con patologie neurodegenerative,
malattia di Alzheimer e sclerosi multipla, soprdtilqguando queste cellule sono associate a
placche che si accumulano in queste patologie {Ba&tial., 2003). Un importante punto da
non sottovalutare e che I'attivazione di CB2 ssllgerficie delle cellule microgliali ne puo
regolare la funzione immunitaria. Per esempiotiVazione di CB2 da un lato aumenta la
proliferazione e la migrazione delle cellule midraly dall’altro riduce il rilascio di fattori
proinflammatori come il TNFr e radicali liberi (Walter et al., 2003; Carrier at, 2004,
Ramirez et al., 2005; Dirikoc et al., 2007). Queptuirebbe significare che stimolando
'espressione di CB2 sulle cellule microgliali, vtmumero maggiore di microglia “meno

nociva” dovrebbe accumularsi nei siti di danno.

3.2.2 Espressione dei recettori cannabinoidi in dele astrogliali

Diversi studi riportano il ruolo dei recettori CB2ella regolazione della funzione astrogliale
in diversi modelli di dolore e malattie neurodegeiige, come e stato descritto
precedentemente per la microglia (Cabral and S26a6).

Ulteriori studi rinforzano il ruolo dell'attivazian dei CB1 astrocitari nel controllo del

funzioni metaboliche: per esempio I'attivazioneGB1 su astrociti di ratto aumenta il tasso
di ossidazione del glucosio e ketogenesi, due nmemita coinvolti nella fornitura di energia

a livello cerebrale (Blazquez et al., 1999), dakllo vascolare, dove sono localizzati, ai
neuroni. Tale ipotesi e convalidata dallaumentd whetabolismo energetico del tessuto
cerebrale di ratto dopo esposizione a AEA e THCs{€® Colleoni 2000). Tuttavia sono

ancora da chiarire i meccanismi alla base di talcessi.
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by

Lo scopo del progetto e stato quello di approfandia relazione tra sistema
endocannabinoide e dolore emicranico mediante raadwie del tono cannabinoide
endogeno, secondario al blocco del catabolismoEh & 2-AG, in un modello animale di

emicrania basato sulla somministrazione di NTG.

A tal proposito sono stati utilizzati tre inibitoridrolasici degli enzimi Fatty acid
amide hydrolase (FAAH) e Monoacylglycerol lipaseABIL) che, inibendo la degradazione
di AEA e 2-AG, ne aumentano i livelli endogeni: URR (inibitore di MAGL), URB597
(inibitore aspecifico di FAAH) e URB937 (inibitodi FAAH periferica). La particolarita di
guest’ultimo composto, gentilemente messo a digmow dal Prof. Daniele Piomelli,
Direttore del Dipartimento D3 (Drug Discovery aneévelopment) dell’lstituto Italiano di
Tecnologia (lIT) di Genova, € di non attraversaseblrriera ematoencefalica, pertanto,
essendo la sua azione periferica, eviterebbe fFgewa di effetti collaterali di tipo
psichiatrico e la tossicita per il sistema nervosatrale tipico dei cannabinoidi (Clapper et
al., 2010).

In particolare e stato valutato:

1) leffetto analgesico di tali inibitori in modelli rmmali di dolore fisiologico e
inflammatorio, sia in condizioni basali che in caidni iperalgesiche indotte dalla
NTG,

2) variazione dell'attivazione neuronale in specificheee cerebrali attivate dalla

somministrazione di NTG.

Inoltre, € stata investigata I'eventuale attivaeiogliale, attraverso I'analisi morfologica
atrogliale e microgliale, dopo somministrazioneNdiG, nelle stesse aree cerebrali attivate
dal farmaco. Tale valutazione, e stata effettuateche in seguito al trattamento con gli

inibitori idrolasici per identificare una possibilgerazione con il sistema endocannabinoide.
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In questo progetto di ricerca sono stati utilizzatti maschi Sprague Dawley (200-250 g),
trattati con tre noti inibitori idrolasici: URB60@2mg/kg, i.p., Cayman chemical) inibitore di
MAGL, URB597 (2mg/kg, i.p., Cayman chemical) indo#¢ di FAAH e URB937 (1mg/kg,
i.p.) inibitore periferico di FAAH, al fine di teste tali farmaci in un modello animale di
emicrania basato sulla somministrazione di NTG @/®api.p.).

Per una migliore comprensione, il piano sperimengaktato suddiviso in 3 parti:

FASE 1: valutazione del comportamento nocicettivo, me@iahail Flick test (modello di
dolore fisiologico) e Formalin test (modello di da# inflammatorio);

FASE 2:valutazione dell'attivazione neuronale nelle stesse cerebrali attivate da NTG;

FASE 3: valutazione dell’attivazione astrogliale e miciatg.

La scarsa solubilitd in salina di questi compdsti rappresentato inizialmente un fattore
limitante e, dopo diverse prove, sono stati soirdti in 100% di Dimetilsolfossido
(DMSO), un noto solvente organico. Per evidenziaeentuale effetto del DMSO sulla

soglia algica sono stati inclusi animali di conwotrattati con il solo DMSO.

4.1 FASE 1: valutazione del comportamento nocicettd mediante Tall

Flick e Formalin test

Tail Flick test (modello di dolore fisiologico)

Un animale per volta e stato posto sulla piattabowin registrazione dello strumento Tail

Flick (modello 7360, Ugo Basile) con la coda ingsinita di una luce laser. In questo modo
e stato possibile registrare la latenza (misuradidbre fisiologico), ossia il tempo che

'animale impiega a spostare la coda dal fascitude ad alta intesita. La retrazione della
coda dell’animale comporta I'interruzione del pagga della luce ad infrarossi e il timer,

collegato allo strumento, si ferma automaticamedtecut-off limite di esposizione pari a 20

secondi é stato impostato per evitare danni autess

La misurazione (in secondi) € stata effettuataenpunti diversi della coda e la media delle
tre misurazioni e stata usata come soglia basékottwe fisiologico (Fig. 12).
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Figura 12. Misurazione della soglia fisiologica al Tail flidkst dopo esposizione al calore. La retrazionk del
coda dell’'animale dopo I'esposizione comporta gmtizione del passaggio della luce ad infrarossitiener
collegato dello strumento si ferma automaticamente.

Gli animali sono stati divisi in 8 gruppi sperimalnte i vari trattamenti, con la relativa
tempistica, sono descritti in Tabella 2 e 3. Pea umigliore comprensione del piano
sperimentale, nella Figura 13 sono riassunti i iedfhpomministrazione dei diversi composti,
sia in condizioni basali (in assenza di NTG) checamdizioni iperalgesiche indotte dalla
somministrazione di NTG. In condizioni basali lagka algica € stata misurata prima dei
trattamenti (TOh, baseline) e un’ora dopo la sonstriazione degli inibitori (T1h), tempo in
cui si esplica il massimo effetto analgesico (FRB&\L In condizioni iperlagesiche da NTG, la
soglia del dolore e stata misurata prima della somstnazione di NTG (TOh, baseline),
prima della somministrazione degli inibitori (T3 T4h che corrisponde al massimo picco
d’azione di NTG e degli inibitori (Fig.13B).

Tabella 2. Gruppi sperimentali sottoposti al Tail Flick testcondizioni basali (in assenza di NTG).

GRUPPI TRATTAMENTO (Fig. 13A)

Somministrazione i.p. di DMSO (veicolo degli initik idrolasici). Dopo 1h dalla somministrazione di

DMSO DMSO, gli animali sono stati sottoposti al test: {f)

Somministrazione i.p. di URB602 e dopo 1h dalla somistiazione, gli animali sono stati sottoposti al
URBG602 | test. (n=7)

Somministrazione i.p. di URB597 e dopo 1h dalla somstiazione, gli animali sono stati sottoposti al
URB597 | test. (n=7)

Somministrazione i.p. di URB937 e dopo 1h dalla samstrazione, gli animali sono stati sottoposti al
URB937 | test. (n=7)
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Tabella 3. Gruppi sperimentali sottoposti al Tail Flick test condizioni iperalgesiche indotte dalla
somministrazione di NTG
GRUPPI TRATTAMENTO (Fig. 13B)

Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alamministrazione di DMSO. Dopo 60 minuti
NTG+DMSO | dalla somministrazione di DMSO, gli animali sonatssottoposti al test. (n= 7)

Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alamministrazione di URB602. Dopo 60 minut]
NTG+URB602 | dalla somministrazione di URB602, gli animali sotatissottoposti al test. (n=7)

Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alamministrazione di URB597. Dopo 60 minut]
NTG+URB597 | dalla somministrazione di URB597, gli animali sotatissottoposti al test. (n=7)

Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alamministrazione di URB937. Dopo 60 minut]
NTG+URB937 | dalla somministrazione di URB937, gli animali sotatissottoposti al test. (n=7)

A

/ DAMSOTRB602:
____URB397:URB037

|

] 1
T (0h) T (1h) Tail Flick test
baseline
B
[/ NTG
s DASO/URB602!
@ URB307/.URB937
L |
| |
T (0l T (3N T (4l)
baseline

Tail Flick test

Figura 13. Rappresentazione grafica dei tempi di somministrezidegli inibitori idrolasici e del DMSO
(veicolo dei farmaci), (A) in condizioni basali (eesenza di NTG) e (B) in condizioni iperalgesiahdotte
dalla somministrazione di NTG.

