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INTRODUZIONE

| “recettori dei proliferatori dei perossisomi” o PPAR (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptors) sono fattori di trascrizione nucleari appartenenti alla
superfamiglia dei recettori nucleari (Desvergne et al. 1999; Esciva et al. 1998; Francis
et al. 2003). l'attivazione dei recettori nucleari viene innescata dal legame con ligandi
costituiti da piccole molecole lipofiliche inclusi ormoni, acidi grassi ed i loro prodotti
metabolici (Desvergne et al. 1999). In particolare, i PPAR vengono attivati da ligandi
definiti “proliferatori dei perossisomi” (Reddy et al. 1986), composti chimici capaci di
indurre la proliferazione di perossisomi, in fegato di topo e di ratto. Il loro aumento
causando iperplasia ed ipertrofia degli epatociti, comporta un incremento della B-
ossidazione degli acidi grassi (Stienstra et al. 2007).

La scoperta dei PPAR (Isserman et al. 1990) fu fondamentale per la comprensione delle
risposte biologiche determinate dai proliferatori di perossisomi. Il recettore, attivato
dal legame con il suo specifico ligando, forma un eterodimero con un altro recettore
nucleare, il “recettore X per i retinoidi” o RXR (Retinoid X Receptor), andandosi a
legare a specifiche sequenze sul DNA denominate PPRE (Peroxisome Proliferator
Responsive Element) che si trovano su geni bersaglio(Pistis e Melis 2010). E’ stato
scoperto che anche un gran numero di proteine accessorie, definite coattivatori e
corepressori, puo legarsi ai recettori nucleari in modo ligando-dipendente: tali
proteine, una volta legate, influiscono sul processo di trascrizione, rimodellando la
struttura della cromatina e/o agendo da molecole adattatrici che legano il recettore

nucleare al complesso trascrizionale (Yu e Reddy 2007).



1. Recettori dei proliferatori dei perossisomi (PPAR) ed i loro agonisti endogeni

1.1 I recettori dei proliferatori dei perossisomi (PPAR) e meccanismi d’azione
| recettori attivati da proliferatori dei perossisomi (PPAR) appartengono alla
superfamiglia dei recettori ormonali nucleari (NHR) insieme ai recettori steroidei,
tiroidei e retinoidi (Isserman et al. 1990). | PPAR sono composti da quattro domini:
-(A/B) il dominio NH 2-terminale ospita un dominio di attivazione trascrizionale
ligando-indipendente (AF-1) che ¢ attivo in ogni tipo cellulare;
-(C) regione altamente conservata che presenta un sito di legame per il DNA (DBD:
DNA Binding Domain) che consiste in due motivi “zinc fingers” disposti
perpendicolarmente fra loro;
-(D) la regione & un’ansa flessibile che permette la corretta disposizione del DBD dopo
attivazione del recettore dovuta al legame col ligando;
-(E/F) questo dominio permette il legame con il ligando (LBD: Ligand Binding Domain) e
consente la dimerizzazione dei PPAR con i recettori retinoidi X (RXR) e I'associazione
con modulatori della trascrizione (coattivatori o corepressori).
La proprieta dei PPAR di legare ligandi endogeni & stata acquisita nel corso
dell'evoluzione metazoica, infatti sono presenti in tutti i phyla che derivano
filogeneticamente da quell’era. | PPAR esistono in tre isoforme, PPAR alfa (),
beta/delta (3/8) e gamma (y), che sono espresse sia nel sistema nervoso centrale che
in quello periferico (Moreno et al. 2004; Cimini et al. 2005) ed in molti altri tessuti.

e | PPARa sono coinvolti nella regolazione del metabolismo e catabolismo degli

acidi grassi (B-ossidazione) e nei processi antinfiammatori (Stienstra et al. 2007).



| ligandi endogeni di questi recettori sono costituiti da lipidi endogeni ma anche
da lipidi presenti nella dieta alimentare e dai loro metaboliti. | ligandi sintetici
dei PPARa, come i fibrati, sono wusati clinicamente nel trattamento
dell’iperdislipidemia (Linton e Fazio 2000). Altri agonisti sintetici dei PPARa sono
il GW7647 e il WY14643. Nei roditori i PPARa sono altamente espressi in fegato,
reni, cuore, muscoli scheletrici, intestino, surrene e pancreas. Nell’'uomo i
PPARa sono espressi in fegato, cuore, reni, intestino crasso e muscoli scheletrici
(tutti tessuti coinvolti nei processi catabolici degli acidi grassi). | PPARa inoltre
sono presenti nei monociti, nell’endotelio vascolare e nei miociti (Chinetti et al.
1998).

| PPARB/S svolgono un ruolo importante nella regolazione dell’ossidazione degli
acidi grassi soprattutto nel tessuto muscolare (Barish et al. 2006). Questi
recettori sono target degli acidi grassi LDL-derivati ed eicosanoidi e delle
prostaglandine Al. Nei roditori, i PPARB/S sono espressi in modo ubiquitario,
come anche nell’essere umano dove perd sono maggiormente espressi nel
tratto digestivo e nella placenta.

| PPARy sono suddivisi in tre sottotipi: i PPARy1, ubiquitari; i PPARY2 espressi
soprattutto nel tessuto adiposo; i PPARY3 nei macrofagi (Auboeuf et al. 1997). |
PPARy sono coinvolti nella regolazione del differenziamento degli adipociti e
del loro accumulo; sensibilita all'insulina (Lieve et al. 2006; Stienstra et al.
2007); capacita di ridurre i livelli di glucosio nel sangue, grazie al loro
coinvolgimento nel metabolismo dei carboidrati; infiammazione. | ligandi

naturali dei PPARy sono gli eicosanoidi mentre quelli sintetici sono i



tiazolidindioni (TZD) utilizzati nel trattamento clinico del diabete di tipo 2 per
incrementare la sensibilita all’insulina. Nei roditori, i PPARy sono espressi nel
tessuto adiposo e, in modo minore, nella mucosa intestinale, retina, muscoli
scheletrici ed organi linfatici. Nell’'uomo, i PPARy sono altamente espressi nel
tessuto adiposo e, in minor misura, in muscoli scheletrici, cuore e fegato
(Heneka et al. 2007).

Tutte le isoforme dei PPAR, sebbene siano differenti per funzionalita e distribuzione,

condividono la medesima struttura e meccanismi d’azione molecolare (Ferre 2004).

Meccanismo d’azione genomico. L’attivazione dei PPAR regola principalmente

I’attivazione della trascrizione di geni bersaglio (Berger e Moller 2002). Una volta che il
ligando si lega al sito di legame dei PPAR hanno luogo cambiamenti conformazionali
che portano alla dissociazione dei complessi co-repressori. Successivamente, i PPAR
formano eterodimeri con i RXR, e questi legano specifiche regioni del DNA, gli elementi
di risposta dei proliferatori dei perossisomi o Peroxisome Proliferator Response
Elements (PPRE), per incrementare o decrementare la trascrizione di geni target
(Bardot et al. 1993). L'attivazione dei PPAR regola I'espressione genica anche in modo
indipendente dal sito di legame con il DNA. Infatti, i PPAR, possono esplicare le loro
funzioni, oltre che attraverso il meccanismo ligando-sito di legame, anche attraverso
I'azione di diverse proteine chinasi (Zhang et al. 1996; Camp e Tafuri 1997; Hsi et
al.2001; Chan et al. 2001). La funzionalita dei PPAR puo essere modulata da un’ampia
gamma di complessi proteici co-attivatori e co-repressori (Yu e Reddy 2007).

Meccanismo d’azione non genomico. Oltre al meccanismo d’azione genomico, i PPAR

possono agire con meccanismo non-genomico (Gardner et al. 2005; Melis et al. 2008;



Ropero et al. 2009). Infatti, i PPAR esplicano i loro effetti con estrema rapidita,
all'interno di un ristretto arco di tempo (2-5 min) (Ropero et al. 2009) e tramite
attivazione di tirosin-chinasi (Melis et al. 2008). La oleoiletanolamide (OEA) e la
palmitoiletanolamide (PEA) (Fig. B) sono agonisti endogeni dei PPARa (Fu et al. 2003;
Lo Verme et al. 20054, b). In particolare, OEA attiva i PPARa con una concentrazione
dell’effetto massimale al 50% (ECso) di 120 nM e i PPARB/S con una ECso di 1.1 puM,
mentre non ha alcun effetto sui PPARy (Fu et al. 2003; Pistis e Melis 2010). PEA,
rispetto ad OEA, mostra un’affinita di legame pil bassa nei confronti dei PPARa (3 uM)
e non mostra attivita sui PPARB/d e PPARy (Bouaboula et al. 2005; Lo Verme et al.
2005a, b). L'anandamide (AEA) (Fig. B) viene considerata un agonista putativa dei
PPARa, anche se questa ipotesi & supportata al momento esclusivamente da studi in

vitro, in cellule transfettate (Sun e Bennet 2007).

1.2 Etanolamidi degli acidi grassi (FAE): sintesi e catabolismo

Le etanolamidi degli acidi grassi (FAE) sono importanti molecole lipidiche di segnale
ampiamente distribuite in piante, invertebrati e mammiferi (Lambert e Di Marzo 1999;
Lambert e Muccioli 2007). Alla classe biochimica delle FAE afferiscono
I’endocannabinoide arachidonoiletanolamide o anandamide (AEA), e composti non-
cannabinoidi quali I'oleciletanolamide (OEA) e la palmitoiletanolamide (PEA). OEA e
PEA rappresentano i ligandi endogeni dell'isoforma o dei recettori PPARa e sono
generati da un precursore dei fosfolipididi membrana quando le cellule vengono

stimolate  dall'incremento  di  Ca®" intracellulare, agenti depolarizzanti,
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neurotrasmettitori ed ormoni (Di Marzo et al. 1994; Cadas et al. 1997; Schuel et al.
2002).

La sintesi delle FAE (Fig. A), nei mammiferi, avviene "on-demand" all'interno del
doppio strato lipidico (Cadas et al. 1996) attraverso attivita enzimatiche. Il processo ha
luogo nei fosfolipidi di membrana dove gli acidi grassi e le fosfatidiletanolamine (PE),
tramite N-aciltransferasi (NAT), enzima Ca®'/cAMP-dipendente, formano il precursore
delle FAE, I'N-acil fosfatidiletanolamina (NAPE). La formazione di NAPE pud avvenire
tramite N-acilazione inter o intramolecolare di PE, PC, liso-PC o cardiolipina (Schmid
2000). Attraverso l'azione di N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipasi D (NAPE-PLD)
viene prodotta I'OEA. Analogamente, PEA e formato dalla scissione del NAPE grazie
all’attivita di NAPE-PLD. Un meccanismo alternativo per la sintesi di PEA consiste
nell’idrolisi di NAPE in N-palmitoil-liso PE (liso-NAPE) tramite I'azione di fosfolipasi A2
(PLA2), e successiva scissione di liso-NAPE in PEA da parte di una lisofosfolipasi D (liso-
PLD) (Natarajan et al. 1984; Lo Verme et al. 20053, b).E’ stato riportato inoltre che la
formazione di OEA e PEA (nonché AEA) é collegata all’attivazione dei recettori N-Metil-
D-aspartato (NMDA) per il glutammato e quelli colinergici (Hampson et al. 1998; Stella
e Piomelli 2001). In particolare, 'attivazione dei recettori nicotinici per 'acetilcolina a7
nAChR, aumenta la produzione di AEA mentre |'attivazione dei recettori muscarinici
aumenterebbe la produzione di OEA e PEA (Stella e Piomelli 2001). Questi dati
suggeriscono la possibilita che OEA e PEA possano essere modulatori endogeni della
trasmissione acetilcolinergica attraverso il blocco dei recettori nicotinici via PPARa, e

che I'acetilcolina e le FAE, regolino reciprocamente le loro attivita (Melis et al. 2008).
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Il catabolismo delle FAE (Fig. A) avviene tramite rapida azione di enzimi specifici. OEA e
substrato di due diverse idrolasi: amido idrolasi degli acidi grassi (FAAH) e proteina N—
acilsfingosina aminoidrolase-simile (proteina ASAH-simile) (Sun et al. 2006). FAAH &
una serina idrolasi legata alla membrana intracellulare (Desarnaud et al. 1995; Hillard
et al. 1995; Ueda et al. 1995; Cravatt et al. 1996; Bracey et al. 2002) presente in tutti i
tessuti dei mammiferi, ed € un enzima specifico per il catabolismo delle amidi degli
acidi grassi e principalmente responsabile della degradazione di OEA mentre proteina
ASAH-simile € una amidasi piu ubiquitaria e meno specifica (Thabuis et al. 2008).
Anche PEA é catabolizzata da due enzimi: FAAH e PEA-preferring acid amidase (PAA).
Quest’ultimo e in grado di riconoscere tutte le FAE ma ha maggiore affinita per PEA
(Ueda et al. 2001). FAAH & particolarmente espressa nel cervello e nel fegato
(Lichtman et al. 2002; Cravatt et al. 2004; Patel et al. 2005), mentre PAA & presente
principalmente in intestino, milza e polmoni (Ueda et al. 2001).

FAAH e quindi il principale enzima catabolico sia delle etanolamidi non-cannabinoidi
OEA e PEA, sia dell’etanolamide cannabinoide AEA. E’ stato scoperto un gene che
codifica per una seconda FAAH (denominato FAAH-2) nel genoma di diversi primati,
marsupiali, in alcuni vertebrati, ma non nel topo e nel ratto. FAAH-1 e FAAH-2
idrolizzano OEA in modo equivalente, mentre FAAH-2 mostra un'attivita molto
inferiore nei confronti di AEA e PEA (Wei et al. 2006).

Sintesi e catabolismo di OEA avvengono all'interno delle strutture cerebrali, ma anche

perifericamente in enterociti, tessuto adiposo e B-cellule del pancreas.
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Fig. A. Biosintesi e catabolismo delle FAE, anandamide (AEA), oleoiletanolamide
(OEA) e palmitoiletanolamide (PEA) (Borrelli et al. 2009)
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Fig. B. Struttura chimica delle FAE, anandamide (AEA), oleoiletanolamide (OEA) e
palmitoiletanolamide (PEA) (Borrelli et al. 2009)

1.3 Funzionalita biologiche di OEA e PEA legate all’attivazione dei PPARq.

OEA and PEA sono molecole lipidiche attive che svolgono diverse funzioni biologiche
all'interno di sistemi omeostatici sia nel cervello che in periferia. | principali ambiti in
cui sono coinvolte entrambe le molecole sono: infiammazione ed analgesia,
neuroprotezione, comportamento nutritivo e funzioni cognitive.

Infiammazione ed analgesia. Sia OEA che PEA possiedono proprieta analgesiche ed

antinfiammatorie (Suardiaz et al. 2007; Lo Verme et al. 2005a). In particolare, PEA &
una potente molecola antinfiammatoria che agisce probabilmente sia con meccanismo

genomico che non-genomico attraverso I'attivazione di canali K" ad ampia conduttanza
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Ca**-attivati (Conti et al. 2002; Lo Verme et al. 2005a). PEA, rispetto a OEA, esercita
potenti effetti analgesici come dimostrato in diversi modelli animali di dolore indotti
con formalina (Calignano et al. 1998; Jaggar et al. 1998), solfato di magnesio
(Calignano et al. 2001), carragenina (Conti et al. 2002), fattore di crescita nervoso
(Farguhar-Smith e Rice 2003) e trementina (Jaggar et al. 1998; Farquhar-Smith e Rice
2001); ha effetti benefici anche su modelli animali di dolore neuropatico (Helyes et al.
2003). Si ipotizza che PEA prima regoli la nocicezione, in modo rapido attraverso le sue
proprieta analgesiche ed, in secondo luogo, con azione antinfiammatoria (Calignano et
al. 1998). PEA, viene utilizzata in commercio come antinflammatorio ed analgesico
(Petrosino et al. 2010).

