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OMISSIS

UNIVERSITA’ DELLA CALABRIA
Dottorato di Ricerca in Biochimica Cellulare
ed Attivita dei Farmaci in Oncologia.

Il giorno 14 Ottobre 2013 alle ore 11.00 é convocato per via telematica il Collegio dei
Docenti del Dottorato di Ricerca in Biochimica Cellulare ed Attivita dei Farmaci in
Oncologia per discutere il seguente ordine del giorno.

1. Valutazione relazioni fine anno dottorandi XXVI, XXVII e XXVIII
ciclo.

2. Autorizzazione a redigere la tesi di Dottorato in lingua inglese.

3. Varie ed eventuali.

OMISSIS

Il Coordinatore, verificata la presenza del numero legale, dichiara valida la seduta ed
assume le funzioni di Presidente, la Dott.ssa Francesca De Amicis quelle di segretario
verbalizzante.

Valutazione relazioni fine anno dei Dottorandi del XXVI ciclo.
OMISSIS

Dott. Certo Michelangelo. L’attivita formativa e di ricerca svolta dal Dott.
Michelangelo Certo € rivolta allo studio del coinvolgimento della risposta
inflammatoria nella fisiopatologia dell’ictus ischemico e allo sviluppo di modelli
animali di ischemia focale per 1’identificazione di nuovi target terapeutici.

Seguendo uno studio gia avviato presso I’Unita di Ricerca di Base e Traslazionale
“Stroke” dell’Universita della Calabria sugli effetti neuroprotettivi dell’azitromicina
(deposito brevetto n. RM2011A000233), il Dott. Certo ha contribuito alla
caratterizzazione delle azioni di tale antibiotico macrolide in modelli di ischemia
focale indotta nei roditori mediante occlusione dell’arteria cerebrale media (MCAO).
Dal momento che la letteratura corrente sui meccanismi alla base della morte cellulare

post-ischemica & molto vasta, la fase di acquisizione di informazioni bibliografiche su
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cui avviare il lavoro di ricerca é risultato complesso e lungo. Similmente, un periodo
sufficientemente lungo ¢ stato dedicato all’apprendimento ed alla riproduzione dei
modelli sperimentali di ischemia cerebrale focale, unitamente alla comprensione delle
tecniche biochimiche e di analisi d’immagine per la caratterizzazione della risposta
inflammatoria. Durante uno stage svolto presso il Dipartimento di Medicina
Sperimentale e Scienze Biochimiche dell’Universita di Perugia, il candidato ha
dedicato parte della sua attivita all’apprendimento di tecniche cirofluorimetriche per la
caratterizzazione della modulazione della risposta immune centrale e sistemica in
corso di ischemia.
| risultati dello studio condotto dal Dott. Certo dimostrano il coinvolgimento delle
diverse componenti del sistema immune nella patofisiologia del danno ischemico
indotto dall’occlusione dell’arteria cerebrale media nei roditori. I dati prodotti durante
i primi due anni di dottorato contribuiscono a descrivere ’andamento spazio-
temporale della risposta neuroinfiammatoria (astrociti e microglia) indotta dall’insulto
ischemico e la correlazione dell’evoluzione di quest’ultima e del danno con
I’infiltrazione cerebrale di macrofagi, neutrofili e linfociti T. Durante 1’ultimo anno di
dottorato, il Dott. Certo ha contribuito ad un progetto di ricerca sulla caratterizzazione
degli effetti neuroprotettivi dell’azitromicina, confermando la capacita del farmaco di
ridurre il danno cerebrale e il deficit neurologico indotti dall’ischemia focale
transitoria nei roditori.
Nella fase di elaborazione e analisi dei risultati, il Dott. Certo ha mostrato eccellenti
capacita nella valutazione critica dei dati sperimentali.
Il Collegio dei Docenti valuta, nel complesso, positivo il lavoro svolto dal candidato
che durante i tre anni di corso ha partecipato attivamente alle attivita di aggiornamento
organizzate dalle Societa Italiane di Farmacologia e di Neuroscienze, nonché alle
iniziative didattiche organizzate sotto forma di workshops e seminari.
Il Collegio dei docenti valutato il contenuto della relazione di fine anno della Dott.
Michelangelo Certo esprime parere favorevole a sostenere 1’esame finale del corso di
Dottorato.