Formalin test (modello di dolore infammatorio)

Un animale per volta, dopo iniezione sottocutaneal@ul di formalina al 1% sulla
superficie plantare della zampa destra, e statbposuna gabbia di plexiglas (10 x 20 x 24
cm) con uno specchio disposto a 45° per meglio attite |'osservazione dei
flinches/shakes, movimenti rapidi di flessione aaonento ripetuto della zampa, correlati al
dolore di tipo inflammatorio nell’animale indottalth formalina. La risposta dolorifica é
stata quantificata come numero totale di finchdsghakes per un minuto nell'intervallo da 1
a 5 min (Fase 1) e, successivamente per periodi aiinuto ad intervalli di 5 minuti nel
periodo compreso fra 10 e 60 min (Fase Il) (Tjolgdrerge et al., 1992, Hao et al., 2000,
Tassorelli et al. 2003a e Tassorelli et al. 2003b).
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Gli animali sono stati divisi in 8 gruppi sperimalnte i vari trattamenti con la relativa
tempistica sono riassunti nella Tabella 4 e 5. Wa@presentazione grafica dei tempi di
somministrazione dei diversi composti, sia in camafi basali (in assenza di NTG) che in

condizioni iperalgesiche da NTG, e descritta neltpura 14.

Tabella 4. Gruppi sperimentali sottoposti al Formalin testcamdizioni basali (in assenza di NTG).

GRUPPI TRATTAMENTO (Fig. 14A)

Somministrazione i.p. di DMSO (veicolo degli initit idrolasici). Dopo 1h dalla somministrazione di

DMSO DMSO, gli animali sono stati sottoposti al testz ()

Somministrazione i.p. di URB602 e dopo 1h dalla somistiazione, gli animali sono stati sottoposti al
URB602 | test. (n=7)

Somministrazione i.p. di URB597 e dopo 1h dalla somstiazione, gli animali sono stati sottoposti al
URB597 | test. (n=7)

Somministrazione i.p. di URB937 e dopo 1h dalla samstrazione, gli animali sono stati sottoposti al
URB937 | test. (n=7)

Tabella 5. Gruppi sperimentali sottoposti al Formalin test, éondizioni iperalgesiche indotte dalla
somministrazione di NTG
GRUPPI TRATTAMENTO (Fig.14B)
Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alamministrazione di DMSO. Dopo 60 minutj
NTG+DMSO dalla somministrazione di DMSO, gli animali sonatssottoposti al test. (n=7)

Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alaimministrazione di URB602. Dopo 60 minti
NTG+URB602 | dalla somministrazione di URB602, gli animali sotatissottoposti al test. (n=7)

Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alaimministrazione di URB597. Dopo 60 minyti
NTG+URB597 | dalla somministrazione di URB597, gli animali sotatissottoposti al test. (n=7)

Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alaimministrazione di URB937. Dopo 60 minyti
NTG+URB937 | dalla somministrazione di URB937, gli animali sotatissottoposti al test. (n=7)

/' DMSOIURB60
‘ URB597URB937
O\
[ | [ |
| | | |
T (Oh) T (1h; Formalin test
NTG
DMSO/URB602
o !| URB597URB937
| | |
| | 1
T (Oh) T (3h) T (4h

Formalin test

Figura 14. Rappresentazione grafica dei tempi di somministrezidegli inibitori idrolasici e del DMSO
(veicolo dei farmaci), (A) in condizioni basali (eesenza di NTG) e (B) in condizioni iperalgesiahdotte
dalla somministrazione di NTG.
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Valutazione Statistica

La soglia del dolore al Tail Flick test & statarespa come media + SD e le differenze fra le
misurazioni (latenza in secondi) sono state anatiizmediante test di Kruskal-Wallis seguito
dal test di Dunn per confronti multipli (per misuren parametriche).

La risposta nocicettiva al Formalin test e stafgesssa come numero di flinches and shakes,
ripartiti nelle due fasi. Le differenze tra i grugono state analizzate mediante I'analisi della
varianza (ANOVA), il Tukey test per confronti mudli o il test “t” di Student nel caso di
confronto tra due gruppi di trattamento.

L’analisi statistica e stata effettuata mediantapgBPad Prism 5 e un livello minimo di

significativita é stato fissato a p< 0.05.

4.2 FASE 2: valutazione dell’attivazione neuronaledei nuclei cerebrali
attivati da NTG

L’attivazione neuronale e stata valutata in cormtizbasali e 4 ore dopo la somministrazione
di NTG, tempo in cui si ha la massima espressiaia gbroteina c-Fos (Tassorelli et al.,
1995). In condizioni basali (in assenza di NTG) WRB, URB597 e URB937 sono stati
somministrati 60 minuti prima del sacrificio (medti@ perfusione transcardiaca), tempo in
cui il loro effetto analgesico € massimo (Fig. 15K) presenza di NTG, la valutazione
dell'attivazione neuronale é stata effettuata 4 @wpo la somministrazione di NTG e 60
minuti dopo la somministrazione degli inibitori,ecleorrisponde al massimo picco d’azione
di entrambi i trattamenti (Fig. 15B).Gli animalirsm stati divisi in 8 gruppi sperimentali e i
vari trattamenti con le tempistiche sono mostratiTebella 6 e 7. Una rappresentazione

grafica dei tempi di somministrazione dei diver@nposti € mostrata in Figura 15.

Tabella 6. Gruppi sperimentali sottoposti a valutazione d#lVazione neuronale, in condizioni basali (in
assenza di NTG).

GRUPPI TRATTAMENTO (Fig. 15A)
Somministrazione i.p. di DMSO (veicolo degli initit idrolasici) e dopo 1h dalla somministrazionk, g
DMSO animali sono stati sacrificati mediante perfusita@scardiaca. (n=5)

Somministrazione i.p. di URB602 e dopo 1h dalla somistiazione, gli animali sono stati sacrificati
URB602 | mediante perfusione transcardiaca. (n= 5)

Somministrazione i.p. di URB597 e dopo 1h dalla somstiazione, gli animali sono stati sacrificati
URB597 mediante perfusione transcardiaca. (n= 5)

Somministrazione i.p. di URB937 e dopo 1h dalla samistrazione, gli animali sono stati sacrificati
URB937 | mediante perfusione transcardiaca. (n= 5)
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Tabella 7.Gruppi sperimentali sottoposti valutazione delettzione neuronale, in presenza di NTG

GRUPPI TRATTAMENTO (Fig. 15B)
Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alaimministrazione di DMSO. Dopo 60 minuti dalla
NTG+DMSO | somministrazione di DMSO, gli animali sono statirfficati mediante perfusione transcardiaca. (n=5)

Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alaimministrazione di URB602. Dopo 60 minuti
NTG+URB602 | dalla somministrazione di URB602, gli animali sotatissacrificati mediante perfusione transcardiaca.

(n=5)

Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alabmministrazione di URB597. Dopo 60 minuti
NTG+URB597 | dalla somministrazione di URB597, gli animali sotatissacrificati mediante perfusione transcardiaca.

(n=5)

Somministrazione i.p. di NTG seguita, dopo 3h,alaimministrazione di URB937. Dopo 60 minuti
NTG+URB937 | dalla somministrazione di URB937, gli animali sotatissacrificati mediante perfusione transcardiaca.

(n=5)
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Figura 15. Rappresentazione grafica dei tempi di somministrezidegli inibitori idrolasici e del DMSO
(veicolo dei farmaci), (A) in condizioni basali @ssenza di NTG) e (B) in presenza di NTG.

Perfusione transcardiaca

Gli animali sono stati sacrificati, mediante inmze i.p. di idrato di cloralio (400mg/kg). In
ciascun animale, & stato eseguito un taglio ségitial piano cutaneo della regione toracica
per permettere I'incannulazione dell’aorta attraeeit ventricolo sinistro. Successivamente,
attraverso una pompa peristaltica, € stata fatieefprima una soluzione fredda di lavaggio
(NaCl 0,9%) poi la soluzione fredda di fissaggiargformaldeide 4% in PBS). Il passaggio
di entrambe le soluzioni di perfusione e stato mamto ad una velocita costante per ciascun
animale. Dopo la procedura di perfusione i censaino stati rimossi dal cranio, post fissati
nella soluzione di fissaggio (paraformaldeide 49%) & seguito, trasferiti in soluzioni

crescenti di sucrosio (10%, 20% e 30%). | campisono stati sezionati, tramite un
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microtomo congelatore a slitta, in fettine di spesdi 5@um e conservate in una soluzione

antifreeze a -20°C fino al processamento medianbeunoistochimica.