Neuroprotezione. | ligandi PPARa sono considerati agenti neuro-protettivi sia per le

loro proprieta antiifiammatorie sia per la loro capacita di promuovere la crescita e
differenziazione neuronale (Bento-Abreu e Tabernero 2007; Charalampopoulos et al.
2008) anche grazie alla loro capacita di stimolare la produzione di neurosteroidi (Sasso
et al. 2010). Per questi motivi OEA e PEA sono potenzialmente implicate in
meccanismi di riparazione cerebrale in seguito ad insulti di varia natura. | livelli delle
FAE infatti risultano aumentati nei modelli animali di ischemia cerebrale: OEA e PEA
hanno effetti anche sulla protezione vascolare (Franklin et al. 2003; Bouchard et al.
2003; Sheerin et al. 2004; Ho et al. 2008). E’ noto che in condizioni patofisiologiche,
come l'inflammazione e l'infarto, aumentano i livelli di FAE, presumibilmente come
meccanismo di protezione dell’organismo (Natarajan et al. 1986; Schabitz et al. 2002;
Melis et al. 2006; Sun et al. 2006; Schomacher et al. 2008). E stato dimostrato che OEA

parzialmente protegge i neuroni dopaminergici negro-striatali in un modello animale di
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Parkinson, mediante attivazione dei PPARa (Esposito et al. 2012). Inoltre, in un
modello di Parkinson in primati non-umani, si € visto che la somministrazione orale di
un inibitore della FAAH (aumentando i livelli dei suoi tre substrati OEA, PEA e AEA)
provoca un effetto positivo sull’iperattivita indotta da L-DOPA, ma senza
compromettere la sua azione terapeutica antiparkinsoniana né il suo metabolismo
(Galan-Rodriguez et al. 2009; Johnston et al. 2011). Recenti studi hanno dimostrato
I'effetto neuro-protettivo di PEA, con meccanismo PPARo-mediato, in un modello
animale di Alzheimer (D’Agostino et al. 2012; Scuderi et al. 2012). Agonisti endogeni e
sintetici PPARa. (PEA e fenofibrati) esercitano anche effetti anti-epilettici (Lambert et
al. 2001; Sheerin et al. 2004)

Metabolismo lipidico e comportamento nutritivo. L'inibizione della FAAH provoca un

incremento, sia nel cervello che nei tessuti periferici, dei livelli delle FAE, in particolare
di OEA e PEA (Fegley et al. 2005; Richardson et al. 2007). Esperimenti di tipo
farmacologico e molecolare hanno dimostrato che OEA agisce come messaggero
locale, nell’intestino, in risposta all’ingestione di diete ricche in grassi (Fu et al. 2003).
In particolare, OEA & definita una molecola anoressizzante in quanto, attraverso
I'attivazione dei PPARa, provoca la trascrizione di geni coinvolti nella lipolisi e
ossidazione degli acidi grassi (Guzman et al. 2004). Attraverso |'attivazione di fibre
nervose sensoriali periferiche, OEA sarebbe in grado di attivare regioni cerebrali
(nucleo del tratto solitario, nucleo paravetricolare ed ipotalamo) coinvolte nel
controllo del comportamento nutritivo nei roditori (Rodriguez de Fonseca et al. 2001;
Fu et al. 2003, 2005; Gaetani et al. 2003). Come I'OEA, anche la PEA € in grado di

inibire I'assunzione di cibo (Rodriguez de Fonseca et al. 2001) nonché la motilita
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gastrointestinale (Capasso et al. 2001). Gli agonisti sintetici dei PPARa, i fibrati,
vengono utilizzati in clinica nel trattamento delle dislipidemie (Steiner 2007).

Funzioni cognitive. | PPARco. sono altamente espressi in ippocampo ed amigdala e

quindi si pensa possano essere coinvolti nei processi di apprendimento e memoria
(Moreno et al. 2004; Cimini et al. 2005). Lo studio di Mazzola e colleghi (2009) ha
dimostrato che l'inibizione di FAAH, tramite URB597, ha I'effetto di consolidare la
memoria con meccanismo PPARa-mediato. Un altro studio ha dimostrato che OEA &
coinvolta nei processi di consolidazione della memoria attraverso I'attivazione di
strutture cerebrali grazie a segnali provenienti dalla periferia, in particolare attraverso
le fibre del sistema autonomo (nervo vago) e stimolando la trasmissione
noradrenergica nell’amigdala basolaterale (BLA) (Campolongo et al. 2009). PEA, in un
recente studio di Yu e colleghi (2011) ha mostrato proprieta antidepressivo-simili, ad
alte dosi, in modelli di depressione su topo, in linea con I'ampia distribuzione dei
PPARa in ippocampo, area cerebrale principalmente coinvolta nella patologia e target

dei farmaci antidepressivi.

1.4 PPARa. e sistema endocannabinoide

OEA e PEA competono, insieme ad AEA, per il sito di legame con la FAAH, I'enzima
responsabile del loro catabolismo. In questo modo aumentano i livelli di AEA
potenziandone gli effetti: questo effetto & noto col nome di “effetto entourage”.
Inoltre queste due molecole sono in grado di potenziare gli effetti di AEA anche
attraverso I'azione dei recettori vanilloidi di tipo 1 (TRPV1) in vivo (Mechoulam et al.

1997; De Petrocellis et al. 2001; Smart et al. 2002; Ho et al. 2008).
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Un importante numero di evidenze scientifiche mette in relazione sistema
endocannabinoide e PPARa in quanto agiscono su campi d’azione comuni come ad
esempio inflammazione ed analgesia, neuro-protezione, comportamento nutritivo e
funzioni cognitive.

OEA e PEA si pensa vengano sintetizzate e metabolizzate attraverso meccanismi simili
a quelli dell’endocannabinoide AEA (Alexander e Kendall 2007), anche se non
mostrano alcuna affinita di legame per i recettori cannabinoidi (Lambert e Di Marzo
1999; Ryberg et al. 2005). Diversi studi hanno ipotizzato che OEA e PEA esercitino i loro
effetti non solo via PPAR ma anche attraverso altri target come i recettori orfani
accoppiati a proteine G, GPR119 (attivato da OEA) e GPR55 (attivato da PEA e, con
minore potenza, anche da AEA e OEA) (Overton et al. 2006; Godlewski et al. 2009;
Borrelli et al. 2009), entrambi proposti come nuovi recettori cannabinoidi (Brown
2007; 1zzo e Sharkey 2010; McHugh et al. 2010).

Nonostante i ligandi PPAR non abbiano affinita di legame per i recettori cannabinoidi,
invece i cannabinoidi endogeni e sintetici hanno affinita di legame per i PPAR. E stato
infatti dimostrato che il metabolita del 2-arachidonilglicerolo (2-AG), acido 15-
idrossieicosatetraenoico gliceril estere (15-HETE-G) & in grado di aumentare I'attivita
trascrizionale dei PPARa in un range di concentrazione dell’ordine di micromoli,
svelando che i cannabinoidi, o i loro derivati, possono interagire con i recettori nucleari
(Kozak et al. 2002). In seguito e stato dimostrato che diversi cannabinoidi hanno
affinita di legame per i PPARa.: AEA, noladin etere, virodamina, nonché I'agonista
sintetico dei recettori cannabinoidi di tipo 1, WIN55212-2 (Sun et al. 2006).

Quest’ultimo, tra tutti i ligandi PPARa, € il composto che mostra la piu alta affinita di
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legame (Sun et al. 2007). Resta da definire se tale composto condivide insieme ad OEA
e PEA oltre al sito di legame anche alcuni dei loro effetti.

Ad oggi, sono stati descritti tre possibili meccanismi di interazione tra
endocannabinoidi e PPAR:

-una interazione diretta: i cannabinoidi, inclusi I’ acido aiulemico (Liu et al. 2003), AEA
(Bouaboula et al. 2005; Gasperi et al. 2007), noladin etere, virodamina e WIN55212-2
(Sun et al. 2006) si legano ai PPAR;

-una interazione indiretta: diversi metaboliti bioattivi degli endocannabinoidi, come
acidi grassi, etanolamine e diversi metaboliti di ciclossigenasi (COX) e lipossigenasi
(LOX) si legano ai PPAR; in particolare, il metabolita del 2-AG, il 15-HETE-G & un ligando
che attiva specificatamente i PPARq,;

-una interazione enzimatica: ipoteticamente, il legame recettore cannabinoide-
endocannabinoide a livello della superficie della membrana cellulare potrebbe
innescare una cascata enzimatica intracellulare in grado di attivare indirettamente i

PPAR.

2. Ansia e Depressione

2.1 Neurobiologia dell’ansia

L’ansia € una risposta di allarme che anticipa un comportamento di difesa o attacco,
connessa ad una situazione di pericolo o di stress acuto che si manifesta con aumento
della vigilanza, della frequenza cardiaca, del respiro e del tono muscolare (Haller et al.
2001; Mineka e Ohman 2002; Viveros et al. 2005). Tale risposta fisiologica ed

adattativa fa parte di un comportamento conservativo che ha permesso agli esseri
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viventi di perpetuare la specie. L’ansia pud diventare patologica e secondo il Manuale
Diagnostico e Statistico dei Disturbi Mentali (DSM-IV) viene categorizzata in sei
categorie principali: fobie, disturbo di panico, disturbo d'ansia generalizzato, disturbo
ossessivo-compulsivo, disturbo post-traumatico da stress e disturbo acuto da stress. In
certi casi, I'ansia puo anche risultare una delle componenti principali delle malattie
depressive. Nellluomo le principali manifestazioni dell’ansia consistono in effetti
somatici e autonomi (tachicardia, sudorazione, agitazione, disturbi gastrointestinali,
disturbi del sonno e crisi di pianto (Rang, Dale e Ritter 1998). | meccanismi che
sottendono all’ansia sono regolati dal cervello. Il talamo svolge una funzione di
collegamento tra i sistemi sensoriali e le aree sensoriali primarie della corteccia
cerebrale, che proiettano l'input sensoriale alle aree adiacenti associative, per
I’elaborazione integrata dello stimolo. Le aree associative corticali inviano quindi
proiezioni a varie strutture cerebrali coinvolte nelle risposte affettive,
comportamentali e somatiche, come amigdala, corteccia entorinale, corteccia orbito
frontale e il giro del cingolo. Una differente decodificazione corticale del fattore
stressogeno, influenzata dal contesto e dalle caratteristiche del singolo individuo,
attivera quindi la risposta emozionale a livello del lobo limbico e, da questa area, I'asse
ipotalamo-ipofisi-surrene (HPA) (Charney 2003). L'iperattivita dell’asse ipotalamo-
ipofisi-surrene (HPA) e quindi del rilascio di glucocorticoidi, interferiscono con la
capacita dell’organismo di rispondere in modo equilibrato e proporzionato allo stress
(Rang, Dale e Ritter 1998). Oltre al sistema ipotalamo-ipofisi-surreni, assumono una
notevole importanza i sistemi di trasmissione neuronale GABAergico, noradrenergico e

serotoninergico. Una diminuzione del tono GABAergico impedisce l'inibizione del
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rilascio di molti mediatori ad azione ansiogena (dopamina, glutammato,
colecistochinina, il fattore di rilascio della corticotropina e molti altri). Mentre ¢ stata
osservata |'accelerazione del rilascio di noradrenalina e serotonina, nella corteccia
frontale, amigdala ed ippocampo, in risposta a stress e paura (Millan 2003).
L’evoluzione delle tecniche di biologia molecolare, ha inoltre consentito di evidenziare
modificazioni nell’espressione dei fattori di crescita neuronali, in particolare del fattore
neurotrofico di derivazione cerebrale (BDNF), in corso di disturbi dell’'umore e d’ansia
(Martinowich et al. 2007).

Si evince che le alterazioni dei meccanismi che regolano I'umore, la risposta allo stress
e la paura, provocando un disequilibrio neuronale, siano alla base della neurobiologia

dell’ansia.

2.2 Neurobiologia della depressione

La depressione & un disturbo dell'umore grave e complesso che condiziona la vita di chi
ne & affetto giacché altera la sfera emozionale, motivazionale, le funzioni cognitive, ma
anche l'equilibrio dei sistemi neurourovegetativo, immunitario e infiammatorio
dell’organismo. Il DSM-IV definisce i criteri per categorizzare tale patologia la cui
sintomatologia deve comprendere: umore depresso o irritabile, anedonia, aumento o
perdita di peso rilevante (variazione > 5% in un mese), insonnia o ipersonnia,
agitazione o il ritardo psicomotorio, fatica o perdita di energia, sentimenti di auto
svalutazione e senso di colpa eccessivo, diminuzione delle capacita di attenzione e
concentrazione, pensieri ricorrenti di morte o di suicidio. In particolare, umore

depresso e anedonia sono i sintomi essenziali per riconoscere e diagnosticare un
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episodio depressivo (American Psychiatric Association 2000). La depressione &
considerata una malattia psichiatrica eterogenea giacché ogni paziente sviluppa in
modo molto soggettivo la sintomatologia del disturbo. Nel 75% dei casi, il decorso
della malattia €& ricorrente, progressivo e ciclico (Frank e Thase 1999).
Sfortunatamente, molti pazienti non raggiungono la remissione completa, soprattutto
per scarsa compliance e prematura fine del trattamento. La complessita e la varieta dei
sintomi, comporta un ampio spettro di fenotipi depressi, e quindi notevoli difficolta
nella classificazione del disturbo. Studi pre-clinici e clinici, hanno contribuito negli
ultimi 50 anni a fornire una visione-modello sulla patofisiologia della depressione. La
prima ipotesi che cerco di spiegare la neurobiologia della depressione € stata l'ipotesi
monoaminergica, secondo la quale, la patologia & dovuta al decremento della
trasmissione delle monoamine (Schildkraut 1965). Ad oggi € noto che I'ampia varieta
sintomatologica della depressione riflette non solo il coinvolgimento di diversi sistemi
neurotrasmettitoriali, ma anche di molteplici percorsi biochimici, fattori neurotrofici e
aree cerebrali.

Evidenze scientifiche hanno dimostrato una relazione tra depressione e aumentati
livelli di citochine proinfiammatorie, disregolazione dell’asse HPA e quindi della
produzione di glucocorticoidi, alterazioni funzionali e strutturali delle strutture corticali
e subcorticali, nonché la suscettibilita genica (Ambrogini et al. 2002; Nestler et al.
2002a, b; Duman e Monteggia 2006; Chourbaji et al. 2006; Palazidou et al. 2012). Tra
le strutture cerebrali proposte come substrati neurali della depressione (sia primaria
che secondaria) vi sono I'amigdala, la corteccia prefrontale, la corteccia del giro del

cingolo, I'ippocampo, che svolgono uno specifico ruolo nella regolazione dell’'umore. In
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particolare, sul piano neuropsicologico e psicopatologico, la disfunzione
dell'ippocampo si correla al disturbo depressivo per il ruolo di questa struttura nel
consolidare e rievocare i ricordi e nell’elaborare risposte affettive adeguate al contesto
ambientale. Modificazioni funzionali e strutturali a carico di corteccia prefrontale ed
ippocampo, si pensa siano causate da anomalie nei processi di neuroplasticita
(Palazidou et al. 2012). Grazie a recenti studi di neuroimmagine & stato possibile
elaborare un modello neuroanatomico della depressione in cui sono coinvolte 3 grandi
aree. L’area dorsale (corteccia prefrontale-giro cingolato-striato) deputata a processi
attentivi ed esecutivi; |'area ventrale (corteccia paralimbica-ipotalamo-tronco
encefalico) che media le funzioni vegetative ed endocrine; I'area del cingolo rostrale
che connette area dorsale e ventrale.

E’ stato ipotizzato che un’ipoattivita delle strutture dell’area dorsale ed un’iperattivita

dell’area ventrale, producono lo stato depressivo (Meyberg 2003).

3. Modelli animali per lo studio dell’ansia e della depressione

I modelli animali sono una rappresentazione sperimentale creata, per
condizionamento ambientale, farmacologicamente, chirurgicamente o geneticamente,
per cercare di simulare una patologia umana e studiarne I'eziologia, la patofisiologia e
la risposta a trattamenti farmacologici. La validita di un modello animale si basa su tre

criteri di validita: predittiva, d’aspetto e del costrutto (Nestler e Hyman 2010).
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La validita predittiva, o farmacologica, si verifica quando un modello risponde ai
trattamenti in modo da predire gli effetti che gli stessi trattamenti avrebbero
sull’'uomo.

La validita d’aspetto indica se il modello racchiude in le caratteristiche fondamentali
anatomiche, biochimiche, neuropatologiche e comportamentali di un disturbo umano.
La validita di costrutto, o eziologica, si riferisce al modo in cui & costruito il modello. In
una condizione ideale il modello deve ricreare nell’animale i medesimi processi
eziologici che portano allo sviluppo della patologia dell’'uomo.

Lo studio del profilo farmacologico di una molecola richiede test comportamentali
indotti da condizionamento ambientale semplici per una caratterizzazione iniziale

prima di procedere con test pre-clinici e clinici complessi e dispendiosi.

3.1 Modelli animali di ansia

I modelli animali d’ansia indotti da condizionamento ambientale si basano sull’assunto
che i farmaci con proprieta ansiolitica debbano disinibire un comportamento che si
presume sia soppresso dalla paura delle conseguenze che potrebbero seguire. Un test
piuttosto semplice & quello dell’ “open-field” in cui viene valutata I'attivita motoria
spontanea dell’animale durante il suo comportamento esploratorio all’interno di uno
spazio sconosciuto, un’arena, in cui € libero di muoversi (Blumstein e Crawley 1983).
Tuttavia I'attivita esploratoria in questo test potrebbe essere modulata, oltre che da
farmaci con proprieta ansiolitiche, anche da farmaci stimolanti per cui la valutazione

comportamentale potrebbe essere imprecisa e poco attendibile.
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| test di emersione sono test sofisticati e largamente utilizzati nelle neuroscienze
comportamentali. In questo tipo di paradigma vengono misurati il numero di
attraversamenti da una zona ritenuta sicura ad una ritenuta pericolosa, come nel test
“light e dark box” in cui I'animale ha la possibilita di passare da uno scompartimento
illuminato a quello buio (Crawley et al. 1984). Tuttavia i farmaci stimolanti potrebbero
alterare I'attivita motoria anche in questo saggio (Carey e Fry 1988).