OMISSIS

Rende, 14.10.2013 Il Coordinatore
Pref Di 1sci




ABSTRACT

Cerebral ischemia is one of the most common causes of disability and mortality
worldwide and the only pharmacological treatment currently available is
thrombolysis. The understanding of the mechanisms underlying ischemic injury has
led to the identification of several neuroprotective compounds aimed at the recovery
of the damaged brain tissue. However, most of these drugs have produced
disappointing results in clinical trials because of the high toxicity or lack of efficacy in
patients. Therefore, there is a real need to develop novel therapeutic strategies that do
not consider neurons as the only target. In fact, the neuronal damage is strongly
influenced by the inflammatory and immune processes that develop both locally and
systemically after ischemia. The inflammatory response evolves slowly, and this
allows to significantly expand the time window for pharmacological intervention,
highlighting the therapeutic potential of anti-inflammatory and immunomodulatory
drugs.

Therefore, the first objective of this work was to characterize central and peripheral
inflammatory responses that occur following an ischemic insult in rodents. In
particular, in order to identify potential targets, we have evaluated the temporal profile
of activation of specific inflammatory cells. By immunofluorescence analysis, we
observed an early activation of microglia and astrocytes in the ischemic hemisphere,
as a result of transient middle cerebral artery occlusion (MCAO0) in rodents. We have

also detected a massive brain recruitment of neutrophils and macrophages, with a peak
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of infiltration 48 hours after the insult, whereas T lymphocytes have been identified
only at later times. Together with evidence from microarray studies demonstrating that
the majority of genes modulated acutely in the blood of stroke patients resides in
neutrophils and monocytes, our findings suggest that these cells may be useful
therapeutic targets.

Using the repurposing approach we have selected a drug, azithromycin, that is able to
modulate the functions of macrophages and neutrophils in pathological conditions
other than ischemia. Pre-treatment with azithromycin (150 mg/kg, orally) produces a
significant reduction of the cerebral infarct volume induced by transient or permanent
MCAO in rats. This suggests a potential prophylactic use of the drug during surgical
procedures associated to a high risk of ischemic tissue damage. We have also
observed the neuroprotective activity of azithromycin when the drug is administered
systemically after a transient ischemic insult. The reduction of the infarct volume
induced by transient MCAo0 is dose-dependent (EDsp = 0.59 mg/kg in mice, EDsy =
1.19 mg/kg in rats) and is approximately 60% (compared to vehicle) with the most
effective dose of azithromycin (150 mg/kg, i.p.). The neuroprotective doses in rodents
are therefore much lower than the antibiotic ones. We have also documented that the
reduction of the infarct volume and the improvement of the neurological deficit due to
azithromycin post-treatment (150 mg/kg, ip) are maintained up to 7 days after the
insult. Furthermore, the time window of efficacy is rather wide, since neuroprotection
is observed with the drug administered up to 6 hours after the insult both in rats and in
mice subjected to transient MCAo0. The characterization of the neuroprotective effects
of azithromycin, demonstrated by the present study in models of focal ischemia in
rodents, provides the basis for the validation of the drug efficacy in patients suffering

from ischemic stroke.
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SOMMARIO

L’ischemia cerebrale ¢ una delle cause pit comuni di disabilita e mortalita nel mondo e
'unico trattamento farmacologico attualmente disponibile ¢ la trombolisi. La comprensione
dei meccanismi alla base del danno ischemico ha portato all’identificazione di numerosi
composti neuroprotettivi mirati al recupero del tessuto cerebrale danneggiato. Tuttavia, la
maggior parte di questi farmaci ha prodotto risultati deludenti in clinica a causa della scarsa
efficacia o dell’elevata tossicita nei pazienti. Da qui, la necessita di potenziare la ricerca di
nuove strategie terapeutiche che non considerino come unico target il neurone. Infatti, il
danno neuronale € fortemente influenzato dai processi infiammatori e immunitari che si
sviluppano sia a livello locale che sistemico dopo ischemia. La risposta inflammatoria
evolve lentamente, consentendo di ampliare in maniera significativa la finestra temporale
per lintervento farmacologico e sottolineando il potenziale terapeutico dei farmaci

antinfiammatori e immunomodulanti.