Immunofluorescenza

Le sezioni sono state idratate utilizzando un tameplosfato salino (PB), permeabilizzate in
PB/Triton-X100 e contemporaneamente i siti aspadifioccati mediante I'incubazione con
siero di capra al 3% per 1h a temperature ambid®tesezioni sono state poi incubate con
'anticorpo primario overnight a temperatura amhbeerfc-Fos 1:20000;Calbiochem). In
seguito e stato utilizzato un appropriato anticospoondario biotinilato alla concentrazione
di 1:400 e lasciato per 90 minuti. Le sezioni setete quindi incubate con un complesso
avidina-biotina (ABC Elite; 1:250 Vectastain A plu$:250 Vectastain B; Vector
Laboratories, Burlingame, CA) per 30 min segudi uho passaggio di amplificazione del
segnale con una soluzione di tiramide (1:75 peiir¥, RerkinElmer, Wellesley, MA). Infine,
le sezioni sono state incubate con una soluziodTdC Avidina per 2 ore (1:600). Tutte le
sezioni sono state coperte con vetrino copri-ogggitizzando un gel di montaggio acquoso
(Sigma) per proteggere la fluorescenza e consenvaiatole al buio a 4°C.

Le sezioni sono state visualizzate mediante un asampio a fluorescenza (Zeiss) e le

immagini scattate mediante il programma AxioVisikal.

Valutazione Statistica

Per l'analisi dei dati sono stati conteggiati i nogu contenenti nuclei c-Fos positivi nelle
varie aree cerebrali che rispondono, attivanddisi, ssmministrazione di NTG mediante un
sistema computerizzato di analisi di immagine (Afiglon Rel 4.8). | conteggi sono stati
effettuati su tre sezioni in cui ciascun nucleoappresentato secondo una progressione
rostro-caudale.

L'influenza del tipo di trattamento fra gruppi atstvalutata mediante il confronto fra i valori
medi nei diversi gruppi utilizzando il test “t” @tudent per dati non appaiati nel caso del
confronto tra due gruppi. L'analisi della varianG&NOVA) seguita dal Tukey test per
confronti multipli € stata usata nel caso di confootra piu di due gruppi sperimentali.
L’analisi statistica e stata effettuata mediantapgbPad Prism 5 e un livello minimo di

significativita é stato fissato a p< 0.05.
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4.3 FASE 3: valutazione dell’attivazione astroglisd e microgliale

Le sezioni cerebrali utilizzate in questa fase sostate trattate come descritto

precedentemente per la valutazione dell'attivazioeweronale (Tabella 6 e 7, Fig.15A e B).

Immunofluorescenza

Le sezioni sono state idratate utilizzando un tameplosfato salino (PB), permeabilizzate in
PB/Triton-X100 e contemporaneamente i siti aspadifioccati mediante I'incubazione con
siero di capra al 3% per 1h a temperature ambiéetsezioni sono state poi incubate con I
anticorpo primario overnight a temperatura ambi€sf&@P (marcatore astro gliale, 1:4000;
Santa-Cruz) e lbal (marcatore microgliale, 1:1000).seguito e stato utilizzato un
appropriato anticorpo secondario biotinilato aleentrazione di 1:400 e lasciato per 90
minuti. Le sezioni sono state quindi incubate cancamplesso avidina-biotina (ABC Elite;
1:250 Vectastain A plus 1:250 Vectastain B; Vedtaboratories, Burlingame, CA) per 30
min seguiti da uno passaggio di amplificazione skinale con una soluzione di tiramide
(1:75 per 7 min; PerkinElmer, Wellesley, MA). Inéinle sezioni sono state incubate con una
soluzione di Avidina legata al fluorocromo verddT(€) per 2 ore (1:600). Tutte le sezioni
sSono state coperte con vetrino copri-oggetto aalimo un gel di montaggio acquoso (Sigma)
per proteggere la fluorescenza e conservate iolscatbuio a 4°C.

Tutte le immagini sono state acquisite utilizzandanicroscopio confocale laser a scansione

(Leica).

Valutazione statistica

Per I'analisi morfologica delle cellule astrogliglimicrogliali € usata la scala di attivazione
proposta dal gruppo di Colburn (1997) (Fig.16),08& cui ad ogni stadio di attivazione e’
assegnato un grado che va da “*” (microglia ecbgb#r a riposo) a “+++” (grado massimo di

attivazione).
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Figura 16. A-D. Microfotografie rappresentative degli stadi dtivazione microgliale mediante Ibal ir
(Colburn et al., 1997). (A) “" microglia a ripogmon perturbata) molto ramificata ed apparenzaleso{B)
“+"microglia ancora ramificata, area ridotta attoralle cellule. (C) “++” microglia poco ramificatarea tra le
cellule & sempre piu ridotta; (D) “+++" microgliam brevi proiezioniE—H. Microfotografie rappresentative
degli stadi di attivazione astrogliale mediante GFil (Colburn et al., 1997). (E) “¢” astroglia oiso (hon
perturbata) con sottili proiezioni e distanziate oro; (F) “+"astroglia ancora ramificata, aredatita attorno
alle cellule; (G) “++" astroglia poco ramificatarea tra le cellule € sempre piu ridotta per I'autoeella
densita; (H) “+++"astroglia con proiezioni cortesgesse.
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Per una migliore comprensione del piano sperimentailsultati ottenuti nel presente studio
sono stati suddivisi in 3 parti:

FASE 1 Valutazione del comportamento nocicettivo medaiardil Flick test e Formalin test;
FASE 2 Valutazione dell'attivazione neuronale in spetié aree cerebrali;

FASE 3 Valutazione dell'attivazione astrogliale e midiatg.

5.1 FASE 1: valutazione del comportamento nocicetd mediante Tall
Flick e Formalin test

In questa parte sperimentale é stata valutata fimzi@ne della soglia basale del dolore
fisiologico, mediante Tail Flick test (modello dbldre fisiologico) e la variazione del
comportamento nocicettivo nelle due fasi del Fommatest (modello di dolore
inflammatorio), dopo trattamento con i tre inibitmrolasici: URB602 (inibitore di MAGL),
URB597 (inibitore di FAAH) e URB937 (inibitore pésrico di FAAH), sia in condizioni

basali che in condizioni iperalgesiche da NTG.

5.1.1 Effetto iperalgesico di NTG al Tail Flick e Brmalin test

La somministrazione di NTG ha indotto una signtiia riduzione della soglia algica al Tail

Flick test, 3 e 4 ore dopo la sua somministraziaspetto al valore di latenza basale
(baseline) confermando dati precedenti (Tassorellial., 2003). Nessuna variazione
significativa della soglia basale & stata osserdaf@o somministrazione di salina (veicolo

NTG) (Fig. 17). Al Formalin test, la somministraze di NTG ha indotto un aumento

significativo del numero di flinches e shakes &efleconda fase del test, fase detta

“iperalgesica”, rispetto al gruppo controllo (Fi§)1

44



CAPITOLO 5 RISULTATI

[:5]

= - .

5 Tail Flick test

w

5 1807 - saline
5 Saline or NTG

@ NTG
=

® 100+ *:—‘E————‘_’é

2 -

3 * *

T 50

D

=]

@

E u T T T

= & o »

(-] (\

S &@@

time (hours)

Figura 17. Effetto iperalgesico indotto dalla somministraziaheNTG rispetto al gruppo trattato con soluzione
salina (veicolo di NTG) al Tail Flick test. | datono espressi come variazione % della latenza medgo il
basale (100%) +SEM. *p<0.05 NTG vs baseline, Kalidkallis test e Dunn's Multiple Comparison Tesr p
misure non parametriche.
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Figura 18. Effetto iperalgesico indotto dalla somministraziaheNTG rispetto al gruppo trattato con soluzione
salina (veicolo di NTG) al Formalin test. Gli istaghmi mostrano il numero totale di flinches/shakeka Fase
| e Fase Il del Formalin test. | dati sono espressie media + SEM. *p<0.05 vs salina, “t” tesGdiident.

5.1.2 Effetto del DMSO sul comportamento nocicettiv al Tail Flick e al Formalin test

Per valutare l'influenza del DMSO (utilizzato perluilizzare gli inibitori idrolasici) sulla
soglia algica, alcuni animali sono stati trattathndMSO e sottoposti al Tail Flick test e al
Formalin test. Al Tail Flick test, la soglia nodittea e stata misurata prima della
somministrazione di DMSO (baseline), 30 e 60 mirddpo. | dati ottenuti non hanno
mostrato nessuna variazione significativa dellalisoglgica verso il basale (baseline)
(Fig.19A). La somministrazione di NTG in associgmoal DMSO ha ridotto in maniera
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significativa la latenza al Tail Flick test, 3 eofle dopo la sua somministrazione, come
osservato per il gruppo NTG. Tale risultato dimasthe I'effetto sulla soglia € dato solo
dalla somministrazione di NTG (Fig.19B).