Il test di emersione piu utilizzato per lo studio del profilo farmacologico di molecole
potenzialmente ansiolitiche & I’ “elevated plus maze”, apparato sollevato dal suolo,
composto da due corridoi, uno aperto ed uno chiuso, disposti in croce, che formano
dei bracci. Il tempo trascorso nei bracci aperti e il parametro che aumenta per effetto
di farmaci ansiolitici. Farmaci stimolanti e antidepressivi invece non alterano tale
comportamento; per questo motivo, e per la sua buona validita predittiva I'elevated
plus maze é considerato un buon modello per la valutazione dell’ansia (Pellow et al.

1985, 1986).

3.2 Modelli animali di depressione

| modelli animali di depressione indotti da condizionamento ambientale si basano sulla
valutazione quantitativa del cosiddetto “comportamento di disperazione e sfiducia
acquisita” ossia della risposta negativa che segue all’eccitazione da stress, ritenuta
equivalente dello scoraggiamento profondo di alcuni stati depressivi umani.

Il test del nuoto forzato & il modello piu utilizzato per valutare I'efficacia di farmaci

antidepressivi, grazie alla sua buona validita predittiva. Il test si effettua in due fasi: la
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fase di training serve per indurre il comportamento di disperazione, alla quale segue,
dopo 24 ore, eseguendo la medesima procedura, la fase di test. Questo modello si
basa sull’osservazione dell’animale che, posto in un cilindro pieno d’acqua,
inizialmente si muove concitatamente per cercare una fuga e poi, una volta rassegnato
all'impossibilita di fuga, si lascia galleggiare immobile. L'immobilita & interpretata come
disperazione e rinuncia della ricerca di una via di fuga. | farmaci antidepressivi hanno la
capacita di ridurre tale comportamento (Porsolt et al. 1977). Il modello della learned
helpnessless, o sfiducia acquisita, € concettualmente simile al test del nuoto forzato.
L’animale, nella fase di induzione dello stress, viene posto in un apparato in cui riceve,
dalla griglia del pavimento, scosse elettriche associate all'impossibilita di fuga in modo
da sviluppare un deficit nel comportamento di evitamento. Quando I'animale, in una
seconda fase del test, riceve le scosse ma in associazione gli viene data la possibilita di
scappare, compira quindi meno fughe rispetto al gruppo di controllo. | farmaci
antidepressivi migliorano la performance degli animali stressati in questo paradigma
(Seligman e Maier 1967).

I modello da stress cronico variato prevede l'induzione di uno stato anedonico-
depresso in seguito a fattori stressogeni blandi ma continui, svariati tra loro, per
diverse settimane. L’anedonia in questo modello & rappresentata soprattutto dalla
diminuzione della sensibilita alla ricompensa. Lo stato edonico viene infatti misurato in
seguito a valutazione della preferenza di una soluzione di saccarosio (molto gradita
all’animale in condizioni normali), rispetto al gruppo controllo. | farmaci antidepressivi

sono in grado di revertire I'anedonia in questo test (Willner 2005).
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4. Implicazioni del sistema endocannabinoide nell’ansia e nella depressione

4.1 Il sistema endocannabinoide (ECBs)

Il ECBs agisce sia nel sistema nervoso centrale che nei tessuti periferici, in qualita di
sistema modulatore, attraverso, principalmente, due tipi di recettori cannabinoidi
(CBr) (Howlett 2002). Il recettore cannabinoide di tipo 1 (CB1r) & espresso in modo
ubiquitario in tutte le aree cerebrali (Herkenham et al. 1991; Tsou et al. 1998;
Moldrichand e Wenger 2000) ma anche in tipi cellulari e tessuti periferici quali cellule
immunitarie, adipociti e tessuto vascolare (Parolaro 1999; Hillard 2000). Il recettore
cannabinoide di tipo 2 (CB2r) si trova principalmente nelle cellule periferiche del
sistema immunitario, come i macrofagi (Munro et al. 1993; Parolaro 1999) ma anche
nel cervello soprattutto nelle cellule perivascolari della microglia (Nunez et al. 2004) e,
in modo limitato, anche nei neuroni (Van Sickle et al. 2005; Gong et al. 2006). | CBr
afferiscono alla classe dei recettori composti da 7 domini transmembrana e accoppiati
a proteine Gy, che inibiscono I'azione dell’adenilato ciclasi, attivano i canali al K* ed
inibiscono i canali al Ca**voltaggio-dipendenti (Felder e Glass 1998; Howlett e
Mukhopadhyay 2000; Piomelli 2003).

| ligandi endogeni convenzionali dei CBr, AEA (Devane et al. 1992) e il 2-
arachidonilglicerolo (2-AG) (Sugiura et al. 1995), sono stati identificati circa 20 anni fa
ed in seguito nuovi endocannabinoidi, inclusi virodamina (Porter et al. 2002), noladin
etere (Hanus et al. 2001) e N-acil dopamina (Bisogno et al. 2000) sono stati scoperti ed

inclusi in questa classe di neuromodulatori.
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La sintesi degli eCbs avviene nelle cellule post-sinaptiche in seguito a segnali eccitatori,
in risposta a stimoli fisiologici o patologici, attraverso un meccanismo chiamato “on
demand", che rappresenta la peculiarita di questa classe di neuromodulatori; una volta
rilasciati nella sinapsi, gli eCbs attivano i loro recettori a livello pre-sinaptico, con
modalita retrograda, inibendo il rilascio di neurotrasmettitori quali glutammato, GABA,
acetilcolina, serotonina e noradrenalina (Schlicker e Kathmann 2001; Ohno-Shosaku et
al. 2001; Wilson et al. 2001; Freund et al. 2003). L'AEA che il 2-AG derivano,
rispettivamente, dalla coniugazione tra acido arachidonico ed etanolamide o glicerolo
(Rodriguez de Fonseca et al. 2005). AEA viene sintetizzata dalla fosfatidiletanolamide,
che, in presenza di Ca®" e cAMP (Cadas et al. 1997; Piomelli 2003), viene convertita in
N-arachidonoilfosfatidil-etanolamina (NAPE), dall’enzima N-aciltransferasi. La scissione
di NAPE in AEA avviene attraverso I'azione di una specifica fosforilipasi, la fosfolipasi D
(NAPE-PLD), che appartiene alla sottofamiglia delle zinco-metalloidrolasi, della
superfamiglia delle B idrolasi (Okamoto et al. 2004). La biosintesi di 2-AG & mediata
dalla fosfolipasi C (PLC) o dalla fosfolipasi D (PLD), che portano alla formazione di
diacilglicerolo che viene di seguito convertito a 2-AG dalla diacilglicerolipasi (DAG)
(Hillard 2000; Sugiura e Waku 2002). Gli eCbs sono catabolizzati da specifici enzimi,
come la amido idrolasi degli acidi grassi (FAAH), che idrolizza AEA in etanolamine e
acido arachidonico, e la monoacilglicerolipasi (MAGL) che metabolizza il 2-AG in
glicerolo e acido arachidonico (Ahn et al. 2008). Sono stati identificati processi
alternativi per la degradazione di 2-AG sia tramite azione della alfa-beta-idrolasi

dominio 6 (ABHD6) che inattiva specificatamente il 2-AG a livello centrale (Marrs et al.
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2010) sia tramite ciclossigenasi 2 (COX-2), che ossida il 2-AG formando prostaglandine
(Kozak et al. 2002; Kim e Alger 2004).

AEA, che ha struttura e caratteristiche chimiche simili a quelle del delta-9-
tetraidrocannabinolo (THC) (Ryan et al. 1997; Seltzman et al. 1997), ha affinita piu alta
per i CB1r (K;: 89210nM) che per i CB2r (K;: 371+102nM) (Reggio 2002) ma anche per i
TRPV1 (Ross 2003). Il 2-AG ha affinita di legame per entrambe CB1/CB2r (K;: 2.4uM)
(Basavarajappa 2007). Questi due eCbs sono ampiamente localizzati nel sistema
nervoso centrale, soprattutto in cellule staminali cerebrali, medulla, sistema limbico e
striato (Sugiura et al. 2002). | CBr sono coinvolti nello sviluppo cerebrale in quanto
regolano la differenziazione cellulare (Rueda et al. 2002). Questi recettori,
evidentemente per la loro importanza in questa funzione, sono stati preservati durante
I’evoluzione: uomo, ratto e topo condividono il 97% di identita delle sequenze
aminoacidi che costituiscono i CBr (Rodriguez de Fonseca et al. 2005). Si pud dunque
affermare che il ECBs, con i suoi recettori e ligandi endogeni, gioca un ruolo
fondamentale nella fisiologia cellulare e di interi sistemi. Alterazioni del ECBs infatti
sono fortemente connesse a condizioni patofisiologiche quali: obesita, deficit
dell’attenzione, schizofrenia, depressione e disturbi neurodegenerativi (Kano et al.

2009; Fernandez-Ruiz 2009).

4.2 ECB ed ansia
Le nozioni sul ruolo del ECBs sull’ansia derivano dall’esperienza dell’'uomo, dell’'uso
ricreazionale della cannabis. 1l profilo bifasico dei cannabinoidi sull’ansia spiega come a

basse dosi, i cannabinoidi producono effetti ansiolitici, mentre ad alte dosi inducono
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effetti ansiogeni (Onaivi et al. 1990). In particolare bassi dosaggi degli agonisti dei CBr,
nabilone, CP 55,940, HU4210 e THC, inducono effetti ansiolitici in elevated plus maze e
light-dark box (Onaivi et al. 1990; Marco et al. 2004; Rodriguez de Fonseca et al. 1996;
Berrendero e Maldonado 2002). Al contrario, alte dosi di THC inducono effetti
ansiogeni nel test dell’ elevated plus maze (Onaivi et al. 1990). Tali effetti contrastanti
potrebbero essere dovuti al coinvolgimento di diverse proteine G, G; e G, accoppiate
ai CBr, implicate rispettivamente in effetti inibitori o stimolanti (Viveros et al. 2005). La
modulazione indiretta del ECBs, attraverso il blocco farmacologico della FAAH tramite
somministrazione del suo inibitore URB597 ha effetto ansiolitico in diversi saggi
comportamentali. Peraltro tale effetto € accompagnato da un incremento dei livelli di
AEA nel cervello (Kathuria et al. 2003). La localizzazione anatomica dei CB1r nella
corteccia prefrontale, I'ippocampo, il nucleo accumbens, I'amigdala e nella sostanza
grigia periacquedottale, supporta l'ipotesi che il ECBs sia coinvolto nella regolazione
degli stati emozionali tra cui I'ansia (Pistis et al. 2004; Viveros et al. 2005).

Inoltre & noto che i cannabinoidi modulano il rilascio di numerosi neurotrasmettitori
coinvolti nell’ansia (Millan 2003). In particolare, nelle strutture corticolimbiche,
inibiscono il rilascio di noradrenalina, dopamina, serotonina e neuropeptidi ansiogeni
(colecistochinina e fattore di rilascio della corticotropina) (Schicker e Kathman 2001;
Rodriguez de Fonseca et al. 1997) mentre modulano l'attivita GABAergica in
ippocampo, amigdala e corteccia frontale (Marsicano et al. 2002)

L'alterazione delle trasmissioni neurotrasmettitoriali a livello di ippocampo, amigdala e
corteccia prefrontale si pensa sia alla base dei disturbi ansiosi (Lopez et al. 1999;

Gorman et al. 2000).
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4.3 ECBs e depressione

A favore dell’ipotesi, secondo la quale il ECBs possa avere un ruolo nell’eziopatogenesi
della depressione, esistono diverse evidenze scientifiche.

Dato I'effetto bifasico dei cannabinoidi, I'abuso di cannabis & associato con un maggior
rischio di insorgenza di disturbi dell’'umore (Rubino e Parolaro 2008), mentre un suo
uso moderato, a bassi dosaggi sembra avere effetti benefici sui sintomi depressivi
(Bambico e Gobbi 2008). In particolare, sia studi pre-clinici che clinici hanno dimostrato
che uno stato depressivo-simile corrisponde un basso livello di eCbs (Rodriguez-
Gaztelumendi et al. 2009; Hill et al. 2009) nelle aree corticolimbiche ed in ippocampo
(Patel et al. 2005, 2009; Bortolato et al. 2007; Rademacher et al. 2008; Hill et al. 2009,
2010). Studi pre-clinici condotti su roditori hanno dimostrato che la soppressione dei
CB1 provoca un fenotipo depresso-simile: ridotta anedonia (Sanchis-Segura et al.
2004), ansia (Haller et al. 2002, 2004; Mikics et al. 2009), disturbi nel controllo delle
memorie avverse (Marsicano et al. 2002; Kamprath et al. 2006; Plendl e Wotjak 2010),
disturbi dell’attivita sessuale e del comportamento nutritivo (Gorzalka et al. 2010). La
modulazione diretta dei CB1r attraverso i loro agonisti, ed indiretta attraverso inibitori
della FAAH, non solo aumenta i livelli di AEA, ma aumenta anche I'attivita di firing sia
dei neuroni 5-HT-ergici nel DR sia dei neuroni NE-ergici nel LC (Gobbi et al. 2005;
Palazzo et al. 2006; Mendiguren e Pineda 2006; Bambico et al. 2009b, 2010). Inoltre,
I'attivazione dei CB1r aumenta I'espressione di BDNF nell’ippocampo (Derkinderen et
al. 2003) ed inibisce I'ipersecrezione di glucocorticoidi (Hill et al. 2010), avendo come

effetto positivo la proliferazione delle cellule ippocampali (Aguado et al. 2005),
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modificazioni neuro plastiche comunemente osservate durante trattamento con
antidepressivi. Dal punto di vista comportamentale, [linibizione della
ricaptazione/metabolismo degli eCbs, produce cambiamenti comportamentali
comparabili a quelli indotti dagli effetti degli antidepressivi in diversi modelli animali di
depressione quali (Rutkowska e Jachimczuk 2004; Gobbi et al. 2005; Hill e Gorzalka
2005; Jiang et al. 2005; Hill et al. 2007; McLaughlin et al. 2007; Bortolato et al. 2007;
Rademacher e Hillard 2007; Adamczyk et al. 2008; Bambico et al. 2009a, 2010; Morrish
et al. 2009; El-Alfy et al. 2010). A supporto, alterazioni dell’attivita dei CB1r provocano
un’iperattivita dell’asse HPA, inibiscono la neurogenesi e I'espressione di neurotrofine
nell'ippocampo (Dubreucq et al. 2010). In supporto, anche dati provenienti da studi di
elettrofisiologia indicano che il deficit dell’attivita degli eCbs indotto da stress inibisce il
rilascio di neurotrasmettitori nello striato e nell'ipotalamo (Wamsteeker et al. 2010;
Wang et al. 2010).

Molti studi hanno preso in esame gli effetti dei trattamenti cronici con antidepressivi
sul ECBs ed i risultati ottenuti sono ampiamente controversi e poco chiari.
L’antidepressivo tranilcipromina (Is-MAO) aumenta I'affinita di legame CB1r/eCbs nella
corteccia prefrontale e ippocampo, ma riduce i livelli di AEA sia in queste strutture che
nell'ipotalamo (Hill et al. 2009). Il trattamento cronico con disipramina (triciclico)
provoca un incremento dei CB1r in ippocampo e ipotalamo, mentre il trattamento
cronico con imipramina (triciclico) provoca un aumento di tali recettori in amigdala e
un loro decremento in ipotalamo, mesencefalo e striato ventrale (Hill et al. 2008).
Entrambe perd non hanno alcun effetto sui livelli di eCbs. Il trattamento con

antidepressivi triciclici sopprime I'attivazione dell’asse HPA stress-indotta (Hill et al.
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2007) e aumenta sia l'appetito che il peso corporeo (Gobshtis et al. 2007); questi
effetti vengono revertiti in seguito a trattamento con antagonisti dei CB1r. Questi dati
indicano, che il trattamento con i triciclici, aumentando I'attivita dei CB1r in ipotalamo,
modifica I'attivita del ECBs (Hill et al. 2007) ed i suoi effetti sulla soppressione
dell’attivita dell’asse HPA e sul peso corporeo.

Studi pre-clinici riportano che il trattamento con fluoxetina (SSRI) aumenta I'affinita di
legame/signalling CB1r nelle regioni della corteccia frontale (Hill et al. 2009; Mato et
al. 2010); per contro, € stato anche dimostrato che il trattamento con citalopram (SSRI)
diminuisce I'attivita dei CB1r in ippocampo e nucleo paraventricolare (Hesketh et al.
2008). La terapia elettroconvulsiva aumenta l'attivita dei CB1lr in amigdala ma lo
riduce, diminuendo anche i livelli di AEA, in corteccia prefrontale (Hill et al. 2007). La
procedura di deprivazione del sonno provoca un incremento di 2-AG (Chen e Bazan
2005) e di AEA in ippocampo nell’'uomo (Vaughn et al. 2010).