Pertanto, il primo obiettivo di questo lavoro ¢ stato quello di caratterizzare la risposta
infiammatoria, sia centrale che periferica, che si instaura in seguito ad un insulto ischemico
nei roditori. In particolare, al fine di identificare potenziali target, € stato valutato il profilo
temporale dell’attivazione di specifiche cellule infiammatorie. Mediante analisi di
immunofluorescenza, abbiamo osservato come in seguito ad occlusione transitoria
dell’arteria cerebrale media (MCAo) nei roditori vi sia una precoce attivazione della
microglia e degli astrociti nell’emisfero ischemico. Abbiamo inoltre rilevato un massiccio
reclutamento nel cervello di neutrofili e macrofagi, con un picco di infiltrazione 48 ore dopo

I’insulto, mentre i linfociti T sono stati individuati soltanto a tempi piu tardivi. Questi nostri
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risultati, insieme alle evidenze ottenute da studi di microarray che indicano come la maggior
parte dei geni modulati acutamente nel sangue dei pazienti colpiti da ictus ischemico risieda
proprio nei neutrofili e nei monociti, suggeriscono come tali cellule possano essere utili

bersagli terapeutici.

Mediante ’approccio del drug repurposing abbiamo pertanto individuato un farmaco,
I’azitromicina, capace di modulare le funzioni dei macrofagi e dei neutrofili in condizioni
patologiche diverse dall’ischemia. Il pre-trattamento con azitromicina (150 mg/kg per via
orale) produce una significativa riduzione del volume di infarto cerebrale indotto da MCAo
permanente o transitoria nei ratti. Questo dato suggerisce un potenziale utilizzo profilattico
del farmaco durante procedure chirurgiche che comportano un elevato rischio di danno
tissutale ischemico. L’attivita neuroprotettiva dell’azitromicina si manifesta anche quando il
farmaco & somministrato per via sistemica dopo un insulto ischemico di natura transitoria.
La riduzione del volume di infarto indotto da MCAGo transitoria & dose-dipendente (EDsy =
0,59 mg/kg nei topi, EDsp = 1,19 mg/kg nei ratti) ed e pari a circa il 60% (rispetto al
veicolo) con la dose piu efficace di azitromicina (150 mg/kg, i.p.). Le dosi neuroprotettive
nei roditori sono pertanto molto inferiori rispetto a quelle antibiotiche. Abbiamo inoltre
documentato che la riduzione del volume d’infarto ed il miglioramento del deficit
neurologico a seguito di post-trattamento con azitromicina (150 mg/kg, i.p.) si mantengono
fino a 7 giorni dopo I’insulto. Inoltre, la finestra temporale di efficacia ¢ risultata essere
piuttosto ampia, in quanto la neuroprotezione si osserva se il farmaco & somministrato fino a
6 ore dall’insulto sia nei ratti che nei topi sottoposti ad MCAo transitoria. La
caratterizzazione degli effetti neuroprotettivi dell’azitromicina dimostrata nel presente
studio in modelli di ischemia focale nei roditori pone le basi per la validazione dell’efficacia

del farmaco in pazienti colpiti da ictus ischemico.
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CAPITOLO 1

INTRODUZIONE

1.1  L’ischemia cerebrale: incidenza e principali fattori di rischio

L’ischemia cerebrale rappresenta una delle maggiori cause di morte nel mondo
e la principale causa di disabilita neurologica nell’adulto (Wittchen et al., 2011; Go et
al., 2013). Nel 1988 1’Organizzazione Mondiale della Sanita ha definito I’ictus (0
stroke) una sindrome caratterizzata da “un rapido sviluppo di segni e/o sintomi clinici
riferibili ad un deficit focale o globale delle funzioni cerebrali, di durata superiore alle
ventiquattro ore o con esito infausto, non attribuibile ad altra causa apparente se non a
vascolopatia cerebrale”. 1l cervello costituisce circa il 2-3% del peso corporeo ma
riceve approssimativamente il 15% della gittata cardiaca totale. Inoltre, esso presenta
un’elevata richiesta metabolica, consumando circa il 20% dell’ossigeno totale
dell’organismo e il 25 % del glucosio. I cervello ha una limitata capacita di
immagazzinare energia e quindi richiede un costante rifornimento di substrati per le
normali funzioni metaboliche. Questa elevata richiesta di substrati spiega perché
anche una transitoria riduzione del flusso ematico possa essere molto dannosa per il