Al Formalin test, la somministrazione di DMSO halatto un aumento significativo del
comportamento nocicettivo solo nella prima Fasetels, rispetto al gruppo salina. Nessun
aumento significativo € stato evidenziato nellaeFslel test, detta iperalgesica, rispetto al
gruppo salina (Fig.20A). L'effetto del DMSO e statalutato anche in presenza di NTG e
confrontato con il gruppo NTG (Fig.20B). | dati entuti hanno confermato un aumento
significativo del numero di flinches e shakes sokila Fase | nel gruppo NTG+DMSO
rispetto al gruppo NTG, dimostrando che l'effettd BMSO e limitato alla prima fase.
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Figura 19. Effetto della somministrazione di salina e DMSO,(NJIG e NTG+DMSO (B) al Tail Flick test. |
dati sono espressi come variazione % della lateredia verso il basale (100%) +SEM. *p< 0.05 vselias,
Kruskal-Wallis test e Dunn's Multiple Comparisonst,gper misure non parametriche.
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Figura 20. Effetto della somministrazione di salina e DMSO,(NJI G e NTG+DMSO (B) al Formalin test. Gli
istogrammi mostrano il numero totale di flincheslgls nella Fase | e Fase Il del Formalin test.til gtmo
espressi come mediazSEM. *p< 0.05 vs DMSO (A), 885 vs NTG+DMSO (B), "t” test student.
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5.1.3 Effetto della somministrazione degli inibitor idrolasici in condizioni basali (in
assenza di NTG) al Tail Flick e Formalin test

In condizioni basali (in assenza di NTG), la sogligica al Tail Flick test & stata misurata
prima della somministrazione degli inibitori (base), 30 e 60 minuti dopo. Un aumento
significativo della soglia del dolore € stato ogaéw 60 min dopo la somministrazione solo
per URB597 e URB937, rispetto al valore baseliresamministrazione di URB602 non ha

modificato il comportamento nocicettivo rispettdalseline (Fig.21).

Al Formalin test, la somministrazione di URB602 tdotto il comportamento nocicettivo
solo nella prima fase del test. La somministrazidingRB597 ha ridotto invece il numero di
finches/shakes in entrambe le fasi rispetto alroiot(DMSO). Infine, URB937 ha ridotto in
maniera significativa il comportamento nocicettsao nella seconda fase del test, rispetto al

gruppo controllo (Fig.22).
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Figura 21. Effetto della somministrazione degli inibitori idagici al Tail Flick test. | dati sono espressi eom
variazione % della latenza media verso il basali®®%) +SEM. *p< 0.05 URB597 e URB937 vs baseline.
Kruskal-Wallis test e Dunn's Multiple Comparisorst,gper misure non parametriche.
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Figura 22. Effetto della somministrazione di DMSO (veicolo daimaci), URB602, URB597 e URB937 (in
condizioni basali) al Formalin test. Gli istogrammostrano il numero totale di flinches/shakes nElige | e
Fase Il del Formalin test. | dati sono espressieonedia + SEM. *p<0.05 vs DMSO, one-way ANOVA,
Tukey Multiple Comparison Test.

5.1.4 Effetto della somministrazione degli inibitor idrolasici in condizioni iperalgesiche
indotte da NTG al Tail Flick e Formalin test

Al Tail Flick test, URB602 ha indotto un aument@rsficativo della soglia nocicettiva
rispetto al valore di latenza basale (baseline) wellg misurato 3 ore dopo la
somministrazione di NTG (T3h). Allo stesso modoskamministrazione di URB597 ha
ridotto in maniera significativa I'iperalgesia irtthb da NTG e unaariazione significativa
infatti & stata riportata rispetto al tempo 3h.cAhtrario la somministrazione di URB937 non
ha ridotto l'iperalgesia indotta da NTG, mostranmssuna differenza significativa verso il
tempo 3h (T3h). | dati sono riassunti nella Figeida

Al Formalin test,la somministrazione di URB602 e URB597 hanno ridottomaniera
significativa il comportamento nocicettivo in entriae le fasi del test, rispetto al gruppo
NTG+DMSO. La somministrazione di URB937 ha dimiouitnumero di finche/shakes solo
nella seconda fase del test (Fig. 24).
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Figura 23. Effetto della somministrazione di URB602, di URB58 di URB937 sull'iperalgesia indotta dalla
somministrazione di NTG al Tail Flick test. | dattno espressi come variazione % di latenza medo vk
basale (100%) +SEM. *p<0.05 NTG+DMSO e NTG+URB933tise baseline, °p<0.05 URB602 e URB597 vs
3h. ANOVA, Kruskal-Wallis test e Dunn's Multiple @parison Test, per misure non parametriche.
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Figura 24. Effetto della somministrazione degli inibitori idasici sull'iperalgesia indotta da NTG al Formalin
test. Gli istogrammi mostrano il numero totale lfiches/shakes nella Fase | e Fase Il del Forntedin | dati
sono espressi come media + SEM. *p<0.05 vs NTG$DMone-way ANOVA, Tukey Multiple Comparison
Test.

5.2 FASE 2: valutazione dell’attivazione neuronale

In accordo ai dati precedenti (Tassorelli C etl#895; Greco et al 2011), la somministrazione
di NTG ha attivato i nuclei cerebrali situati nalopencefalo (PVH e AMI) e nel tronco
encefalico (PAG, PAB, LC, NTS, AP e NTC) rispettecsao gruppo salina (veicolo di NTG)
Tale attivazione era presente anche nel NTG+DMSgetio al solo gruppo DMSO. Nessuna
differenza significativa e stata evidenziata trgriippo DMSO e il gruppo salina (veicolo

della NTG) (Fig.25).
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Figura 25. Attivazione neuronale indotta dalla somministragioti NTG rispetto al gruppo trattato con
soluzione salina (veicolo di NTG) o DMSO (veicoledli inibitori idrolasici), a livello dei nuceli cebrali
analizzati (PVH, nucleo paraventrivolare dell'ipatao; AMI, nucleo centrale dellamigdala; PAG, ddg
periaqueduttale; PAB, nucleo parabrachiale; NT$|ewdel tratto solitario; NTC, nucleo trigeminai@udale).
| dati sono espressi come media + SEM. *p<0.0%aléa, °p<0.05 vs DMSO, ANOVA, Tukey Multiple

Comparison Test.
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5.2.1 Effetto degli inibitori idrolasici sull’attiv azione neuronale in condizioni basali (in
assenza di NTG)

In condizioni basali (in assenza di NTG), la somstmazione dei tre inibitori idrolasici non
ha mostrato nessun effetto significativo sull’esgrene della proteina c-Fos a livello dei
nuclei analizzati, rispetto al gruppo trattato c@MSO. Solo URB937 ha ridotto

I'espressione neuronale a livello del nucleo AMb(E6).
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Figura 26. Effetto della somministrazione degli inibitori idasi (URB602, URB597 e URB937) in condizioni
basali (in assenza di NTG), a livello dei nucleiret®ali analizzati (PVH, nucleo paraventrivolare
dell'ipotalamo; AMI, nucleo centrale dellamigdalBAG, grigio periagueduttale; PAB, nucleo parabiaeh
NTS, nucleo del tratto solitario; NTC, nucleo trigieale caudale)l dati sono espressi come media + SEM.
*p<0.05 vs DMSO (veicolo degli inibitori), one-waNOVA, Tukey Multiple Comparison Test.

5.2.2 Effetto degli inibitori idrolasici sull’attiv azione neuronale indotta da NTG

Il trattamento con URB602 ha ridotto significativemte I'attivazione neuronale, indotta da
NTG, in quasi tutti i nuclei valutati, raggiungenda livello statisticamente significativo a
livello di AMI, PAG, PAB, LC, NTS e NTC, rispettd gruppo NTG+DMSO. URB937 ha,
invece, ridotto I'espressione della proteina c-kdwvello del PAG, LC, NTS e NTC rispetto
al gruppo NTG+DMSO. Nessuno effetto significativall'espressione di c-Fos € stato
osservato dopo somministrazione di URB597 (Fig. RliBlle Figure 28 e 29 sono mostrate

alcune sezioni rappresentative di PAG e NTC naigrappi di trattamento.
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Figura 27. Effetto della somministrazione degli
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sull'attivazione neuronale indotta da NTG, nei miicterebrali analizzati (PVH, nucleo paraventrivela
dellipotalamo; AMI, nucleo centrale dellamigdalRAG, grigio periaqueduttale; PAB, nucleo parabiaeh
NTS, nucleo del tratto solitario; NTC, nucleo tmigieale caudale)l dati sono espressi come media + SEM.
*p<0.05 vs DMSO (veicolo degli inibitori), °p<0.065 NTG+DMSO. ANOVA one-way e Tukey Multiple
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Figura 28. Espressione della proteina c-Fos in sezioni ragptatve di PAG nei diversi gruppi di trattamento:
DMSO (veicolo), NTG+DMSO, NTG+URB602, NTG+URB597T8+URB937. Scale bar: 100 pum.
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Figura 29. Espressione della proteina c-Fos in sezioni ragptative di NTC nei diversi gruppi di trattamento:
DMSO (veicolo), NTG+DMSO, NTG+URB602, NTG+URB597T8+URB937 . Scale bar: 100 pum.
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5.3 FASE 3: valutazione dell’attivazione astroglia e microgliale