Tutte le classi di antidepressivi (ad eccezione di citalopram ed imipramina) aumentano

I'attivita degli eCbs nelle regioni limbiche subcorticali.
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OBIETTIVI

E noto che le etanolamidi degli acidi grassi, agonisti PPARa, OEA e PEA, sono coinvolte
nella modulazione di alcuni processi fisiologici (metabolici, cardiovascolari ed
immunitari) che vengono colpiti dagli insulti di tipo stressogeno (Mackie e Stella 2006;
Matias et al. 2006, 2007; Fu et al. 2003; Lo Verme et al. 2005). In letteratura i dati
provenienti da uno studio clinico dimostrano che i livelli ematici di OEA e PEA,
subiscono un decremento in associazione a stress (Hill et al. 2009). A supporto di tale
evidenza solo uno studio pre-clinico descrive che la PEA produce un effetto
antidepressivo-simile nel modello del nuoto forzato nel topo (Yu et al. 2011).
Considerando la scarsita di prove scientifiche sul diretto coinvolgimento di OEA e PEA e
dei recettori PPARa in patologie correlate allo stress, in questa tesi & stato studiato
(con approccio di tipo comportamentale ed immunoistochimico): il possibile ruolo di
tali molecole in ansia e depressione attraverso i test “elevated plus maze” e “nuoto
forzato”, rispettivamente, ed il possibile coinvolgimento del sistema endocannabinoide
e nicotinico sugli eventuali effetti di OEA e PEA, PPARa-mediati, nei suddetti test, in
ratti maschi adulti del ceppo Sprague Dawley. La specificita del possibile meccanismo
PPARa-mediato e stata investigata tramite pretrattamento con I’antagonista specifico
PPARa, I’ MK866; il potenziale coinvolgimento del sistema endocannabinoide con
I'utilizzo dell’antagonista/agonista inverso dei CB1r, il rimonabant e linterazione
PPARa-sistema nicotinico tramite trattamento con I'agonista dei recettori nicotinici a7
nAChR, PNU282987. Preliminarmente a tali esperimenti e stato caratterizzato il profilo

farmacologico comportamentale delle due molecole in studio tramite test di attivita
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motoria ed analgesia, in modo da selezionare le dosi che non inducano effetti aspecifici

nel comportamento animale.
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MATERIALI E METODI

1.1 Animali

Per il presente studio sono stati utilizzati ratti maschi adulti del ceppo Sprague Dawley
(Harlan, Italia), del peso di 280 gr al momento della sperimentazione. Gli animali sono
stati stabulati quattro per gabbia e mantenuti ad un regolare ciclo luce/buio di 12h, in
condizioni ambientali di temperatura ed umidita standard (T= 21+2 °C; U= 60%)con
disponibilita ad libitum di acqua e cibo.

| test comportamentali sono stati condotti durante il periodo di luce in ambienti con
luce attenuata (30 lux) in modo da riprodurre le condizioni ambientali standard della
stanza di stabulazione. Gli animali, prima di ogni test, sono stati sottoposti ad
abituamento (1h) delle condizioni ambientali delle stanze di sperimentazione.

Tutti gli esperimenti sono stati approvati dal Comitato Etico per la tutela degli Animali
di Laboratorio e condotti nel rispetto delle normative vigenti in materia E.C.

Regulations for Animal Use in Research (CEE No. 86/609, DL 27.01.1992).

1.2 Farmaci utilizzati nei test comportamentali

Le soluzioni di farmaci sono state preparate prima di ogni test e somministrate
intraperitonealmente (i.p).

OEA (Tocris, UK): 2.5, 5, 7.5, 10 mg/kg, disciolta in 5% Tween 80 e 95% soluzione salina,
somministrata 10 minuti prima dei test.

PEA (Ascent Scientific, UK): 1, 2, 3.75, 7.5, 15 mg/kg disciolta in 5% Tween 80 e 95%

soluzione salina, somministrata 10 minuti prima dei test.
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MK886 (Tocris, UK): 1 mg/kg disciolta in 10% Tween 80, 20% DMSO e 70% acqua
distillata, somministrata 1h prima dei test.

Rimonabant (SR 171416A) (Sanofi Aventis): 1 mg/kg disciolta in 3 gocce di Tween 80 e
95% soluzione salina, somministrata 30 minuti prima dei test.

PNU 282987 (Tocris, UK): 3 mg/kg disciolta in soluzione salina, somministrata 30 minuti
prima dei test.

Morfina cloridrato (Carlo Sessa, Italia): 5mg/kg disciolta in soluzione salina, utilizzata

come farmaco di riferimento negli esperimenti di analgesia, somministrata 1h prima
dei test.

Amitriptilina (Roche, UK): 15 mg/kg disciolta in soluzione salina, utilizzata come
farmaco di riferimento negli esperimenti sulla depressione, somministrata 1h prima

del test.

1.3 Test comportamentali
- 1.3.1 Test dell’attivita motoria: apparato e procedura

Il test dell’attivita motoria & stato condotto seguendo il protocollo di Spano et al. 2012.
Gli animali sono stati randomizzati in gruppi (n=6 per gruppo sperimentale) e testati
individualmente in gabbie operanti tramite I'apparecchio Digiscan Animal Activity
Analyser (OmnitechEletronics, Columbus, USA). Ogni gabbia (42 x30 x 60 cm) & dotata
di due set di 16 fotocellule localizzate nei quattro lati della gabbia, ad una distanza di
2.5 cm I'una dall’altra che emettono raggi infrarossi in senso orizzontale e verticale (4 e
12 cm dal pavimento della gabbia). Ogni animale, in seguito a trattamento, veniva

posizionato all'interno della gabbia e da quel momento aveva inizio il test.
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Sono stati valutati i seguenti parametri:

-distanza percorsa: distanza orizzontale totale percorsa dall’animale, misurata in
centimetri (cm);

-attivita verticale: numero totale di interruzioni di emissione dei raggi infrarossi,
captate dai sensori verticali;

-attivita al centro e ai margini: numero totale di interruzioni di emissione dei raggi
infrarossi, captate dai sensori agli angoli, quando I'animale si trova ad una distanza di 8
e 2 cm (centro e margini, rispettivamente) dai margini della gabbia.

Tutti i parametri sono stati registrati per un periodo complessivo di 60 minuti
immediatamente dopo aver posto gli animali nelle gabbie sperimentali. In particolare,
sono stati valutati come curva temporale (valori raccolti ad intervalli di 10 minuti) e
come dati cumulativi (media della somma dei valori valutati ogni 10 minuti, per
animale, per gruppo, all'interno dell’'intera sessione). Tra una sessione e la successiva
le pareti dell’apparato venivano pulite con H,0, in modo da limitare ogni possibile
traccia olfattiva.

Sono stati testati i seguenti farmaci:

OEA (2.5, 5, 7.5, 10 mg/kg); PEA (2, 3.75, 7.5, 15 mg/kg); PNU 282987 (3 mg/kg);

MK886 (1 mg/kg); rimonabant (1 mg/kg).

- 1.3.2 Tail flick test: apparato e procedura
Per lo studio degli effetti antinocicettivi dei farmaci testati, & stato condotto il tail flick
test attraverso un apparato specifico in grado di emanare una sorgente luminosa

irradiante calore. L'intensita di temperatura dello stimolo e stata impostata a 55°C ed il
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cut-off a 10 secondi in modo da prevenire danni cutanei all’animale. La procedura
inizia col posizionamento della coda dell’animale a 3-5 cm dalla sorgente di calore, la
qguale & associata ad un sensore a raggi infrarossi ed un timer che vengono attivati
dall’operatore. Quando l'animale compie il movimento di “flick” con la coda,
(movimento orizzontale per spostare la coda dallo stimolo doloroso) il timer si ferma
ed automaticamente |'apparato fornisce la misura della latenza (sec) al movimento di
“flick” della coda. Seguendo il protocollo di Bannon e Malmberg (2007), con minime
modificazioni, il test & stato condotto a 15, 30, 45, 60 e 75 minuti dopo la
somministrazione dei farmaci. Gli animali (n =6 per gruppo) sono stati randomizzati nei
diversi gruppi sperimentali in seguito alla valutazione della latenza di base allo stimolo
di calore. Sono stati analizzati i seguenti parametri:

- MPE, ovvero percentuale del massimo effetto possibile del farmaco misurata in

percentuale (%).

%MPE é stato calcolato con la seguente formula: (latenza test-latenza di base)/(limite
massimo di tempo-latenza di base). Tra una sessione e la successiva le pareti

dell’apparato venivano pulite con H,0, in modo da limitare gli impulsi olfattivi.

- 1.3.3 Elevated plus maze: apparato e procedura
L’ elevated plus maze € un test comportamentale detto “di emersione” e si basa sulla
naturale avversione dei roditori per gli spazi aperti e sulla risposta comportamentale
del movimento dell’animale negli spazi chiusi o aperti (comportamento noto come

tigmotassi), all'interno dell’apparato. L'apparato € composto da due bracci chiusi sul
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perimetro da pareti scure (50 cm x 10 cm x 40 cm) e due aperti (50 cm x 10 cm), e si
estendono in direzione opposta da una piattaforma centrale comune (10 cm x 10 cm)
ed e sollevato 50 cm dal pavimento mediante un piedistallo centrale. Una volta che
I’'animale veniva posizionato nella zona centrale dell’apparato, con il capo rivolto verso
un braccio aperto, veniva osservato per 5 minuti, da una stanza esterna di
monitoraggio, tramite videocamere digitali e rispettivo software (Anymaze Software,
Stoelting). Gli animali (n=6 per gruppo) sono stati randomizzati nei gruppi sperimentali
e testati individualmente. Sono state considerate entrate nei bracci tutte le volte in cui
I’'animale attraversava il bordo del braccio (in entrata o uscita) con il 90% del suo
corpo. Tra una sessione e la successiva |'apparato veniva pulito con H,0, in modo da
eliminare ogni possibile traccia olfattiva.
Nell’elevated plus maze il comportamento naturale dell’animale si traduce con una
riduzione dei movimenti e con la preferenza a permanere nei bracci chiusi (Pellow et
al. 1985, Treit et al. 1990, Rodgers et al. 1997, Carobrez et al. 2005). L’ansia accentua
guesto comportamento mentre, una riduzione dello stato ansioso, si riscontra con
I'aumento sia del tempo speso dall’animale nei bracci aperti sia del numero di entrate
nei bracci aperti. Il numero totale di entrate nei bracci e il numero di entrate nei bracci
chiusi sono un indice di attivita motoria spontanea (Hogg et al. 1996). Sono stati
valutati:

- tempo speso nei bracci aperti e chiusi (sec);

- numero di entrate nei bracci aperti e chiusi;

- numero di entrate totali nei 4 bracci.

| valori ottenuti sono stati utilizzati per misurare i parametri convenzionali:
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- percentuale di tempo speso nei bracci aperti ([tempo speso nei bracci
aperti/tempo totale] x 100);
- numero di entrate nei bracci aperti ([numero di entrate nei bracci
aperti/entrate totali] x 100).
Per una migliore valutazione del profilo ansiolitico/ansiogeno dei farmaci vengono
valutati anche i parametri etologici (Rodgers et al. 1997):
-head-dipping (movimenti esploratori effettuati col capo nelle aree esterne ai bracci
aperti);
-risk-assessment  (movimenti esploratori effettuati col capo seguiti dal
riposizionamento dell’animale alla posizione originale senza attraversamento di
nessun’area dell’apparato).
L'effetto di OEA e PEA (5 mg/kg e 2 mg/kg, rispettivamente) & stato valuto sia in
seguito a trattamento acuto che sub-cronico (OEA 2.5 e 5 mg/kg; PEA 1 e 2 mg/kg).
Mentre per il trattamento in acuto i farmaci sono stati somministrati 10 minuti prima
del test, per quanto riguarda il sub-cronico OEA e PEA sono state somministrate 24h,

4h e 10 minuti prima del test.

- 1.3.4 Test del nuoto forzato: apparato e procedura
Il test e stato condotto utilizzando cilindri trasparenti in plexiglas (20 cm diametro x 40
cm altezza) contenenti 40 cm di acqua (in modo che ci fosse una distanza di 13 cm
circa tra la punta della coda dell’animale ed il fondo del cilindro) ad una temperatura
25°C + 2°C: gli animali, nell’apparato sono costretti a nuotare senza via di fuga. Gli

animali (N=8 per gruppo) sono stati randomizzati nei gruppi sperimentali.
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L’esperimento si svolge in due fasi: training e test. La fase di training, della durata di 15
minuti (giorno 1) si svolge 24h prima del test. Subito dopo I'animale viene
accuratamente asciugato dall’operatore e riceve la prima somministrazione di farmaco
e riposto nella stanza di stabulazione. Gli animali ricevono la seconda
somministrazione di farmaco (giorno 2) 4h prima del test e la terza poco prima del test,
in base ai tempi di somministrazione dei farmaci. Il test che viene condotto nelle
medesime condizioni della fase di training, consiste nell’osservare per 5 minuti gli
animali, da una stanza esterna tramite sistema di videocamere digitali e rispettivo
software (Anymaze Software, Stoelting). Nel test del nuoto forzato, i roditori, che sono
forzati a nuotare in uno spazio ristretto e senza via di fuga, dopo un iniziale periodo di
ipermotilita, assumono una postura immobile, e si muovono solo per mantenere il
capo fuori dall’acqua per risparmiare energie. |l significato della postura di “immobilita
o galleggiamento” indica un comportamento di rassegnazione in una situazione di
forte stress, anche noto come “comportamento di disperazione”. La procedura del test
del nuoto forzato € ampiamente descritta in letteratura (Porsolt et al. 1977, 1978;
Detke et al. 1996; Rénéric et al. 1998) ed in particolare in questa tesi e stato utilizzato il
protocollo descritto da Castagné e colleghi (2011).

Sono stati valutati i seguenti parametri:

Immobility: tempo in secondi (sec) trascorso dall’animale nello stare
immobile/galleggiare nell’acqua facendo minimi movimenti con le zampe anteriori in
modo da mantenere il capo sopra il livello dell’acqua;

Swimming: tempo (sec) trascorso dall’animale in movimenti orizzontali sulla superficie

d’acqua;
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Climbing: tempo (sec) trascorso dall’animale in movimenti verticali contro le pareti del

cilindro.

1.4 Immunoistochimica
- 1.4.1 Farmaci, preparazione del campione, procedura ed analisi

L’analisi immunoistoichimica & stata condotta su cervelli di animali trattati sub-
cronicamente con OEA (2.5 mg/kg), PEA (1 mg/kg) e veicolo sottoposti al test di
depressione del nuoto forzato, e animali naive, che cioé non hanno svolto il test
comportamentale né subito alcun trattamento farmacologico. Subito dopo la sessione
sperimentale gli animali sono stati anestetizzati con Equitesin (pentobarbitale 9.72
mg/kg, cloralio idrato 44.4 mg/ml, glicol propilene 44%), e perfusi per via transcardiaca
con un tampone salino fosfato [PBS (0.1 M, pH 7.4] ed in seguito con paraformaldeide
al 4% in PBS 0.1 M. | cervelli, una volta rimossi dal cranio, sono stati post-fissati nella
stessa soluzione di paraformaldeide per 24h a 4°C e poi immersi in soluzione antigelo a
—20 °C fino al momento del loro utilizzo. In accordo con I'atlante Paxinos e Watson
(1986), i cervelli sono stati tagliati con la metodica free-floating in sezioni coronali (30
mm) tramite vibratomo (Vibratome Leica VT 1000S) a livello dell’ippocampo; le sezioni
sono state posizionate in vetrini per microscopia gelatinizzati e trattate con una
soluzione specifica per bloccare le perossidasi endogene (Dako, Denmark) per 30
minuti a temperatura ambiente. A seguire, I'incubazione per 24h in anticorpo primario
a 4°C (monoclonale mouse anti-rat GAD67, diluizione 1:1000 in PBS 0.1M con 0,1%
TritonX, Chemicon, Temecula, CA o monoclonale rabbit anti-rat MAP2, diluizione 1:200

in PBS 0.1M con 0,1% TritonX, Sigma). Dopo l'incubazione le sezioni sono state lavate
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con PBS 0.1 M ed incubate in anticorpo secondario biotinilato anti-mouse o anti-rabbit,
rispettivamente (diluizione 1:200), a temperatura ambiente per 1 ora e 30 minuti.
Dopo incubazione nel complesso avidina-biotina (Vector Elite, Burlingame, CA, U.S.A.)
e stata indotta una reazione visibile trattando le sezioni con 0.04% diaminobenzidine
(DAB, Dako, Glostrup Denmark), 2.5% nickel solfato e 0.01% H,0,, disciolti in sodio
acetato 0.1 M. Le sezioni sono state disidratate con crescenti concentrazioni di
etanolo, pulite in xylene e sigillate con coprivetrini. Le sezioni dei controlli negativi
sono state ottenute utilizzando il suddetto protocollo ma senza il trattamento con
anticorpo primario. Per valutare |'efficienza della reazione immunoistochimica della
proteina decarbossilasi dell’acido glutammico, isoforma 67 kDa, (GAD67) e della
proteina associata a microtubuli-tipo 2 (MAP2) in ippocampo, sono state analizzate tre
sezioni per ogni animale, tramite microscopio Nikon Eclipse 90i e macchina fotografica
NikonDXM 1200F con ingrandimenti a 5x e 20x. Le immagini sono state analizzate
tramite NIH Image Processing and Analysis software (Imagel; NIH, Bethesda, MD, USA).
In tutte le sezioni é stata analizzata la medesima area di ippocampo. Il segnale di fondo
e stato identificato, per ogni sessione, con una piccolo area vicina a quella studiata. Le
analisi sono state condotte dall’'operatore in cieco. Questi esperimenti sono stati da
me condotti nei laboratori del Prof. Javier Ferndandez-Ruiz e sotto la supervisione della

Prof. ssa Sagredo Onintza, presso la Universita Complutense di Madrid.
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1.5 Analisi statistica

| dati rappresentati in questo studio sono espressi come MEDIA+SEM.

L'analisi dei dati del test dell’attivita motoria e del test per I'analgesia, € stata
effettuata tramite ANOVA a due vie (studio dell’interazione Trattamento x Tempo). In
caso di significativita statistica & stato applicato il Bonferroni post hoc test per le
comparazioni multiple. Per I'elevated plus maze i dati sono stati analizzati tramite
Unpaired t Student test, per la valutazione delle differenze tra i gruppi.

| dati del test del nuoto forzato e dell'immunoistochimica sono stati analizzati tramite
ANOVA ad una via (studio del fattore trattamento tra i gruppi) e post hoc test di
Newman Keuls.

La significativita statistica & stata impostata per P<0.05. Le analisi sono state condotte

con l'utilizzo di GraphPad Prism versione 5.
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RISULTATI

1.1 Test dell’attivita motoria

- 1.1.1 Valutazione del trattamento acuto con I’ agonista PPARa, OEA, nel test
dell’attivita motoria

Nelle Fig. 1 e 2 (a, b) & raffigurata I'analisi dell’attivita motoria presente negli animali
dopo la somministrazione acuta di dosi crescenti dell’agonista PPARa, OEA (2.5, 5, 7.5
e 10 mg/kg) e del corrispondente veicolo.
Considerando sia la distanza percorsa che I'attivita verticale cumulativa, entrambe
valutate per un periodo complessivo di 60 minuti, osserviamo che gli animali trattati
con le dosi alte del farmaco (7.5 e 10 mg/kg) mostrano una significativa diminuzione di
entrambi i parametri rispetto agli animali trattati con il solo veicolo [ANOVA ad una via:
(Fa, 20=8,372; P=0,0003 e F4 19=26,78; P<0.0001 rispettivamente)] (Fig. 1a e 2a).
Dall’analisi della curva temporale (valori di attivita motoria raccolti ad intervalli di 10
minuti per un periodo complessivo di 60 minuti), riportata nelle Fig. 2a e 2b, e stato
rilevato che la diminuzione significativa e evidente nei primi 20 e 30 minuti del test
[ANOVA a due vie: Trattamento (Fs150=11.15; P<0.0001 e Fj150=16.36; P<0.0001
rispettivamente); Tempo (Fs150=147.53; P<0.0001 e Fs515=39.89; P<0.0001
rispettivamente); Interazione Trattamento x Tempo (Fz0150=2.62; P=0.0007 e
F2s5,150=2.68; P<0.0001 rispettivamente)]. Per quanto riguarda I'attivita al centro e ai
margini della gabbia sperimentale, non & stata trovata alcuna differenza significativa

tra gli animali trattati con le diverse dosi di OEA ed il corrispondente veicolo (Tab. 1).
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Fig. 1. Effetti dell’agonista PPARa, OEA, sulla distanza percorsa nel test dell’attivita
motoria. Il grafico rappresenta gli effetti di crescenti dosi di OEA sulla distanza
percorsa, nel test dell’attivita motoria nel ratto. | valori sono espressi come MEDIA +
SEM (n=6 animali per gruppo). Fig. 1a: ** P<0.01 OEA 7.5 mg/kg vs veicolo; °° P<0.01
OEA 10 mg/kg vs veicolo; post hoc test di Newman Keuls. Fig. 1b: *** P<0.001 OEA 7.5
mg/kg vs veicolo; ** P<0.01 OEA 7.5 mg/kg vs veicolo; °°° P<0.001 OEA 7.5 e 10 mg/kg
vs veicolo; post hoc test di Bonferroni.
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Fig. 2. Effetti dell’agonista PPARa, OEA, sull’ attivita verticale nel test dell’attivita
motoria. Il grafico rappresenta gli effetti di crescenti dosi di OEA sull’attivita verticale
nel test dell’attivita motoria nel ratto. | valori sono espressi come MEDIA + SEM (n=6
animali per gruppo). Fig. 2a: *** P<0.001 OEA 7.5 mg/kg vs veicolo; °°° P<0.001 OEA
10 mg/kg vs veicolo; post hoc test di Newman Keuls. Fig. 2b: *** P<0.001 OEA 7.5
mg/kg vs veicolo; ** P<0.01 OEA 7.5 mg/kg vs veicolo; °°° P<0.001 OEA 10 mg/kg vs
veicolo; °° P<0.01 OEA 10 mg/kg vs veicolo; post hoc test di Bonferroni.
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Tab. 1. Effetti di crescenti dosi dell’agonista PPARc, OEA, sull’ attivita al centro e ai
margini nel test dell’attivita motoria

attivita al centro attivita ai margini
veicolo 270 £ 68 3228 £ 63
OEA 2.5 mg/kg 196+ 70 3077 £ 60
OEA 5 mg/kg 178 26 3240+ 44
OEA 7.5 mg/kg 171 +£20 3102 +175
OEA 10 mg/kg 116 +18 3403 + 60

I valori sono espressi come MEDIA + SEM (n=6 animali per gruppo)

- 1.1.2 Valutazione del trattamento acuto con I’ agonista PPARa, PEA, nel test
dell’attivita motoria

Le Fig. 3 e 4 (a, b) mostrano gli effetti delle crescenti dosi di PEA (1, 2, 3.75, 7.5, 15
mg/kg) rispetto al gruppo di controllo trattato con veicolo nel test dell’attivita motoria.
Come per OEA, I'analisi ha rivelato che le alte dosi di PEA (7.5 e 15 mg/kg) riducono sia
la distanza percorsa che l'attivita verticale cumulativa, entrambe valutate per un
periodo complessivo di 60 minuti, in modo statisticamente significativo [ANOVA ad
una via: (Fs, 24=7,853; P=0.0004) e (Fs24= 0.0014; P=0.1817, NS) rispettivamente].
Dall’analisi della curva temporale (valori raccolti ad intervalli di 10 minuti) & possibile
rilevare che la diminuzione avviene nei primi 20 minuti del test [ANOVA a due vie:
Trattamento (Fs,108=12.93; P<0.0001 e Fs 103=9.03; P<0.0001 rispettivamente); Tempo
(Fs,108=67.96; P<0.0001 e Fs103=27. 61; P<0.0001 rispettivamente); Interazione
Trattamento x Tempo (F2510s=2.68; P<0.0001 e Fys510s=1.70; P=0.0252

rispettivamente)]. Per quanto riguarda l'attivita al centro e ai margini della gabbia
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sperimentale, non é stata trovata alcuna differenza significativa tra gli animali trattati

con le diverse dosi di PEA ed il corrispondente veicolo (Tab. 2)
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Fig. 3. Effetti dell’agonista PPAR¢, PEA, sulla distanza percorsa nel test dell’attivita
motoria. Il grafico rappresenta gli effetti di crescenti dosi di PEA sulla distanza
percorsa, nel test dell’attivita motoria nel ratto. | valori sono espressi come MEDIA +
SEM (n=4 animali per gruppo). Fig. 4a: ** P<0.01 PEA 7.5 mg/kg vs veicolo; °°° P<0.001
PEA 15 mg/kg vs veicolo; post hoc test di Newman Keuls. Fig. 4b: ** P<0.01 PEA 7.5
mg/kg vs veicolo; * P<0.05 PEA 7.5 mg/kg vs veicolo; °°° P<0.001 PEA 15 mg/kg vs
veicolo; post hoc test di Bonferroni.
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Fig. 4. Effetti dell’agonista PPARca, PEA, sull’ attivita verticale nel test dell’attivita
motoria. Il grafico rappresenta gli effetti di crescenti dosi di PEA sull’attivita verticale
nel test dell’attivita motoria nel ratto. | valori sono espressi come MEDIA + SEM (n=4
animali per gruppo). Fig. 5a: ** P<0.01 PEA 7.5 mg/kg vs veicolo; °°° P<0.001 PEA 15
mg/kg vs veicolo; post hoc test di Newman Keuls. Fig. 5b: * P<0.05 PEA 7.5 mg/kg vs
veicolo; °°° P<0.001 PEA 15 mg/kg vs veicolo; °° P<0.01 PEA 15 mg/kg vs veicolo; post
hoc test di Bonferroni.
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Tab. 2. Effetti di crescenti dosi dell’agonista PPARa, PEA, sull’ attivita al centro e ai
margini nel test dell’attivita motoria.

attivita al centro attivita ai margini
veicolo 275+ 29 3323+29
PEA 1 mg/kg 690 + 295 2909 £ 296
PEA 2 mg/kg 358+ 120 3225+ 124
PEA 3.75 mg/kg 251+ 16 3377 t41
PEA 7.5 mg/kg 383 +99 3283+ 67
PEA 15 mg/kg 172+ 81 3427 + 80

I valori sono espressi come MEDIA + SEM (n=4 animali per gruppo)

- 1.1.3 Effetti dell’antagonista PPAR«, MK886, e dell’antagonista/agonista
inverso dei recettori cannabinoidi CB1, SR141716A (SR) o rimonabant, nel test
dell’attivita motoria

| risultati riportati in Tab. 3 mostrano I'effetto dell’antagonista specifico PPARo, MK886
1 mg/kg, e del rimonabant, antagonista/agonista inverso dei recettori CB1, rispetto al
corrispondente gruppo trattato con veicolo (gruppo controllo) nel test dell’attivita
motoria. La somministrazione di ciascun farmaco alle dosi indicate nella tabella non ha
indotto alcun effetto significativo (P= NS) né sulla distanza percorsa, né sull’attivita

verticale come in quella al centro ed ai margini.
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Tab. 3. Effetti dell’antagonista PPARa, MK886, e dell’antagonista/agonista inverso
dei recettori cannabinoidi CB1, SR141716A, nel test dell’attivita motoria.

distanza percorsa attivita verticale attivita al centro attivita ai margini

veicolo 5026 + 776 770+ 198 397 +131 3202 £131
MK886 1 mg/kg 5142 + 1142 568 + 141 278 £143 3322 £143

distanza percorsa attivita verticale attivita al centro attivita ai margini

veicolo 4352 +471 2892 + 180 370 £ 98 3230 +£98
rimonabant 1 mg/kg 3564 + 1081 2252 + 397 199+ 78 340178

I valori sono espressi come MEDIA + SEM (n=4 animali per gruppo)

1.2 Analgesia

- 1.2.1 Valutazione del trattamento acuto con gli agonisti PPARc, OEA e PEA,
nel test di analgesia “tail flick”

La somministrazione dell’agonista oppioide morfina (farmaco di riferimento) alla dose
di 5 mg/kg i.p, ha indotto un effetto analgesico statisticamente significativo (espresso
come latenza e come MPE) che raggiunge un valore compreso tra 7.5 e 9.6 sec ed il
56% ed il 96% (Fig. 5) nei 60 minuti di osservazione. In comparazione I’agonista PPARq,
OEA, alla dose somministrata (5 mg/kg, i.p) 10 minuti prima dell’inizio del test non
induce alcun effetto analgesico o iperalgesico, infatti sia il valore di latenza alla risposta

sia il valore di MPE non si discostano dal valore basale durante tutti i 60 minuti
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d’osservazione. Anche gli animali trattati con il veicolo non hanno riportato
modificazioni significative nella loro risposta comportamentale allo stimolo
nocicettivo. 'ANOVA a due vie sulla latenza (Fig. 5a) ha rivelato un effetto significativo
del fattore Trattamento (F,, ¢= 30,82; P< 0,0001), ma non del fattore Tempo (F3go=
0,54; P= NS) né dell’ interazione Trattamento x Tempo (Fg 0= 1,48; P= NS). Ugualmente
I’ANOVA a due vie per MPE (Fig. 5b) ha rivelato un effetto significativo del fattore
Trattamento (F;, 0= 40,89; P< 0,0001), ma non del fattore Tempo (F; o= 1,35; P= NS)

né dell’ interazione Trattamento x Tempo (Fg g0= 0,75; P= NS).
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Fig. 5. Effetto del trattamento acuto con l'agonista PPARc, OEA, sulla risposta
nocicettiva nel tail flick test. | grafici rappresentano I'effetto di OEA 5 mg/kg sulla
latenza (in alto) in risposta allo stimolo dolorifico termico e sulla percentuale del
massimo effetto possibile, %MPE, (in basso) nel tail flick test nel ratto. | valori sono
espressi come MEDIA+SEM (n=6 animale per gruppo). (Fig. 5a): *** P<0.001 morfina 5
mg/kg vs veicolo; ** P< 0.01 morfina 5 mg/kg vs veicolo; (Fig. 5b): *** P<0.001
morfina 5 mg/kg vs veicolo; ** P<0.01 morfina 5 mg/kg vs veicolo; * P<0.05 morfina 5
mg/kg vs veicolo; post hoc test di Bonferroni.

La figura (Fig. 6) riporta i dati ottenuti sulla risposta nocicettiva nel tail flick test in
animali trattati con I’agonista PPARa, PEA (2 mg/kg, i.p), con la morfina (5 mg/kg, i.p),

o con il veicolo. Anche in questo esperimento la morfina ha chiaramente indotto un

55



effetto analgesico significativo con una curva nel tempo del tutto assimilabile a quella
dell’esperimento precedente. Come riportato nel grafico anche il secondo agonista
PPARa. valutato, ovvero la PEA, alle dosi testate, non ha modificato la risposta
nocicettiva dell’animale nel test di analgesia utilizzato.

Per quanto riguarda la latenza (Fig. 6a) 'ANOVA a due vie ha rivelato un effetto
significativo legato fattore Trattamento (F,, 75= 34,27; P < 0,0001), ma non del fattore
Tempo (F475= 0,23; P= NS) né dell’ interazione Trattamento x Tempo (Fg7s= 0,75; P=
NS). LANOVA a due vie relativa al MPE (Fig. 6b) ha rivelato un effetto significativo del
fattore Trattamento (F;, 0= 40,89; P< 0,0001), ma non del fattore Tempo (F3 o= 1,35;

P=NS) né dell’ interazione Trattamento x Tempo (Fg 0= 0,75; P= NS).
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Fig. 6. Effetto del trattamento acuto con l'agonista PPARq, PEA, sulla risposta
nocicettiva nel tail flick test. | grafici rappresentano I'effetto di PEA 2 mg/kg sulla
latenza (in alto) in risposta allo stimolo dolorifico termico e sulla percentuale del
massimo effetto possibile, %MPE, (in basso) nel tail flick test nel ratto. In particolare
per la latenza (Fig. 6a): *** P<0.001 morfina 5 mg/kg vs veicolo; ** P<0.01 morfina 5
mg/kg vs veicolo; - e riguardo %MPE (Fig. 6b):** P<0.01 morfina 5 mg/kg vs veicolo; *
P< 0.05 morfina 5 mg/kg vs veicolo; post hoc test di Bonferroni.
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1.3 Ansia

- 1.3.1 Valutazione del trattamento acuto con gli agonisti PPARca, OEA e PEA,

nel test comportamentale di ansia “elevated plus maze”

| grafici (Fig. 7 e Fig. 8) rappresentano gli effetti del trattamento acuto con 5 mg/kg di
OEA e 2 mg/kg di PEA, rispettivamente, nel comportamento dell’animale nel test
d’ansia “elevated plus maze”. Come & possibile notare dai grafici sotto riportati sia
I’OEA che la PEA alle dosi utilizzate non inducono effetti ansiogeni o ansiolitici, infatti
non modificano nessuno dei parametri valutati, né dei parametri classici (% numero
entrate nei bracci aperti, % di tempo nei bracci e numero di entrate nei bracci chiusi
aperti) né dei parametri etologici (head dipping e risk-assessment). L'unico dato
significativo (Fig. 8b) riguarda I'effetto della somministrazione della PEA 2 mg/kg sul
numero di entrate nei bracci chiusi che risulta essere significativamente inferiore al
numero di entrate degli animali di controllo trattati con veicolo (P<0.05). Tale dato
preso singolarmente non risulta essere sufficiente per indicare un cambiamento nello

stato emotivo degli animali trattati con il farmaco.