La caratterizzazione dell'attivazione astroglialenerogliale, e stata effettuata attraverso la
valutazione dell’'analisi morfologica (secondo ¢ala di Colburn, 1997) delle cellule GFAP
e dilbal positive, negli stessi nuclei cerebattivati da NTG, sia in condizioni basali che in
condizioni iperalgesiche. Nessuna differenza eastaidenziata nell’attivazione astrogliale e
microgliale nei vari nuclei valutati tra il grupgmttato con salina ed il gruppo DMSO. Al
contrario, una lieve attivazione astrogliale (++9tata evidenziata dopo somministrazione di
NTG rispetto al gruppo salina. Tale condizione spetuta in tutte le aree cerebrali quando
la NTG e stata somministrata in presenza di DMSOGNDMSO vs DMSO). Nessuna
differenza significativa nel grado di attivazionelld microglia € stata riportata nei nuclei
cerebrali dei diversi trattamenti (Tabella 8). Meflgura 30 e rappresentata I'attivazione

astogliale e microgliale in sezioni rappresentativBAG nel gruppo NTG e veicolo.

Tabella 8.Risposta gliale di animali trattati con salina o®{Tei nuclei attivati da NTG.

(A) ATTIVAZIONE ASTROGLIALE (B) ATTIVAZIONE MICROGLIALE
(GFAP-ir) (Ibal-ir)
salina NTG DMSO NTG+DMSO salina NTG DMSO NTG+DMSO
PVH o/+ ++ + ++ + + + +
AMI . + . + + T - T
PAG o/+ ++ of/+ ++ + + + +
PAB + ++ + ++ + + + +
LC + ++ + ++ + + + +
NTS + ++ + ++ + + + +
NTC . + . + + + + +

A) Tabella rappresentativa degli stadi di attivaziasé&rogliale mediante GFAP ir (Colburn et al., 198@i
diversi gruppi di trattamento. “” astroglia a rgm(non perturbata) con sottili proiezioni e digtate tra loro;
“+"astroglia ancora ramificata, area ridotta attmaile cellule; “++" astroglia poco ramificata, artra le cellule
€ sempre piu ridotta per 'aumento della densit; “¢-++"astroglia con proiezioni corte e spesBg.Tabella
rappresentativa degli stadi di attivazione micralglimediante Ibal ir (Colburn et al., 1997) needsv gruppi di
trattamento. “»” microglia a riposo (non perturbataolto ramificata ed apparenza sottile; “+"micriaghncora
ramificata, area ridotta attorno alle cellule. “+ndicroglia poco ramificata, area tra le celluleemgre piu
ridotta; “+++" microglia con brevi proiezioni.
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GFAP
.
Ibal

. - i

Figura 30. Microfotografie rappresentative dell’attivaziondragliale (A) e microgliale (B) nei diversi gruppi
di trattamento a livello del PAG. Scale bar: 40 um.

5.3.1 Effetto degli inibitori idrolasici sull’attiv azione microgliale e astrogliale in
specifiche aree cerebrali

La somministrazione degli inibitori idrolasici imedizioni basali (in assenza di NTG) non ha
mostrato nessuna evidente attivazione nelle vaide analizzate, rispetto al gruppo trattato
con DMSO.La somministrazione di URB602 e di URB937 dopo sanmtrazione di NTG,
ha incrementato ulteriormente lo stato di attivaeicastrogliale nel PAG, PAB e NTC
rispetto al gruppo NTG+DMSO. Al contrario dopo somistrazione di URB597 in presenza
di NTG, lanalisi morfologica dell'astroglia nellgarie aree non ha mostrato differenze
rispetto al gruppo NTG+DMSO. Nessuna modificaziosignificativa dello stato di
attivazione microgliale e stata evidenziata ini iugtuppi di trattamento.

L’analisi morfologica dell’astroglia e della micrigy secondo la scala di Colburn, e riportata
in tabella 9. Nelle Figure 31 e 32 sono mostramose rappresentative di PAG e NTC nei
vari gruppi di trattamento.
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Tabella 9.Risposta astrogliale di animali trattati con salindTG, nei nuclei attivati da NTG.

ATTIVAZIONE ASTROGLIALE (GFAP-ir)

In assenza di NTG In presenza di NTG
DMSO URBG60Z URB597 URB937 NTG+DMSO NTG+URBG602 NTG+URB597 NTG+URB937

PVH + + + + ++ ++ ++ ++
AMI . + + + + + + +

PAG + + . + ++ +++ ++ +++
PAB + + + + ++ +++ ++ +++
LC + + + + ++ ++ ++ ++
NTS + + + + ++ ++ ++ ++
NTC . . . . + ++ + ++

Tabella rappresentativa degli stadi di attivaziasrogliale mediante GFAP ir (Colburn et al., 196&) diversi

gruppi di trattamento. “s” astroglia a riposo (ngerturbata) con sottili proiezioni e distanziata toro;
“+"astroglia ancora ramificata, area ridotta attoaile cellule; “++" astroglia poco ramificata, area le cellule
€ sempre piu ridotta per 'aumento della densk;“¢++"astroglia con proiezioni corte e spesse.

GFAPiIr

URB602 URB597 URB937
NTG+URB602 NTG+URB597 NTG+URB937

Figura 31. Microfotografie rappresentative dell'attivaziondragliale nei diversi gruppi di trattamento a likel
del PAG. Scale bar: 40 pm.
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GFAPir

DMSQO URB602 URB597 URB937
(XL “\\
g4 NT1G+DMSO NTG+URB602 NTG+URB597 NTG+URB937
_/\x_———f-’/

Figura 32. Microfotografie rappresentative dell'attivaziondragliale nei diversi gruppi di trattamento a likel
del NTC. Scale bar: 40 um.
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6.1 Modello animale di emicrania; utilita e valenza del modello

sperimentale utilizzato

L’emicrania é un disordine neuro-vascolare complesaratterizzato da complicate relazioni
fra meccanismi neuronali e vascolari, alcuni conasaltri da chiarire. Uno dei principali
attori responsabili dell'attivazione del sistemigdmino vascolare € 'ossido nitrico (NO),
che agisce attivando le fibre nervose sensoritdretfti alle meningi, causando cosi il rilascio
di neuropeptidi vasoattivi (Lassen et al., 1998¢9eh et al., 1993 Messlinger et al., 2000
Strecker et al. 2002) e ulteriore vasodilataziseguita da infiammazione neurogenica.

E’ noto che la somministrazione sistemica di NTdenatore di NO, evoca nei soggetti
emicranici una crisi dolorosa con tutte le car&gtmhe degli attacchi spontanei, che si
manifesta abitualmente con un intervallo di alcone (Sicuteri et al., 1987; Iversen et al.,
1989, 1994; Olesen et al., 1993, 1995; Buzzi e2@03; Sances et al., 2004; Tassorelli et al,
2006). Nellanimale induce attivazione neuronalespecifiche aree cerebrali, associata ad
uno stato di iperalgesia, percepibile come ridstiglia algica al Tail Flick test, o aumentato
comportamento nocifensivo al Formalin test (TadBoeeJoseph, 1995; Tassorelli et al.,
1996, 1997, 1999, 2000, 2001, 2003, 2006; Buzassarelli, 2003).

Diversi studi sperimentali e clinici hanno dimostramportanti relazioni tra il sistema
endocannabinoide ed emicrania (Russo et al. 20@¢hilli et al.,2007; Cupini et al., 2008;
Greco et al, 2010; 2011). In soggetti con cefalaaaduso di farmaci e stata riportata una
ridotta attivita della FAAH piastrinica, associaté un aumento del processamento spinale, in
seguito a somministrazione di NTG. Gli autori hannterpretato tale dato come effetto
compensatorio alla possibile diminuzione dei livelhdogeni di AEA in questi pazienti
(Perrotta et al., 2012). Tali risultati sono supgbrdal’aumento della densita dei recettori
CB1, in particolare nelle aree cerebrali che inflzemo il dolore, avvalorando pertanto l'idea
di una disfunzione del sistema endocannabinoidgagienti emicranici (Van der Schueren
et al.,, 2011). Inoltre, sono noti gli effetti dearmabinoidi sui recettori cerebrali della
serotonina, che rappresentano il razionale peral impiego nel trattamento della crisi acuta
e nella terapia profilattica dell’emicrania. | cafmoidi, infatti, riducono la liberazione di
serotonina dalle piastrine (Volfe et al., 1985) & modulano I'attivita a livello cerebrale
(Boger et al.,1998) riducendo la nausea, sintomguiente durante I'attacco emicranico.
Studi effettuati dal gruppo di ricerca con cui ablbro, hanno riportato un’alterazione del

sistema endocannabinoide in specifiche aree cédrdbratto dopo somministrazione di NTG
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(Greco et al., 2010). In particolare, i risultatiemuti hanno mostrato che I'iperalgesia indotta
da NTG é associata ad una maggiore attivita ddhelasi FAAH e MAGL e densita dei
recettori CB in specifiche aree cerebrali di rathooltre, Greco e collaboratori hanno
dimostrato che la somministrazione sistemica di ABA alto dosaggio, 20mg/Kg) riduce |l
comportamento nocifensivo al Formalin test, accanpto da una riduzione dell’espressione
della proteina c-Fos nel NTC, nucleo centrale naltalulazione del dolore cefalico (Greco et
al., 2011).