58



30+ 30-
.
0
n 204 4 20 —

a
3 (o]
5 ;
& 104 E 104
or =
oP
0 0
bracci aperti bracci aperti

C

30- [ ] wveicolo
2 B ©oE2A 5 mg/kg
o
o 204
o
o ——
o
141
o 104
E
3
=

0

bracci chiusi

Q.
(1)

30- 304
b o
§ o
> 20- o 201
e [ 3
o (o]
b 104 ;'; 104 —T1
5 5
I a

0 — 0

head- dipping risk assessment

Fig. 7. Effetto del trattamento acuto con l'agonista PPARca, OEA, nell’ test
comportamentale d’ansia elevated plus maze. | grafici riportano gli effetti dell’ OEA 5
mg/kg nell’elevated plus maze nel ratto. | valori sono espressi come MEDIA+SEM (n=6
animali per gruppo). Fig. 7a. Percentuale (%) di tempo trascorso nei bracci aperti. Fig.
7b. % Numero di entrate nei bracci aperti. Fig. 7c. Numero di entrate nei bracci chiusi.
Fig. 7d. Numero di head-dipping. Fig. 7e. Numero di risk-assessment
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Fig. 8. Effetto del trattamento acuto con I’ agonista PPARca, PEA, nel test
comportamentale d’ansia elevated plus maze. | grafici rappresentano gli effetti di PEA
2 mg/kg sull’ elevated plus maze nel ratto. | valori sono espressi come MEDIA+SEM
(n=6 animali per gruppo). Fig. 8a. Percentuale (%) tempo trascorso nei bracci aperti.
Fig. 8b. % numero di entrate nei bracci aperti. Fig. 9c. Numero di entrate nei bracci
chiusi. Fig. 8d. Numero di head-dipping. Fig. 8e. Numero di risk-assessment. * P>0.005
PEA 2 mg/kg vs veicolo; t Student test.
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- 1.3.2 Valutazione del trattamento sub-cronico con gli agonisti PPARc, OEA e

PEA, nel test di ansia “elevate plus maze”

La tabella 4 rappresenta i valori ottenuti in seguito a trattamento sub-cronico con OEA
(2.5 e 5 mg/kg) e PEA (1 e 2 mg/kg) nel comportamento dell’animale nel test d’ansia
“elevated plus maze”. | risultati dimostrano che entrambe le molecole, alle dosi testate
in sub-cronico, non inducono effetti ansiogeni o ansiolitici, non modificando né i
parametri classici né quelli etologici confermando i dati, precedentemente ottenuti

con la somministrazione in acuto di OEA e PEA nel medesimo test sperimentale.

Tab. 4. Effetto del trattamento sub-cronico con gli agonisti PPARa, OEA (2.5 e 5
mg/kg) e PEA (1 e 2 mg/kg), nel test comportamentale d’ansia “elevated plus maze”

% tempo bracci aperto % entrate bracci aperti n° entate bracci chiusi n° head-dipping n° risk-assessment

veicolo 5827 9,2£43 15,7+0,8 8,9 +1,16 3,3 0,87
OEA 2.5 mg/kg 7,1 £2,7 17,1 £35 9,4 £0,7 11,2 1,71 1,4 £040
OEA5 mg/kg 10,4 £2,1 19,9 +3,8 92 +1,8 8 +1,32 3,3 £0,88
PEA 1 mg/kg 59 £1,8 12,6 £4,0 13,2 £2,1 7,5 £1,26 3,5 £0,92
PEA 2 mg/kg 3,8+17 8,4 £3,2 10,7 1,7 6 +1,46 3,5 £1,02

I valori sono espressi come MEDIA+SEM (n=6 animali per gruppo)
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1.4 DEPRESSIONE

- 1.4.1 Effetto del trattamento sub-cronico degli agonisti PPARca, OEA e PEA,
nel test comportamentale di depressione del “nuoto forzato”

Il farmaco triciclico amitriptilina (15 mg/kg) (colonna nera), utilizzato in questo test
come standard di riferimento, somministrato in regime sub-cronico ha determinato,
rispetto all’animale trattato con veicolo (colonna bianca), un classico effetto
antidepressivo, con una diminuzione del tempo totale di mobilita dell’animale,
immobility (tempo trascorso dall’animale nel fluttuare nell’acqua esercitando un
numero limitato di movimenti con le zampe anteriori, al fine di mantenere il capo fuori
dalla superficie dell’acqua) nei 5 minuti di test (Fig.9a) (-64% vs veicolo; t=8.872, df=10;
P<0.0001) ed un incremento , in modo inversamente proporzionale, del tempo di
swimming (il tempo trascorso dall’animale nel compiere movimenti con le quattro
zampe in modo da rimanere a galla) (Fig. 9b) (+102% vs veicolo; t=9,914, df=10;
P<0.0001) ed di climbing (il tempo trascorso dall’animale nel compiere movimenti
verticali lungo le pareti del cilindro per cercare una via di fuga) (Fig. 9¢) (+129% vs
veicolo; t=5.688 df=10; P=0,0002).
Nella stessa figura sono riportati i dati riguardanti la somministrazione di due diverse
dosi di OEA (2.5 mg/kg e 5 mg/kg) (colonne verdi) a due gruppi di animali differenti
nella stessa sessione sperimentale. Analizzando gli stessi parametri comportamentali

valutati per il farmaco di riferimento & possibile notare che le due dosi di OEA utilizzate
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inducono una diminuzione dell'immobility (-48% e -67%, rispettivamente vs veicolo) ed
un aumento dello swimming (+77% e +110% rispettivamente, vs veicolo) e del climbing
(+55% e +101% rispettivamente, vs veicolo) paragonabili a quelli dell’amitriptilina.
L’analisi dei dati mediante I’ ANOVA ad una via, indica un effetto statisticamente
significativo del Trattamento sull’'immobility (F3,0=29,74; P<0.0001), sullo swimming
(F3.20=30,32; P<0.0001) e sul climbing (F320=11,67; P=0.0001). In particolare il post hoc
test di Newman Keuls ha rivelato un effetto statisticamente significativo su immobility:
*** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; ### P<0.001 OEA 2.5 e 5 mg/kg vs
veicolo - swimming: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; ### P<0.001 OEA
2.5 e 5 mg/kg vs veicolo - e climbing: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo;

#itt P<0.001 OEA 5 mg/kg vs veicolo; # P<0.05 OEA 2.5 mg/kg vs veicolo.
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Fig. 9. Effetti del trattamento sub-cronico con I’ agonista PPARc, OEA, nel test di
depressione del nuoto forzato. | grafici mostrano gli effetti dell’amitriptilina (15
mg/kg), dell’agonista PPARc, OEA (2.5 e 5 mg/kg) e del veicolo nel test del nuoto
forzato, nel ratto. | valori sono espressi come MEDIA+SEM (n=6 animali per gruppo). In
particolare la figura mostra (a) immobility: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs
veicolo; ##t# P<0.001 OEA 2.5 e 5 mg/kg vs veicolo — (b) swimming: *** P<0.001
amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; ### P<0.001 OEA 2.5 e 5 mg/kg vs veicolo — e (c)
climbing: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; ### P<0.001 OEA 2.5 e 5
mg/kg vs veicolo; post hoc test di Newman Keuls.
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La figura (Fig. 10) mostra gli effetti della somministrazione di due dosi di PEA (1 e 2
mg/kg) (colonne arancioni), rispetto al gruppo di controllo trattato con veicolo
(colonna bianca), nella medesima sessione del test del nuoto forzato. | risultati
mostrano che entrambe le dosi di PEA (1 e 2 mg/kg) inducono un decremento
dell'immobility (Fig. 10a) (-43% e -52%, rispettivamente vs veicolo) e, in modo
inversamente proporzionale, un incremento di swimming (Fig. 10b) (+69% e +83%,
rispettivamente vs veicolo) e climbing (Fig. 10c) (+2% e +71%, rispettivamente vs
veicolo). ANOVA a una via, ha rivelato un effetto statisticamente significativo del
Trattamento all’interno dei gruppi sperimentali sull'immobility (F3,3= 26,19; P<0.0001),
sullo swimming (F3»3= 26,19; P<0.0001) e sul climbing (F3,3= 12,74; P<0.0001). In
particolare il post hoc test di Newman Keuls ha rivelato un effetto statisticamente
significativo su immobility: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; ### P<0.001
PEA 1 and 2 mg/kg vs veicolo- swimming: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs
veicolo; ### P<0.001 PEA 1 and 2 mg/kg vs veicolo — e climbing: *** P<0.001
amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; # P<0.05 PEA 2 mg/kg vs veicolo. L’amitriptilina,
come nella sessione del test in cui sono stati studiati gli effetti di OEA, ha indotto i
medesimi effetti antidepressivi (colonna nera) rispetto al gruppo di controllo trattato

con solo veicolo (colonna bianca).
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Fig. 10. Effetti del trattamento sub-cronico con I’ agonista PPARc, PEA, nel test
comportamentale di depressione del nuoto forzato. | grafici mostrano gli effetti
dell’amitriptilina (15 mg/kg), dell’agonista PPARc, PEA (1 e 2 mg/kg) e del veicolo nel
test del nuoto forzato, nel ratto. | valori sono espressi come MEDIA+SEM (n=6 animali
per gruppo). In particolare la figura mostra (a) immobility: *** P<0.001 amitriptilina 15
mg/kg vs veicolo; ### P<0.001 PEA 1 e 2 mg/kg vs veicolo - (b) swimming: *** P<0.001
amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; ### P<0.001 PEA 1 e 2 mg/kg vs veicolo — e (c)
climbing:*** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo;, # P<0.05 PEA2 mg/kg vs
veicolo; post hoc test di Newman Keuls.
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- 1.4.2 Effetto dell’antagonista dei recettori PPARca, MK886 e dell’antagonista
dei recettori cannabinoidi CB, SR141617A, sull’ attivita antidepressiva degli
agonisti PPARc, OEA e PEA, nel test comportamentale del “nuoto forzato”

La somministrazione i.p dell’antagonista PPARa, MK886 (1 mg/kg), non determina
modificazioni comportamentali negli animali sottoposti al test di depressione, infatti
tutti gli animali presentano tempi di immobility, swimming e climbing del tutto simili a
quelli del gruppo di ratti trattati con il veicolo.

Come e possibile osservare nel grafico (Fig. 11) il trattamento con 2.5 mg/kg
dell’agonista PPARa. (colonna verde) ha determinato un marcato effetto
antidepressivo confermando i dati precedentemente riportati. Infatti gli animali
mostrano una significativa riduzione del tempo di immobility ed un contemporaneo
aumento dello swimming e del climbing.

Il pretrattamento con l'antagonista PPARo, MK886 (1 mg/kg), 50 minuti prima
dellOEA reverte completamente |'effetto antidepressivo indotto da quest’ultima,
infatti il gruppo di animali trattati con la combinazione dei due farmaci, agonista ed
antagonista, presentano un comportamento con valori di immobility, swimming e
climbing del tutto simili a quello degli animali che hanno ricevuto in trattamento il solo

veicolo.

L’ANOVA a una via mostra un effetto significativo del Trattamento all’interno dei
gruppi sperimentali su immobility (Fig. 11a) (F3, 20= 13,05; P<0.0001), swimming (Fig.

11b) (Fs3, 20 = 12,62; P<0.0001) e climbing (Fig. 11c) (Fs 20 = 20,92; P<0.0001). In
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particolare il post hoc test di Newman Keuls riporta un effetto statisticamente
significativo sull’ immobility: ###P<0.001 OEA 2.5 mg/kg vs veicolo ed MK886 1 mg/kg
°°° P<0.001 MK886 1 mg/kg + OEA 2.5 mg/kg vs OEA 2.5 mg/kg;— swimming: °°°
P<0.001 MK886 1 mg/kg + OEA 2.5 mg/kg vs OEA 2.5 mg/kg; ### P<0.001 OEA 2.5
mg/kg vs veicolo e MK886 1 mg/kg- e climbing: °*° P<0.001 MK886 1 mg/kg + OEA 2.5
mg/kg vs OEA 2.5 mg/kg; ### P<0.001 OEA 2.5 mg/kg vs veicolo e MK886 1 mg/kg.

E’ stato valutato anche l'effetto del trattamento con I’antagonista/agonista inverso
CB1, SR141617A, o rimonabant (1 mg/kg), da solo e in combinazione con I’ OEA 2.5
mg/kg (Fig. 12). Anche il rimonabant, come lo MK886, non induce effetti di per se nel
test del nuoto forzato mentre antagonizza completamente gli effetti antidepressivi
dell’agonista PPARa, OEA 2.5 mg/kg. Dall’analisi del’ANOVA a una via si evince un
effetto significativo del Trattamento all’interno dei gruppi sperimentali su immobility
(Fig. 12a) (Fs.28= 21,00; P<0.0001) e swimming (Fig. 12b) (Fs, 23 = 19,30; P<0.0001), ma
non sul climbing (Fig. 12c) (F5 23 = 0,5931; P = 0,6247, NS). In particolare il post hoc test
di Newman Keuls ha rivelato un effetto statisticamente significativo sull’ immobility:
H###P<0.001 OEA 2.5 mg/kg vs veicolo e SR 1 mg/kg; °°° P<0.001 SR 1 mg/kg + OEA 2.5
mg/kg vs OEA 2.5 mg/kg — e sullo swimming: °°° P<0.001 SR 1 mg/kg + OEA 2.5 mg/kg

vs OEA 2.5 mg/kg; ### P<0.001 OEA 2.5 mg/kg vs veicolo e SR 1 mg/kg.
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Fig. 11. Effetto dell’antagonista specifico PPARa, MK886, sull’effetto di OEA 2.5
mg/kg nel test comportamentale di depressione del nuoto forzato. | grafici mostrano
gli effetti di OEA, dell’antagonista PPARc, MK886 (1 mg/kg) e della sua combinazione
con OEA rispetto al gruppo trattato con veicolo nel test. | valori sono espressi come
MEDIA+SEM (n=6 animali per gruppo). In particolare la figura mostra (a) immobility:
### P<0.001 OEA 2.5 mg/kg vs veicolo ed MK886 1 mg/kg; °°° P<0.001 MK886 1 mg/kg
+ OEA 2.5 mg/kg vs OEA 2.5 mg/kg — (b) swimming:### P<0.001 OEA 2.5 mg/kg vs
veicolo e MK886 1 mg/kg; °°° P<0.001 MK886 1 mg/kg + OEA 2.5 mg/kg vs OEA 2.5
mg/kg; — e (c) climbing: ### P<0.001 OEA 2.5 mg/kg vs veicolo e MK886 1 mg/kg; °°°
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P<0.001 MK886 1 mg/kg + OEA 2.5 mg/kg vs OEA 2.5 mg/kg; post hoc test di Newman
Keuls.
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Fig. 12. Effetto dell’antagonista cannabinoide CB1, SR141617A, sull’effetto di OEA 2.5
mg/kg nel test comportamentale di depressione del nuoto forzato. | grafici mostrano
gli effetti di OEA, di SR 1 mg/kg, sia solo che in combinazione con OEA rispetto al
veicolo nel test. | valori sono espressi come MEDIA+SEM (n=8 animali per gruppo). In
particolare la figura mostra I'effetto di OEA e la sua combinazione con SR su immobility
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(a): ### P<0.001 OEA 2.5 mg/kg vs veicolo e SR 1 mg/kg; °°° P<0.001 SR 1 mg/kg + OEA
2.5 mg/kg vs OEA 2.5 mg/kg,— e swimming (Fig. 12b): ### P<0.001 OEA 2.5 mg/kg vs
veicolo e SR 1 mg/kg; °°° P<0.001 SR 1 mg/kg + OEA 2.5 mg/kg vs OEA 2.5 mg/kg; post
hoc test di Newman Keuls.

| grafici in Fig. 13 mostrano i risultati dell’esperimento in cui si € valutato 'effetto della
somministrazione del antagonista PPARa, MK866, in combinazione all’altro agonista
PPARa oggetto dello studio, la PEA (1 mg/kg i.p), somministrata come
precedentemente riportato in regime sub-cronico. Lo MK866, come nell’esperimento
in combinazione con I'OEA, antagonizza totalmente I'effetto antidepressivo della PEA
(1 mg/kg, i.p). Infatti il gruppo di animali trattati con la combinazione dei due farmaci
presentano tempi di immobility, swimming e climbing paragonabili a quello degli
animali trattati con il solo veicolo. Il gruppo di animali trattati con il solo antagonista
non presenta modificazioni comportamentali significative in nessuno dei parametri
analizzato, i tempi infatti sono tutti uguali a quelli degli animali di controllo (veicoli).
L’ANOVA a una via, ha rivelato un effetto significativo del Trattamento all'interno dei
gruppi sperimentali su immobility (Fig. 13a) (F3,0= 13,05; P<0.0001) e swimming (Fig.
13b) (F3.20= 12,50; P<0.0001) ma non sul climbing (Fig. 13c) (F3 20=0,3599; P = 0,7826,
NS). In particolare il post hoc test di Newman Keuls ha rivelato un effetto
statisticamente significativo su immobility: °°° P<0.001 MK886 1 mg/kg + PEA 1 mg/kg
vs. PEA 1 mg/kg; ###P<0.001 PEA 1 mg/kg vs. veicolo e MK886 1 mg/kg — e swimming:
#it# P<0.001 PEA 1 mg/kg vs. veicolo e MK886 1 mg/kg;°°° P<0.001 MK886 1 mg/kg +