Dalla scoperta di potenziali effetti analgesici ldesmndocannabinoidi, diversi studi hanno
indirizzato il loro interesse sullinibizione deltabolismo di AEA e 2-AG. In modelli di
dolore acuto-inflammatorio, l'inibizione della FAAEI della MAGL, che aumenta i livelli
endogeni rispettivamente di AEA e 2-AG, e in gradio indurre analgesia e ridurre
l'inflammazione (Jhaveri et al., 2008; Guindonlet2011; Clapper et al., 2010).

Sebbene gli endocannabinoidi siano secreti daiomgudiversi dati confermano una loro
produzione anche da parte di cellule gliali in darmhi di neuroinflammazione (Walter et al.,
2002; Skaper et al., 2013). La neuroinflammazioaesata dallo stravaso proteico di
neuropeptidi, come la sostanza P e il CGRP, rédiscalle terminazioni periferiche del
sistema del trigemino vascolare, € considerataatioré chiave nella generazione del dolore
associato all’emicrania. La glia e il principalpdicellulare che puo rispondere a questo tipo
di inflammazione, infatti un’attivazione gliale &t dimostrata in un modello sperimentale
di emicrania, indotta dalla spreading depressiam €T al., 2009). L'attivazione gliale e gli
eventi neuroinflammatori che ne conseguono sondarizzdti alla neuroprotezione e
all’eliminazione della causa scatenante, anchenagparsistente attivazione puo avere effetti
neurotossici (Milligan e Watkins, 2009).

In questo studio é stato valutato l'effetto analgegell’inibizione della degradazione di
AEA e di 2-AG, combinando il modello animale di enainia, basato sulla somministrazione
di NTG con due diversi modelli animali di doloreafllFlick test e Formalin test). Inoltre,
sono state investigate le componenti centrali eféditto analgesico dell'inibizione idrolasica
di FAAH e MAGL, attraverso la valutazione della f@oa c-Fos in specifiche aree cerebrali.
In particolare i potenziali effetti analgesici dRB937, un inibitore della FAAH periferica,
potrebbero essere di grande rilevanza poiché Husmpesto composto, nelluomo, eviterebbe
insorgenza di effetti collaterali legati all'attaizione dei recettori CB1 (Clapper et al., 2010).
Infine, nelle stesse aree cerebrali € stato valdtatoinvolgimento della modulazione gliale
nel dolore emicranico e l'influenza, su essa, detamento con gli inibitori idrolasici della
FAAH e MAGL.
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6.2 Effetti dell’inibizione del catabolismo dei principali endocannabinoidi

nel modello animale di emicrania

URBG602, inibitore di MAGL

A differenza di AEA, i cui potenziali effetti anadgici sono stati ampiamente studiati, il ruolo
funzionale della 2-AG nel dolore € poco conoscilfoso degli inibitori della MAGL ha,
pertanto, offerto l'opportunita di studiare il pateale ruolo anti-inflammatorio e anti-
nocicettivo di questo endocannabinoide. URB602, imibitore specifico della MAGL,
aumenta solo i livelli di 2-AG senza modificareivelli di AEA, sia in vitro che in vivo
(Hohmann et al., 2005), mostrando pertanto unae feelettivita. Guindon e collaboratori
hanno dimostrato che la somministrazione di 2-AG padurre effetti anti-nocicettivi
periferici al Formalin test e che la somministrazodi URB602, localmente nella zampa
dell'animale, aumenta l'effetto anti-nocicettivo 2ZHAG esogeno (Guindon et al., 2007). In
accordo, Comelli e collaboratori hanno dimostral® da somministrazione sistemica di
URBG602 nel ratto riduce I'edema e linfiammazionadotti dalla somministrazione di
carragenina a livello plantare (Comelli et al., 2D0

In questo studio € stato dimostrato per la primidavche la somministrazione sistemica di
URBG602 puo prevenire lo sviluppo dell'iperalgeseusata dalla somministrazione di NTG al
Formalin test e al Tail Flick test, senza indumalgesia in condizioni basali. | meccanismi
alla base di questa modulazione potrebbero espmgasi con 'aumento dei livelli di 2-AG,
secondario al blocco della sua degradazione, ddigpinale e sovraspinale. Elevati livelli
endogeni di 2-AG potrebbero compensare la riduzieliBendocannabinoide, indotta dalla
somministrazione di NTG. Infatti Bisogno e collabtmri hanno dimostrato che NO,
rilasciato/prodotto dalla NTG, aumenta l'uptakelalé-AG, riducendone la disponibilita a
livello extracellulare (Bisogno et al., 2001). locardo con tale ipotesi, una maggiore attivita
della MAGL e densita dei recettori CB, e stata emizlata dopo somministrazione di NTG
nell'area mesencefalica di ratto (Greco et al.,@01Inoltre, in uno studio clinico e stato
dimostrato che pazienti emicranici e pazienti cefalea da overuse di farmaci sintomatici,
presentano ridotti livelli piastrinici di AEA e d-AG, e che i ridotti livelli di 2-AG sono
strettamente correlati con ridotti livelli di sevatna (Rossi et al., 2008).

| possibili siti su cui questo inibitore sembraragnel nostro modello di emicrania sono
suggeriti dai risultati ottenuti dalla valutaziodell’attivazione neuronale. Infatti I'inibizione

della MAGL ha ridotto in maniera significativa lf@®essione della proteina c-Fos nel PAG,
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PAB, AMI, LC, NTS e NTC. Tuttavia, il dato piu sificativo e rappresentato dall’inibizione
dell'attivazione neuronale nel PAG e NTC, che gmmaun ruolo cardine nella
modulazione/trasmissione del dolore. La ricca imagione serotoninergica di queste aree
sembra pertanto suggerire un’interazione da pdeta 2-AG con questo sistema, mentre
I'idea che il sistema endocannabinoide possa essameolto nella regolazione delle risposte
allo stress spiegherebbe la riduzione della c-Rr@seae cerebrali come AMI e NTS, implicate
nello stato emozionale (Williamson and Evans 2000).

| presenti dati suggeriscono che 2-AG ha poteneiffditti anti-iperalgesici ed € in grado di
ridurre I'espressione della c-Fos in un modellavaale di emicrania, anche se i meccanismi
alla base di questo fenomeno sono al momento eldsmtavia in uno studio precedente e
stato suggerito che [I'azione anti-nocicettiva dRB602 pud essere espletata da 2-AG
direttamente sui recettori CB2, inibendo il rilasctli sostanze pro-infammatorie dai
macrofagi (Comelli et al., 2007). Inoltre, e ipatibile che la riduzione dell’attivazione
neuronale sia legata all'inibizione di NF-kB e/taaiduzione della ciclossigenasi-2 (COX2),
indotti dalla somministrazione di NTG a livello megiale e cerebrale (Reuter et al., 2001,
Greco et al, 2005). A supporto di tale ipotesitaosdimostrato che la somministrazione di
URBG602 inibisce I'attivazione di NF-kB (Panikashwt al., 2005, 2006) e I'espressione di
COX2 dopo insulti inflammatori ed eccitotossibiu H et al., 2011)

URB937, inibitore di FAAH periferica

| risultati ottenuti hanno dimostrato che l'inibiéodella FAAH periferica, URB937, contrasta
l'iperalgesia causata da NTG nella fase Il del Fdimtest ma non nel Tail Flick test. | siti
d’azione dell'inibitore sono, almeno in parte, éeninazioni nervose periferiche a livello del
danno tessutale in cui avverrebbe 'aumento di AEASstato infatti ipotizzato che AEA
possa agire come un segnale paracrino per modliatensita degli stimoli dolorosi
originati a livello dei tessuti danneggiati. | safirgenerati dall’inflammazione e dal danno
neuronale possono pertanto innescare la produicaé di AEA e la sua interazione con i
recettori CB1 posti sulle terminazioni nervose feeiche, riducendo la trasmissione del
dolore a livello spinale (Clapper et al. 2010; Layeér, 2010).