PEA 1 mg/kg vs. PEA 1 mg/kg.
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Con la medesima procedura, & stato testato anche I'effetto dell’antagonista/agonista
inverso CB1, rimonabant 1 mg/kg, da solo e in combinazione con PEA 1 mg/kg nel test
del nuoto forzato (Fig. 14). Anche il rimonabant 1 mg/kg, come MK886, di per se non
induce effetti nel test del nuoto forzato, mentre in combinazione con la PEA 1 mg/kg &
in grado di revertirne completamente gli effetti antidepressivi riportando i valori di
immobility, swimming e climbing ai valori dei veicoli. ANOVA a una via, ha rivelato un
effetto significativo del Trattamento all’interno dei gruppi sperimentali su immobility
(Fig. 14a) (F5.28=10,16; P<0.0001) swimming (Fig. 14b) (Fs3 ,s=9,827; P<0.0001) ma non
sul climbing (Fig. 14c) (Fs3, 25 = 2,802; P = 0,0581, NS). In particolare il post hoc test di
Newman Keuls ha rivelato un effetto statisticamente significativo su immobility: ###
P<0.001 PEA 1 mg/kg vs veicolo e SR 1 mg/kg °° P<0.01 SR 1 mg/kg + PEA 1 mg/kg vs
PEA 1 mg/kg;— e swimming: ### P<0.001 PEA 1 mg/kg vs veicolo; ## P<0.01 PEA

1mg/kg vs SR 1 mg/kg°°° P<0.001 SR 1mg/kg + PEA 1 mg/kg vs PEA 1 mg/kg.
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Fig. 13. Effetto dell’antagonista specifico PPAR o, MK886, sull’effetto di PEA 1 mg/kg
nel test comportamentale di depressione del nuoto forzato. | grafici mostrano gli
effetti di PEA, di MK886 1 mg/kg, sia solo che in combinazione con PEA rispetto al
gruppo di controllo (veicolo), nel test del nuoto forzato nel ratto. | valori sono espressi
come MEDIA+SEM (n=6 animali per gruppo). In particolare la figura mostra I'effetto di
PEA e la sua combinazione con MK886 sull' immobility (a): ### P<0.001 PEA 1 mg/kg vs
veicolo ed MK886 1 mg/kg °°° P<0.001 MK886 1 mg/kg + PEA 1 mg/kg vs PEA 1
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mg/kg,— e swimming (b): ### P<0.001 PEA 1 mg/kg vs veicolo e MK886 1 mg/kg;°°
P<0.01 MK886 1 mg/kg + PEA 1 mg/kg vs PEA 1 mg/kg; post hoc test di Newman Keuls.
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Fig. 14. Effetto dell’antagonista cannabinoide CB1, SR141617A, sull’effetto di PEA 1
mg/kg nel test comportamentale di depressione del nuoto forzato. | grafici mostrano
gli effetti di PEA e di SR 1 mg/kg, sia solo che in combinazione con PEA rispetto veicolo
nel test. | valori sono espressi come MEDIA+SEM (n=8 animali per gruppo). In
particolare la figura mostra (dall’alto) I'effetto di PEA e la sua combinazione con SR su
immobilita (a): ### P<0.001 PEA 1 mg/kg vs veicolo e SR 1 mg/kg; °°° P<0.001 SR 1
mg/kg + PEA 1 mg/kg vs PEA 1 mg/kg;— e swimming (b): ### P<0.001 PEA 1 mg/kg vs
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veicolo; ## P<0.01 PEA 1 mg/kg vs SR 1 mg/kg;°° P<0.01 SR 1 mg/kg + PEA 1 mg/kg vs
PEA 1 mg/kg; post hoc test di Newman Keuls.

1.5 Valutazione dei livelli di GAD67 e MAP2 in ippocampo dopo trattamento con gli
agonisti PPARo, OEA e PEA, in animali sottoposti al test comportamentale di
depressione del “nuoto forzato”

- 1.5.1 Effetto del trattamento di OEA e PEA sui livelli di GAD67 in ippocampo

Le immagini (Fig. 15) rappresentano la localizzazione immunoistochimica in ippocampo
della proteina decarbossilasi dell’acido glutammico (GAD), in particolare dell’isoforma
67-kDa (GAD67), marcatore dei neuroni GABAergici (Kaufman et al. 1991). La Fig. 16
mostra la quantificazione statistica dei livelli di GAD67 nei diversi gruppi sperimentali:
naive, controllo, OEA 2.5 mg/kg e PEA 1 mg/kg. L'ANOVA ad una via ha rivelato un
effetto statisticamente significativo del Trattamento tra i gruppi (Fs, 13 = 6,516;P=
0,002). Il gruppo naive € composto da animali che non hanno svolto il test del nuoto
forzato e rappresenta i livelli basali di GAD67 nelle sottoregioni ippocampali CA1 e CA3
in cui & presente un’ampia marcatura di GAD67 (Fig. 15a). Nel gruppo di animali che
hanno condotto il test comportamentale e trattati con veicolo il livello di GAD67 in CA1
e CA3 e risultato in forte decremento (-58%) rispetto al gruppo naive (Fig. 15b). | dati di
questa tesi mostrano che il trattamento con amitriptilina 15 mg/kg, nei ratti sottoposti
al test del nuoto forzato, & stato in grado di incrementare i livelli di GAD67 in CAl e

CA3 (Fig. 15c). Nei gruppi di animali sottoposti al test e trattati con OEA 2.5 mg/kg e
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PEA 1 mg/kg, i livelli di GAD67 hanno subito un notevole incremento rispetto al gruppo

naive (+19% e 10%, rispettivamente) (Fig. 15d e Fig. 15e).

Fig. 15. Effetto del trattamento degli agonisti PPARc, OEA e PEA, sui livelli di GAD67
in ippocampo in animali sottoposti al test comportamentale di depressione del nuoto
forzato. Le immagini mostrano I’analisi immunoistochimica di GAD67 in ippocampo nel
ratto. Fig. 15a: livelli basali di GAD67 nel gruppo naive. Fig. 15b: decremento dei livelli
di GAD67 nei ratti trattati con veicolo sottoposti al test. Fig. 15c: incremento dei livelli
di GAD67 in ratti trattati con amitriptilina 15 mg/kg sottoposti al test. Fig. 15d:
incremento dei livelli di GAD67 in ratti trattati con OEA 2.5 mg/kg sottoposti al test.
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Fig. 15e: incremento dei livelli di GAD67 in ratti trattati con PEA 1 mg/kg sottoposti al

test.
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Fig. 16. Quantificazione dei livelli di GAD67 in ippocampo in seguito a trattamento
con gli agonisti PPARa, OEA e PEA. Il grafico rappresenta il numero di cellule marcate
con GADG67 nei diversi gruppi sperimentali. | valori sono espressi come MEDIA+SEM
(n=5 animali per gruppo). ** P<0.01 test + veicolo vs naive;, ## P<0.01 test +
amitriptilina 15 mg/kg, test + OEA 2.5 mg/kg e test + PEA 1 mg/kg vs test + veicolo;
post hoc test di Newman Keuls.
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- 1.5.2 Effetto del trattamento di OEA e PEA sui livelli di MAP2 in ippocampo

Nella Fig. 17a sono riportate le immagini relative ai livelli di MAP2 nella sottoregione
CA1 dell'ippocampo degli animali naive che rappresentano i livelli basali di tale
proteina in quella regione cerebrale.

Come ¢ osservabile ad occhio nudo (Fig. 17b) la lunghezza dei filamenti di MAP2 negli
animali trattati con veicoli e sottoposti al test di depressione risulta notevolmente
ridotta se comparata a quella degli animali naive che non sono stati sottoposti a
nessun test comportamentale (Fig.17a). Il trattamento con amitriptilina 15 mg/kg (Fig.
17c), e con i due agonisti PPARo. OEA (2.5 mg/kg, Fig. 17d) e PEA (1 mg/kg, Fig. 17e)

induce un ripristino della lunghezza dei filamenti di MAP2 a livelli paragonabili a quelli

degli animali naive.




Fig. 17. Effetto del trattamento degli agonisti PPARa, OEA e PEA, sui livelli di MAP2
in ippocampo. Le immagini mostrano [I’analisi immunoistochimica di MAP2 in
ippocampo nel ratto. Fig. 17a: livelli basali di MAP2 nel gruppo naive. Fig. 17b:
decremento dei livelli di MAP2 in ratti trattati con veicolo sottoposti al test. Fig. 17c:
incremento dei livelli di MAP2 in ratti trattati con amitriptilina 15 mg/kg sottoposti al
test. Fig. 17d: incremento dei livelli di MAP2 in ratti trattati con OEA 2.5 mg/kg
sottoposti al test. Fig. 17e: incremento dei livelli di MAP2 in ratti trattati con PEA 1
mg/kg sottoposti al test.

1.6 Implicazione dei recettori nicotinici a7 nAChR nei meccanismi antidepressivi

mediati dai recettori PPARx

1.6.1 Test dell’attivita motoria

- 1.6.1.1 Valutazione del trattamento acuto con [I'agonista a7 nAChR,

PNU282987, nel test dell’attivita motoria

La dose di PNU di 3 mg/kg utilizzata negli esperimenti successivi & stata selezionata
dalla letteratura (Andreasen et al. 2009; Melis et al. 2013 in press). Per escludere
effetti di ipomotilita o ipermotilita gli animali trattati con |’ agonista a7 nAChR la dose
prescelta e stata valutata nel test di attivita motoria come precedentemente fatto per
tutti gli altri farmaci oggetto dello studio. Nella Tabella 4 é riportata I'osservazione
comportamentale degli animali dopo trattamento con PNU durante 60 minuti di

osservazione. L’ agonista a7 nAChR non induce alcun effetto sull’attivita motoria degli
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animali, infatti nessuno dei parametri valutati varia durante tutto il tempo di

osservazione.

Tab. 4. Effetto del trattamento acuto con I'agonista a7 nAChR, PNU282987, nel test

dell’attivita motoria

distanza percorsa attivita verticale attivita al centro  attivita ai margini

veicolo 5026 £ 775 770 £ 198 397 £+ 131 3202 £ 131
PNU 3 mg/kg 5670 + 1305 602 + 30 412 £ 220 3162 + 210

I valori sono espressi come MEDIA+SEM (N=4 animali per gruppo)

1.6.2 Effetto del trattamento sub-cronico dell’agonista a7 nAChR, PNU282987, nel
test comportamentale di depressione del “nuoto forzato”

Nella Fig. 18 sono raffigurati i tempi di immobility, swimming e climbing degli animali
nel test del nuoto forzato dopo 3 somministrazione (24h ,4h, 10 minuti prima del test)
di PNU (3 mg/kg) in comparazione all’amitriptilina ed al veicolo. Dal grafico & possibile
osservare che la dose scelta di PNU induce un effetto antidepressivo come e deducibile
dal diminuito tempo di immobility (Fig. 18a) (-32% vs veicolo), aumentato tempo di

swimming (Fig. 18b) (+62% vs veicolo) e di climbing (Fig. 18c) (+61% vs veicolo) rispetto
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agli animali trattati con il veicolo. L'amitriptilina & stata ripetuta anche in questo
esperimento come farmaco di controllo e i risultati ottenuti sono in linea con i
precedenti. ANOVA a una via, ha rivelato un effetto statisticamente significativo del
Trattamento all’interno dei gruppi sperimentali su immobility (F,, ;1= 54,31; P<0.0001),
swimming (F,,:= 52,87; P<0.0001) e climbing (F,,1=22,21; P<0.0001). In particolare il
post hoc test di Newman Keuls ha rivelato un effetto statisticamente significativo su
immobility: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; ### P<0.001 PNU 3 mg/kg
vs veicolo- swimming: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; ### P<0.001 PNU
3 mg/kg vs veicolo- e climbing: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; # P<0.05

PNU 3 mg/kg vs veicolo.
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Fig. 18. Effetti del trattamento sub-cronico con I’ agonista, a7 nAChR, PNU 3 mg/kg,
nel test comportamentale di depressione del nuoto forzato. | grafici mostrano gli

effetti dell’agonista a7 nAChR, PNU, amitriptilina (15 mg/kg) ed il veicolo. | valori sono
espressi come MEDIA+SEM (n=8 animali per gruppo). In particolare la figura mostra
I’effetto di PNU su immobility (a): *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; ###
P<0.001 PNU 3 mg/kg vs veicolo- swimming (b): *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs
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veicolo; ### P<0.001 PNU 3 mg/kg vs veicolo— e climbing (c): *** P<0.001 amitriptilina
15 mg/kg vs veicolo; # P<0.05 PNU 3 mg/kg vs veicolo; post hoc test di Newman Keuls.

1.6.3 Effetto dell’antagonista dei recettori PPARa, MK886, sull’ attivita
antidepressiva dell’agonista a7 nAChR, PNU282987, nel test comportamentale del
“nuoto forzato”

| grafici in Fig. 19 mostrano gli effetti di PNU 3 mg/kg (precedentemente discussi),
dell’antagonista specifico PPARa, MK886 1 mg/kg, da solo ed in combinazione con
I’agonista a7 nAChR rispetto al veicolo, nel test del nuoto forzato. Lo MK886 1 mg/kg
per se non ha effetti nel test del nuoto forzato (colonna grigia), infatti i valori riportati
sono pressoché identici a quelli degli animali trattati con il veicolo. Lo MK886 quando
somministrato agli animali prima del test finale di depressione in combinazione con il
PNU si dimostra capace di & revertirne completamente gli effetti antidepressivi,
riportando i valori dei parametri analizzati a valori simili a quelli degli animali trattati
con il veicolo. L” ANOVA a una via, ha rivelato un effetto significativo del Trattamento
all'interno dei gruppi sperimentali su immobilita (Fig. 19a) (Fs,3=18,85; P<0.0001),
swimming (Fig. 19b) (F; 25 =19,76; P<0.0001) e climbing (Fig. 19¢c) (Fs, 25 = 16,27;
P<0.0001). In particolare il post hoc test di Newman Keuls ha rivelato un effetto
statisticamente significativo su immobilita: ###P<0.001 PNU 3 mg/kg vs veicolo e
MK886 1 mg/kg °°° P<0.001 MK886 1 mg/kg + PNU 3 mg/kg vs PNU 3 mg/kg;— e
swimming: ### P<0.001 PNU 3 mg/kg vs veicolo; ## P<0.01 PNU 3 mg/kg vs MK886 1
mg/kg °°° P<0.001 MK886 1mg/kg + PNU 3 mg/kg vs PNU 3 mg/kg — e climbing:
###P<0.001 PNU 3 mg/kg vs veicolo e MK886 1 mg/kg °°° P<0.001 MK886 1 mg/kg +

PNU 3 mg/kg vs PNU 3 mg/kg.
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Fig. 19. Effetto dell’antagonista specifico PPAR o, MK886, sull’effetto di PNU 3 mg/kg
nel test comportamentale di depressione del nuoto forzato. | grafici mostrano gli
effetti di PNU, MK886 1 mg/kg, sia solo che in combinazione con PNU, rispetto al
veicolo, nel test. | valori sono espressi come MEDIA+SEM (n=8 animali per gruppo). In
particolare la figura mostra (dall’alto) I'effetto di PNU e la sua combinazione con
MK886 su immobility (a): ### P<0.001 PNU 3 mg/kg vs veicolo e MK886 1 mg/kg; °°°
P<0.001 MK886 1 mg/kg + PNU 3 mg/kg vs PNU 3 mg/kg — swimming (b): ### P<0.001
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PNU 3 mg/kg vs veicolo e MK886 1 mg/kg; °°° P<0.001 MK886 1 mg/kg + PNU 3 mg/kg
vs PNU 3 mg/kg — e climbing (c): ### P<0.001 PNU 3 mg/kg vs veicolo e MK886 1
mg/kg; °°° P<0.001 MK886 1 mg/kg + PNU 3 mg/kg vs PNU 3 mg/kg; post hoc test di
Newman Keuls.
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DISCUSSIONE

Il presente studio e stato condotto con lo scopo di caratterizzare il profilo
farmacologico degli agonisti PPARa, OEA e PEA, tramite test comportamentali per la
valutazione dei loro effetti su attivita motoria, analgesia, ansia e depressione nel ratto.
Negli studi condotti da Proulx e colleghi (2005) sugli effetti di OEA nell’attivita motoria,
e stato osservato un effetto di ipomotilita ad alte dosi nonché una strana postura
estesa in avanti. In linea con tali evidenze i risultati ottenuti in questa testi indicano
che sia OEA che PEA ad alte dosi (7.5 e 10 mg/kg; 7.5 e 15 mg/kg, rispettivamente)
riducono l'attivita motoria ed inducono la medesima alterazione posturale osservata
descritta in letteratura (Proulx et al. 2005). E interessante notare come la riduzione
dell’attivita motoria, insieme ad atassia e cataplessia, siano anche effetti degli agonisti
cannabinoidi e dell’etanolamide stearoiletanolamide (Romero et al. 2002; Maccarrone
et al. 2002). Peraltro i risultati ottenuti potrebbero essere in linea con la distribuzione
anatomica dei PPARa nelle regioni cerebrali associate alla motilita, quali sostanza nera
compatta e striato (Moreno et al. 2004).