L’inibizione della FAAH periferica ha ridotto l'espssione della c-Fos in maniera
significativa nel PAG, LC, NTS e NTC, in accordoncda riduzione del numero di
flinches/shakes nel Formalin test, dove l'attivagalel PAG e LC ha un ruolo chiave (Finn

et al, 2003). Studi precedenti hanno suggerito A& induce uno stato iperalgesico
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attraverso meccanismi complessi che coinvolgondena sensitizzazione del sistema del
trigeminovascolare a livello meningiale, attravetsdtivazione della INOS (Reuter et al.,
2001; Bhandare et al., 2011). Pertanto, e ipotilzahe URB937 eserciti la sua azione nel
sistema del trigeminovascolare, probabilmente allbvdelle meningi ma il meccanismo
attraverso cui si verificherebbe e ancora sconasciu

Costa e collaboratori hanno osservato che [lindniei delluptake dell'anandamide,
attraverso il blocco del carrier, puo ridurre I'esgsione di NO e di TNE-in un modello di
dolore neuropatico (Costa et al., 2006). L’aumedt& tono cannabinoide periferico,
determinato da URB937, potrebbe quindi causareridoaione della sintesi di NO a livello
delle meningi, che si rifletterebbe in una ridapressione neuronale di Fos.

Altrettanto incerta, sulla base dei dati ad oggpdnibili, appare la definizione degli effettori
coinvolti nei fenomeni indotti da URB937. In basalati presenti in letteratura, & possibile
ipotizzare ufazione dell'anandamide a livello dei recettori CBcdlizzati sui vasi
extracerebrali della dura madre (Matsuda et aB01®oehe et al., 1991), ma anche su altri
recettori funzionalmente correlati, come il recedtbansient receptor potential vanilloid type
1 (TRPV1) (Shimizu et al., 2007) o recettori cannain atipici attualmente denominati
CBx (non ancora clonati), localizzati sull’endotelrasale (Begg et al., 2005). Tuttavia, al
momento non siamo in grado di stabilire quali siasegnali che contribuiscono allaumento
dell’endocannabinoide a livello della dura e stiudliri saranno necessari per chiarire questo

aspetto.

URB597, inibitore non selettivo di FAAH

La somministrazione di URB597, inibitore aspecifaela FAAH che idrolizza AEA, PEAe
2-AG (Cravatt et al 1996; Goparajeet al, 1999; Beltramo e Piomelli, 2000; Saario et al
2004), ha mostrato un effetto anti-iperalgesicoeimtrambi i test comportamentali. Tale
effetto analgesico, dimostrato anche in altri s(itblt et al., 2005; Starowicz et al., 2013), e
probabilmente il risultato di una azione combinditaAEA, PEA e 2-AG a livello lombare
che possono agire sinergicamente per espletarm ieffetti (Lambert and Fowler, 2005;
Calignano et al., 1998; Russo et al., 2007). Il caacsmo con cui URB597 esplica tale
azione analgesica non e stato identificato nelgmtesstudio, anche se sembra verosimile che
una ‘down regolation” della COX2 e della iINOS, possano contribuire & tifetto, con
conseguente riduzione dei livelli di PGE2 (prokiadine E2) e di NO (Tham et al., 2007;
Bisogno and Di Marzo, 2010).
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Nel presente studio, nessuna riduzione signifieati®ll'espressione della c-Fos, indotta dalla
somministrazione di NTG, e stata osservata a bve#irebrale, confermando un’azione di
URB597 prevalentemente a livello spinale. Tale isleabra essere supportata da uno studio
dove é stato dimostrato che I'analgesia indottéadamministrazione di URB597 (1mg/kg,
i.p.) in un modello di dolore inflammatorio (testlld carragenina), € associata ad un aumento
dei livelli di AEA solo a livello spinale ma nonliaello del mesencefalo (Okine et al., 2012).
Al contrario pero in un studio precedente e stgtortato che URB597, puo aumentare i
livelli di AEA anche nel PAG, localizzato nel mesefalo, influenzando la via discendente
nocicettiva attraverso un meccanismo che, dipeed#attempi e dalle dosi usate, puo essere
mediato sia dai recettori CB1 che dal recettore WRHEei vanilloidi (Maione et al., 2005;
Akerman 2004). La maggior parte dei neuroni ch@riesno i recettori TRPV1 presenta
anche i recettori CB1. AEA é infatti un’agonista efitrambi i recettori, mediante i quali
esercita sia effetti antinocicettivi, attraverspecettori CB, sia iperalgesici attraverso quelli
per i vanilloidi. E’ interessante notare che tbsii legame di AEA e intracellulare per il
TRPV1 ed extra-cellulare per il CB1, e che quindpresumibile ipotizzare che l'effetto
dell’ AEA risulti fortemente influenzato anche dalfivita del carrier di membrana (Di Marzo
et al., 2001). Inoltre, recentemente e stato ipatz che la somministrazione di URB597
possa indurre analgesia in un modello di doloreropatico probabilmente attraverso la
desensibilizzazione dei recettori TRPV1, poichéalégrte inibizione della FAAH, 'AEA
verrebbe trasformata in 1§¢hydroxy-AEA, producendo analgesia (Starowiczlgt2913).

6.3 Valutazione gliale nel modello animale di emiania

E ormai ampiamente dimostrato che l'instaurarsi atdbre, soprattutto di tipo cronico, &
accompagnato da processi neuroinflammatori, tra laitivazione delle cellule gliali
(Paulsen et al., 1987; Hassel et al., 1992; Melie., 1994; Milligan et al., 2003). Microglia
ed astroglia giocano un ruolo cruciale nello syilo nel mantenimento del dolore cronico
in diversi modelli animali (Milligan e Watkins, 200 Tuttavia, i dati sul ruolo gliale nel
dolore acuto, riportati in letteratura, sono podfa.glia e il principale tipo cellulare che puo
rispondere ad uno stimolo infiammatorio ed una ativazione € stata dimostrata in un
modello sperimentale di emicrania, indotto dalleeaging depression (Cui et al., 2009). Le

cellule gliali, grazie al loro intimo contatto comeuroni, sono in grado di controllare il
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microambiente neuronale e rispondere a qualsiasnbigenento, con il rilascio di
neurotrasmettitori e neuropetidi. L’attivazioneadgi e gli eventi neuroinflammatori che ne
conseguono possono essere indirizzati alla neuwemame e all’eliminazione della causa
scatenante, anche se una attivazione persistedtaveue anche effetti neurotossici (Belanger
e Magistretti, 2009; Milligan e Watkins, 2009). Resempio, gli astrociti, una volta attivi,
rimuovono l'eccesso di glutammato, grazie alla @nea di specifici trasportatori sulla loro
superficie (GLT1: glutamate transporter 1 e GLASJlutamate-aspartate transporter)
riducendo pertanto la trasmissione eccitatoriapgica (Sung et al., 2003; Tawfik et al.,
2006). In questa fase iniziale di attivazione,aglirociti sono in grado di rilasciare citochine
anti-infammatorie, quali 1L-10, IL.-4 e TGPB; ed esprimere i recettori per gli
endocannabinoidi (CB) sulla loro superficie (Beng@n et al.,, 2007).Durante una
condizione cronica, in cui si ha una persistentaaazione nocicettiva, come il dolore di
tipo neuropatico, le cellule gliali persistono aelbro forma attivata. E’ stato suggerito che
un’attivazione cronica di cellule astrocitarie, seguito a danno periferico, comporta una
downregolazione dei trasposrtatori per il glutanmonaquindi una ridotta rimozione di
glutammato dallo spazio extracellulare ed un aumdetla trasmissione eccitatoria sinaptica
(Tawfik et al., 2006; McMahon et al., 2005), accagpato dal rilascio di citochine
proinflammatorie quali, IL-g e TNFa (Benveniste et al., 2007).

Nel presente studio e stata effettuata I'analisifalogica della glia in un modello animale di
emicrania basato sulla somministrazione di NTG, y@utare il possibile coinvolgimento
dell'attivazione gliale in specifiche aree cerebraldati ottenuti hanno dimostrato che la
somministrazione di NTG induce una lieve attivaei@strogliale, valutata secondo la scala
di Colburn, a livello dei principali nuclei coinwohella trasmissione del dolore emicranico,
PAG e NTC, rispetto al gruppo controllo. Tale a#ione sembra essere legata, almeno in
parte, dallazione di NO (Griffiths and Gasque 20Qfasciato dalla somministrazione di
NTG, nella maggior parte dei nuclei come dimostratcstudi precedenti (Pardutz et al.,
2000; Reuter et al., 2001). Tale risultato suggerishe le cellule astrogliali sono attivate
dallambiente neuronale circostante probabilmerterigpondere all'iperalgesia indotta dalla
NTG. Tuttavia, un altro importante contributo alii@azione gliale NTG-indotta ed osservata
in particolare a livello di NTC, potrebbe essergala al rilascio di CGRP e SP dopo
somministrazione del nitrovasodilatatore (Grecalet 2008). Questa ipotesi € confermata
dall'osservazione che la SP cawagtivazione degli astrociti a livello di NTC, doeevisibile
un'over espressiondi GFAP, mediante il legame di SP a specifici recetolla superficie

astrogliale (Carrier et al., 2004). Questo efféttbloccato dall’'inibizione della NOS (Carrier
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et al., 2004), suggerendo che NO puo regolare résspne di GFAP negli astrociti
(Brahmachari et al., 2006) e che l'effetto attieadella SP coinvolge NO (Vruwink et al.,
2001).

Nel presente studio nessuna differenza evidentat& isportata nel grado di attivazione della
microglia negli stessi nuclei cerebrali valutafiabella 8). Colburn e collaboratori per primi
hanno caratterizzato il grado di attivazione agdiat® e microgliale in modelli di dolore
neuropatico per diversi giorni dopo l'induzione d@nno periferico (Colburn et al., 1995),
dimostrando che il profilo temporale dell’attivaz@microgliale non correla con la comparsa
e la durata del dolore. Al contrario, il grado diiveazione astrogliale € correlato con lo
sviluppo ed il mantenimento del dolore stesso (Qwibet al., 1995). Sulla base dei dati
ottenuti, sembra verosimile che dopo la sommiragtree acuta di NTG, il pattern di
attivazione microgliale ed astrogliale abbia tehpttivazione differenti.

Modulazione dell’'attivazione gliale indotta daglheocannabinoidi, nel modello animale di
emicrania

| cannabinoidi sono noti per modulare alcuni asmkilia funzione microgliale in vitro, ad
esempio, ilIA9-THC e metanandamide, analogo di AEA, causano idoito rilascio di
citochine in cellule gliali corticali di ratto ttate con LPS (Roche et al., 2006). AEA e 2-AG,
cosi come diversi cannabinoidi sintetici, inibisoahrilascio di TNFe dopo esposizione ad
LPS (Facchinetti et al., 2003) e la generazionaittiti (Martin-Moreno et al., 2011) in
cellule gliali in coltura. Inoltre, recentementestato dimostrato che URB597, inibitore del
catabolismo di AEA, pud modulare [l'attivazione noigliale associata alla long-term
potentiation (LTP) a livello ippocampale (Murphyadt, 2012); tale azione inibitoria e stata

suggerita anche in colture microgliali di ratto dagsposizione ad LPS (Tham et al., 2007).

Nel presente studio e stato dimostrato che l'indmie del catabolismo dei principali EC,
AEA e 2-AG, attraverso specifici inibitori della P& e MAGL, induce analgesia nel nostro
modello animale di emicrania, e che tale effetegato ad una modulazione astrogliale. |
dati ottenuti hanno mostrato infatti che dopo somstiiazione di URB602 (inibitore MAGL)

e URB937 (inibitore della FAAH periferica), I'esg®one dell’astroglia indotta dalla

somministrazione di NTG, risulta incrementata dignado, nel PAG e nel’NTC, importanti
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per la trasmissione del dolore cefalico. Mentré&rattamento con URB597 non ha indotto

nessuna modificazione significativa negli stessi@iuanalizzati.

In relazione ad altri risultati ottenuti, € prodahbihe I'astroglia possa avere un duplice ruolo
a livello di queste aree cerebrali. In particol@réyotizzabile che 'aumento teorico dei livelli
di AEA e 2-AG induca il rilascio di fattori anti-fimmmatori da parte delle cellule astrogliali
per bilanciare l'effetto pro-infiammatorio legatd\® (Romero-Sandoval et al., 2008). Tale
modulazione, avverrebbe attraverso I'azione de@lj Eui recettori CB1 e CB2, espressi a
livello gliale (Eljaschewitsch et al., 2006; Cabedlal,. 2008). In particolare, &€ possibile che
la somministrazione di URB602, aumentando i livalli2-AG cerebrali, riduca il rilascio di
citochine pro-inflammatorie, quali il TN&-IL-1p e IL-6, come gia dimostrato in uno studio
passato (Panikashvili et al., 2006). | meccanidiai lzase di quanto osservato sono elusivi,
ma e noto che gli astrociti possono rilasciareofatsia neuroprotettivi che neurotossici, a
seconda delle condizioni (Farina et al., 2007). SQuénfatti, ha portato ad un considerevole
dibattito se la loro attivazione sia utile o darmgsgr i neuroni vicini e se il risultato sia dato
da una complessa interazione tra fattori pro- eiafidmmatori.

Per quanto riguarda I'effetto osservato dopo sorstnazione di URB937, é ipotizzabile che
'azione di AEA endogena periferica si esplichi,ne® per la riduzione dell’attivazione
neuronale, a livello durale probabilmente attraweirssasi che irrorano le meningi. Tale
ipotesi sembra essere rafforzata dal fatto che esistorto ridazioni tra vasi cerebrali ed

astrociti (McCaslin et al, 2011), ma il meccanisreale € al momento sconosciuto.

CONCLUSIONI

| presenti dati confermano il ruolo degli endocdrinaidi nel controllo della trasmissione del
dolore. In particolare, confermano lI'importanzaA&tA e 2-AG nei processi analgesici e,
dimostrano per la prima volta come un aumento dhAEriferica — determinato dal blocco
del suo catabolismo—possa modificare I'attivaziomeuronale causata dalla NTG in
specifiche aree cerebrali, coinvolte nel doloreceamico. Tale effetto potrebbe essere legato
allaumento dei livelli di AEA endogena a livelloemingeo, attraverso un’interazione con i
vasi extracerebrali anche se gli effettori spekcifan sono ancora noti.

Infine, per la prima volta € stato dimostrato ibla astrogliale in un modello animale di
emicrania e I'esistenza di una modulazione deepegli endocannabinoidi.

Al momento tuttavia non siamo in grado di stabilipgali siano i fattori coinvolti in tale

fenomeno e ulteriori studi saranno necessari lpiarice tale aspetto.
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LISTA DELLE ABBREVIAZIONI

ABC = complesso avidina-biotina

AEA = anandamide

2-AG = 2-arachidonoilglicerolo

2-AGE = noladin

AMI = nucleo centrale dell'amigdala

AP = area postrema

Au = corteccia auditiva

a2R = recettori adrenergici

CBR1= recettore per gli encocannabinoidi di tipo 1
CBR2 = recettore per gli encocannabinoidi di tipo 2
CFA = Complete Freud’s adjuvant

c-Fos = marcatore neuronale

CGRP = calcitonin gene-related peptide

COX2 = ciclossigenasi-2

DAGs = diacilgliceroli

DMSO = Dimetilsolfossido

A9-THC = delta-9-tetraidroacannabinolo

EC = Endocannabinoidi

FAAH = Fatty Acid Amide Hydrolase, enzima responkabell’idrolisi di AEA
FAK = Focal Adesion kinase

GFAP = marcatore astrogliale

GPR55 = recettore endocannabinoide di recente gaope
5HT2B = recettori serotoninergici

JNK = c-Jun N-terminal kinase

Iba 1 = marcatore microgliale

Ins = corteccia insulare

LC = locus coeruleus

MAGL = monoacilglierol lipasi, enzima responsahiil’idrolisi di 2-AG
MAP = miogeno activated protein kinase

MGIuURS5 = recettori glutammatergici

MOH = Medication Overuse Headache

M1/M2 = corteccia motoria



LISTA DELLE ABBREVIAZIONI

NADA = N-arachodonoil dopamina

NAPE = N-acilfosfatidiletanolammina

NCF = nucleo cuneiforme

NO = ossido nitrico

NTC = nucleo trigeminale caudale

NTG = nitroglicerina

NTS = nucleo del tratto solitario

OEA = oleamide

PAB = nucleo parabrachiale

PAG = sostanza grigia periacqueduttale

PEA = N-palmitoiletanolamide

PGs = prostaglandine

PGE2 = prostaglandine 2

PH = ipotalamo posteriore

PKB = protein kinase B

PI3K = phosphatidylinositol-3-kinase

Po = gruppo nucleare talamico posteriore

PSNL = partial sciatic nerve ligature

PtA = corteccia parietale

PVH = nucleo paraventricolare dell'ipotalamo

RVM = medulla ventrolaterale rostrale

SNC = sistema nervoso centrale

SP = sostanza P

SSN = nucleo salivatorio superiore

S1/S2 = corteccia somatosensoriale primaria e skacian

RSA = corteccia retropleniale

TG = ganglio trigeminale

TCC = complesso trigemino cervicale
TRPV1 = recettore dei vanilloidi di tipo 1
URB602 = inibitore di MAGL

URB597 = inibitore non selettivo di FAAH
URB937 = inibitore periferico di FAAH

VPM = nucleo talamico ventroposteromediale

V1/VV2 = corteccia visiva
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