In merito all’analgesia, la letteratura scientifica indica che gli effetti di OEA e PEA sono
stati studiati su test di analgesia che valutano la risposta comportamentale indotta con
un danno tissutale periferico o con inflammazione in corso, o danno provocato a livello
dei nervi periferici (dolore neuropatico) (Calignano et al. 1998, 2001; Jaggar et al.
1998; Lo Verme et al. 2005; Malan e Porreca 2005; Wang et al. 2005). In questi test
I'animale viene sottoposto ad iniezioni, a livello tissutale, di agenti che inducono

un’alterazione del sistema nervoso sensoriali (Rosland et al. 1990; Coderre e Melzack
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1992). In letteratura non esistono invece dati in merito agli effetti di OEA e PEA
sull’analgesia valutati tramite tail flick test, che invece sono stati valutati in questa tesi.
OEA e PEA (5 e 2 mg/kg, rispettivamente) non hanno prodotto alcun effetto analgesico
quindi si evince che, alle dosi testate, non agiscano né a livello del sistema nervoso
periferico (il comportamento di “flick” della coda rappresenta soprattutto un riflesso
spinale di risposta al dolore (Couto et al. 2011), né a livello centrale. Il test dell’attivita
motoria e di analgesia sono stati condotti in modo da escludere le dosi che potessero
provocare effetti comportamentali aspecifici nell’animale e poter quindi proseguire,
con le dosi selezionate con lo studio degli effetti di OEA e PEA in ansia e depressione.
Nei due modelli di disordini psichiatrici studiati, OEA e PEA hanno esercitato i loro
effetti solo nel modello di depressione. | dati mostrano infatti che, sia OEA che PEA
(2.5 e 5 mg/kg; 1 e 2 mg/kg, rispettivamente) esercitano effetti antidepressivo-simile in
modo dose-dipendente con meccanismo PPARa-mediato. L'effetto infatti e stato
totalmente revertito dal trattamento con I’antagonista specifico dei PPARa, MK886 (1
mg/kg). Mentre riguardo ad OEA non esistono evidenze scientifiche in merito, & stato
invece dimostrato che PEA induce effetto antidepressivo-simile PPARa-mediato, nel
test del nuoto forzato e nel topo (Yu et al. 2011).

Diverse sono le evidenze scientifiche che mettono in relazione PPAR e ECBs. Tra
gueste, diversi studi hanno dimostrato che i cannabinoidi attivano i PPAR in via diretta
come agonisti (Fu et al. 2003; Liu et al. 2003; Bouaboula et al. 2005; Sun et al. 2006;
Gasperi et al. 2007). E stato dimostrato che i cannabinoidi agirebbero anche in via
indiretta, attraverso legame dei metaboliti cannabinoidi sui PPAR (Kozak et al. 2002).

Infine, € stato proposto che gli eCBs, una volta legati ai loro recettori specifici sulla
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superficie della membrana cellulare, possano innescare una cascata di segnali
intracellulari che potrebbero ipoteticamente attivare i PPAR (O’Sullivan 2007). Per
guesto motivo nella presente tesi & stata investigata la possibilita di un eventuale
implicazione del ECBs nell’effetto antidepressivo-simile di OEA e PEA. Tali effetti sono
stati infatti revertiti, oltre che da MK886, anche dall’antagonista/agonista inverso
CB1r, rimonabant (1 mg/kg). In accordo con le suddette evidenze & plausibile ipotizzare
che rimonabant agisca sui CBr come antagonista inficiando il tono di eCBs, ed il loro
potenziale ruolo di innescare segnali intracellulari necessari all’attivazione dei PPAR. Si
puo evincere quindi che i risultati ottenuti sottendano a meccanismi diretti, tramite gli
agonisti OEA e PEA, ed indiretti tramite azione di eCBs. A tal proposito, nel lavoro di
Mazzola e colleghi (2009) e stato dimostrato che URB597, inibitore della FAAH, ha
effetto di incrementare la memoria e la sua acquisizione con meccanismo PPARa-
mediato, tramite trattamento con [I'agonista PPARo, WY14643. L'effetto fu
antagonizzato sia da MK886 che da rimonabant, suggerendo I'implicazione dei CB1r
nell’attivita dei PPARa. Questi dati permettono pertanto di speculare che gli effetti
antidepressivi di OEA e PEA dimostrati in questa tesi potrebbero essere dovuti anche
alle loro proprieta di potenziare (“effetto entourage”) I'effetto degli eCBs come
attivatori ipotetici dei PPARo. In aggiunta a questo ipotetico meccanismo, gli
endocannabinoidi, come noto, sono in grado di modulare diversi sistemi
neurotrasmettitoriali, tra cui i sistemi dopaminergico, serotoninergico e
noradrenergico, come fanno anche i farmaci antidepressivi (in particolare triciclici ed
SSRIs) (Banerjee et al. 1975; French et al. 1997; Steffens e Feuerstein 2004; Muntoni et

al. 2006; Velenovska e Fisar 2007) e quindi attivare I'asse HPA (Steiner e Wotjak 2008).
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Cambiamenti strutturali e funzionali che coinvolgono I'asse amigdala-ippocampo, e la
corteccia prefrontale, sono presenti in disturbi dellumore quali la depressione
(Drevets 2001; Manji et al. 2001). L'ippocampo svolge un’azione neuro protettiva
contro gli insulti dati da stress, mantenendo il tono inibitorio GABAergico; la
diminuzione di questo neurotrasmettitore € associata a depressione (Nestler et al.
2002b). Questa patologia € caratterizzata anche da decremento di neurogenesi
ippocampale e ridotti livelli di BDNF, che in particolare, sono correlate con la quantita
di GABA in quest’area. Queste evidenze indicano che la depressione € una patologia
legata ad alterazioni dei livelli di GABA sia di BDNF (Tripp et al. 2012). Infatti, in base
alla pit accreditata ipotesi sulla depressione, “I'ipotesi BDNF”, un’attivita anormale dei
fattori neurotrofici provoca anomalie nei neuroni GABAergici. Inoltre, dati pre-clinici e
clinici suggeriscono che alterazioni del sistema GABAergico possano contribuire sia alla
sintomatologia della depressione, sia alla risposta agli antidepressivi. Anomalie di tipo
istologico, morfometrico e neurochimico, nella formazione ippocampale, sono
associate con malattie mentali severe quali schizofrenia, disordine bipolare e
depressione (Thompson et al. 2011). Tali modificazioni sembrano molto prominenti
soprattutto nelle sottoregioni ippocampali CA1, CA3, ed il giro dentato, oltre che in
corteccia prefrontale e nuclei amigdaloidei (Souza et al. 2000; Magarifios et al. 1995,
1996; Vyas et al. 2002, 2003; Radley et al. 2004). Sono stati osservati anche anomali
livelli della decarbossilasi dell’acido glutammico, isoforma 67KDa , (GAD67) enzima
responsabile della sintesi di GABA, nell'ippocampo di individui affetti da disturbi

dell’'umore severi, ad indicare che le proprieta fondamentali di trasmissione, plasticita
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e circuiti ippocampali possono essere compromesse in individui affetti da malattie
psichiatriche gravi.

Studi post-mortem in cervelli umani di pazienti affetti da disturbi affettivi mostrano
una diminuzione nell’espressione di GAD67 (Fatemi et al. 2005). Modificazioni
dell'immunoistochimica di GAD67 sono state osservate anche in varie regioni della
corteccia cerebrale e dell'ippocampo rispetto ai controlli sani (Bielau et al. 2007).
Indagini neuroanatomiche condotte sia sull’'uomo che sugli animali sottolineano un
evidente correlazione tra alterazioni cellulari strutturali e morfologiche ed elevato
stress psicologico (Ladurelle et al. 2012).

| dati della tesi hanno dimostrato negli animali sottoposti al test del nuoto forzato e
trattati con veicolo, un decremento I'espressione di GAD67 del -58% nelle sottoregioni
ippocampali CAl e CA3, rispetto al gruppo di animali naive che non hanno svolto il test.
Tale risultato € in linea con diversi studi post mortem, in ippocampo di pazienti affetti
da schizofrenia, disturbo bipolare e depressione, in cui era presente un importante
deficit di interneuroni GABAergici. In particolare & stato osservato un forte
decremento dell’espressione di GAD67 in diverse aree cerebrali, compreso
I'ippocampo (Gilabert-Juan et al. 2012). Il trattamento con I'antidepressivo di
riferimento, amitriptilina (15 mg/kg) reverte tali valori, aumentandoli anche rispetto ai
valori basali. E noto che esiste una correlazione tra deficit di memoria ed
apprendimento ed esposizione a stress cronico con conseguenze a livello
neuroanatomico e neurocomportamentali insieme (Conrad 2006; Conrad et al. 2007).
Nel modello di depressione utilizzato nel presente studio, il trattamento con OEA (2.5

mg/kg) e PEA (1 mg/kg) provoca un recupero dell’espressione di GAD67 in ippocampo.
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Un importante numero di evidenze scientifiche suggerisce che I'efficacia clinica dei
farmaci antidepressivi include fenomeni a lungo termine legati alla plasticita neuronale
inclusi neurogenesi e rimodellamento di assoni e dendriti in specifiche aree cerebrali
(Warner-Schmidt e Duman 2006; Bessa et al. 2009). Il rimodellamento sinaptico &
legato a struttura e funzionalita dei microtubuli del citoscheletro che sono
fondamentali per la formazione ed il mantenimento di assoni, dendriti e spine
dendritiche (Conde e Cdaceres 2009; Hoogenraad e Bradke 2009). Quindi, la
modulazione della plasticita neuronale e la funzionalita dei microtubuli potrebbero
essere alla base del trattamento della depressione (Ladurelle et al. 2012). Inoltre e
stato dimostrato che il rimodellamento sinaptico in ippocampo e corteccia prefrontale
e associato con l'efficacia dei trattamenti antidepressivi nel test del nuoto forzato
(Bessa et al. 2009).

La proteina associata a microtubuli-tipo 2 (MAP2) appartiene alla famiglia delle
proteine associate a microtubuli (MAP) le quali sono particolarmente abbondanti nel
cervello dei mammiferi in differenti isoforme generate da splicing alternativo di un
singolo gene (Kalcheva et al. 1995). L'alto peso molecolare di MAP2 regola
assemblaggio, stabilita, dinamicita e spazialita tra microtubuli nonché il
rimodellamento di dendriti e spine dendritiche (Yamada et al. 1970; Conde e Caceres
2009). MAP2 e coinvolta peraltro nell’estensione dell’arborizzazione dendritica e ha un
importante ruolo nella morfogenesi neuronale. Queste funzioni sono regolate dalla
fosforilazione di MAP2 in piu siti che rappresentano substrati per diverse famiglie di
proteine chinasi (Sanchez et al. 2000). Studi pre-clinici e clinici hanno dimostrato che

esiste una relazione tra stress psichico e regressione morfologica di dendriti e spine
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dendritiche ed in particolare un decremento dei dendriti MAP2-immunoreattivi nella
sottoregione CA3 della formazione ippocampale (Soetanto et al. 2010).

Dati pre-clinici emergenti indicano che gli effetti dei farmaci antidepressivi modificano
positivamente la struttura e funzionalita dei microtubuli del citoscheletro nei neuroni
(Ladurelle et al. 2012)

In questa tesi e stata studiata la morfologia di MAP2 in ippocampo di animali naive
(che non hanno condotto test comportamentali né hanno subito trattamenti
farmacologici) e animali sottoposti al modello di depressione del nuoto forzato trattati
con OEA, PEA, I'antidepressivo di riferimento, il triciclico amitriptilina, e veicolo. Le
alterazioni morfologiche osservate supportano i risultati di questa tesi sull’effetto
antidepressivo-simile di OEA e PEA nel test del nuoto forzato. In particolare, i risultati
mostrano che il test altera la morfologia di MAP2 diminuendo la lunghezza dei
filamenti in CA1 nell'ippocampo di ratti trattati con veicolo rispetto al gruppo di
animali naive che non hanno svolto il test. Il trattamento con amitriptilina (15 mg/kg)
reverte tale alterazione, in linea con dati presenti in letteratura che riportano tale
effetto in seguito a trattamento con antidepressivi inibitori del trasporto delle
monoamine (Ladurelle et al. 2012). Inoltre, sia OEA (2.5 mg/kg) che PEA (1 mg/kg)
aumentano la lunghezza dei filamenti di MAP2. Questi risultati sembrano suggerire
quindi che l'effetto antidepressivo-simile di OEA e PEA potrebbe essere legato al
rimodellamento strutturale neuronale che €& anche connesso all’efficacia dei
trattamenti con antidepressivi (Bessa et al. 2009).

Studi clinici e preclinici hanno dimostrato che esiste una relazione tra stress psicologico

cronico (come ansia e depressione) e regressione delle spine dendritiche ed in
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particolare una riduzione nei dendriti immunoreattivi per MAP2 in ippocampo
(Soetanto et al. 2010).

| risultati descritti in questa tesi suggeriscono che il test del nuoto forzato provoca
delle alterazioni della morfologia cellulare, che risulta revertita in seguito a trattamenti
antidepressivi. Diversi sono i disturbi mentali in cui sono state riportate modificazioni
di MAP2. Per esempio, un’alterata fosforilazione di MAP2, causata da un aumento dei
livelli di glutammato e decremento dei livelli di GABA, é stata osservata nell'ippocampo
di pazienti schizofrenici (Kerwin 1993; Arnold et al. 1995).

Diversi modelli di stress e depressione modificano in ippocampo la proporzione tra le
diverse forme di a-tubuline (Bianchi et al. 2003, 2005, 2009; Yang et al. 2009),
espressione di MAP2 (Bianchi et al. 2006; Iwata et al. 2006; Yang et al. 2009) e altre
proteine microtubulari (Piubelli et al. 20113, b, c) e questa potrebbe essere la possibile
relazione tra modificazioni indotte da antidepressivi a livello delle formazioni
microtubulari e la loro efficacia terapeutica. Nel caso di OEA e PEA, rispetto agli
antidepressivi triciclici, provocano l'incremento della produzione di neurosteroidi
(Sasso et al. 2010), processo legato alla sopravvivenza neuronale, crescita del neurite,
neurogenesi e di conseguenza neuroprotezione (Charalampopoulos et al. 2008).
Complessivamente i dati di questa tesi sono in accordo con evidenze pre-cliniche e
cliniche che sottolineano il coinvolgimento del sistema GABAergico nella patofisiologia
della depressione (Spokes et al. 1980; Krystal et al. 2002). Si ipotizza che OEA e PEA
alle dosi testate siano in grado di revertire un ipotetico decremento del tono inibitorio
nell'ippocampo. Per questo motivo, € possibile speculare che I'effetto antidepressivo-

simile di OEA e PEA possa essere ipoteticamente connesso ad un incremento nel
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processo di neurogenesi attivato da produzione/rilascio di BDNF che, come noto,
media la suscettivita a stimoli stress-correlati.

Data I'implicazione e I'espressione dei nAChR (in particolar modo gli a7 nAChR) nelle
aree cerebrali coinvolte in analgesia, ansia, depressione, e funzioni cognitive (Shoaib et
al. 2002; Ochoa e Lasalde-Dominicci 2007; Solinas et al. 2007; Changeux e Taly 2008)
questo studio si & proposto di verificare se gli a7 nAChR avessero un ruolo nei
meccanismi tramite i quali OEA e PEA esercitano i loro effetti antidepressivo-simili.
Esistono evidenze scientifiche sul ruolo specifico dei nAChR nella depressione
maggiore (Mineur e Picciotto 2010). Per esempio, la nicotina, agonista di tali recettori,
e in grado di migliorare I'umore in pazienti affetti da depressione maggiore non
fumatori (McClernon et al. 2006),e sia la nicotina che altri agonisti NnAChR mostrano
proprieta antidepressive in diversi paradigmi sperimentali quali test del nuoto forzato
nel ratto e nel topo (Djuric et al. 1999; Tizabi et al. 1999, 2009; Caldarone et al. 2000;
Vazquez-Palacios et al. 2005; Nowakowska et al. 2006; Andreasen e Redrobe 2009),
test della sfiducia acquisita nel ratto (Ferguson et al. 2000), e stress cronico variato
(Pichat et al. 2007; Andreasen et al. 2012).

Dati scientifici riportano che gli a7 nAChR mediano il rilascio di 5-HT nicotina-mediato
in ippocampo (Tucci et al. 2003). E quindi plausibile che la mediazione di tali recettori
nell’interazione tra sistema colinergico e serotoninergico sia alla base delle proprieta
antidepressive della nicotina e altri agonisti o7 nAChR.

Testando I’agonista specifico a7 nAChR, PNU282987 (3 mg/kg) nel test del nuoto
forzato é stato riscontrato un effetto antidepressivo-simile che sembra essere mediato

dai PPARa, in quanto revertito completamente da MK886 (1 mg/kg). Il risultato
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suggerisce che probabilmente OEA e PEA sono molecole che hanno ruolo di modulatori
endogeni degli a7 nAChR e quindi della trasmissione acetilcolinergica, e che
acetilcolina e FAE, regolino reciprocamente le loro attivita (Melis et al. 2008).

Insieme questi dati mostrano che la modulazione di OEA e PEA nel sistema nervoso
centrale potrebbe rappresentare un’interessante prospettiva di indagine sui

meccanismi d’azione coinvolti nell’eziopatogenesi della depressione.
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