tessuto cerebrale.
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Il numero totale di morti per stroke & stimato a 508.000 per anno nei Paesi
dell’Unione Europea, con un costo annuale di 27 miliardi di euro (European
cardiovascular disease statistics, 2008). Secondo i dati forniti dall’Istituto Superiore
di Sanita, in Italia I’ictus ¢ responsabile del 10-12% di tutti i decessi per anno e
rappresenta la prima causa d’invalidita e la seconda di demenza con perdita di
autosufficienza. Nel complesso, il costo medio annuo a paziente con disabilita grave,
escludendo i costi a carico del Sistema Sanitario Nazionale (quantificati ad oggi in
circa 3,5 miliardi di euro/anno), e di circa 30.000 euro, per un totale di circa 14
miliardi di Euro/anno. Questa cifra, che rappresenta il 78,8% dei costi totali riguarda
la riduzione di produttivita relativa alla perdita di lavoro dei pazienti (26,2%) e quella
principale legata all’assistenza (52,6%) (Ministero della Salute, 2011). Dall’indagine
emerge, dunque, che il peso dell’assistenza ricade in maniera considerevole sulle
famiglie e che esiste un peso piu complessivo pagato dalla collettivita: questo rende
sempre piu urgente e strategico 1’avvio di una revisione dell’offerta di servizi e
prestazioni, soprattutto sotto il profilo socio-assistenziale. L’ictus non ¢ soltanto una
malattia dell’anziano: circa 10.000 casi, ogni anno, in Italia riguardano soggetti con
eta inferiore ai 54 anni; tuttavia ’aumento dell’eta rappresenta uno dei principali
fattori di rischio, difatti il 75% di nuovi casi & rappresentato da soggetti di eta
superiore ai 75 anni (Sudlow & Warlow, 1997). In aggiunta all’avanzare dell’eta,
anche I’ipertensione rappresenta un importante fattore di rischio dal momento che in
soggetti ipertesi il rischio per questa patologia raddoppia rispetto ai soggetti normotesi
(Lloyd-Jones et al., 2010). Altri fattori che contribuiscono all’incidenza dell’ictus
sono il diabete mellito e la dislipidemia, oltre che fattori legati allo stile di vita come

I’obesita, il fumo di sigaretta e 1’eccessivo consumo di alcol (Tabella 1-1). Alcuni
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fattori di rischio non possono essere modificati, come la predisposizione familiare per

patologie cerebrovascolari, 1’eta avanzata, la razza e il sesso (Allen & Bayraktutan,

2008).

Tabella 1-1: Principali fattori di rischio modificabili per I’ictus ischemico.

Classificazione Fattore di rischio

Referenze

Ipertensione
Diabete
Ipercolesterolemia

Fumo di sigaretta

(Lawes et al., 20043a)
(Lawes et al., 2004b)
(Amarenco et al., 2006)

(Bonita et al., 1999)

Causale
Fibrillazione atriale (Hart et al., 1999)
Patologia cardiaca valvolare (Kizer et al., 2005)
Cardiomiopatia ischemica (Lohetal., 1997)
Stenosi carotidea (Rothwell et al., 2003)
Iperomocisteinemia (Wald et al., 2002)
Aumento del fibrinogeno (Rothwell et al., 2004)
Dislipidemia (Holme et al., 2009)
Forame ovale pervio (Nedeltchev et al., 2008)
Probabile

Apnea notturna ostruttiva
Indice di massa corporea
Inattivita fisica

Stress psicosociale

(Culebras, 2009)

(Hu et al., 2007)
(Hu et al., 2005)

(Simons et al., 1998)

| fattori di rischio hanno importanti effetti sulla struttura e sulla funzione dei vasi
sanguigni. Molti di questi fattori alterano la struttura vascolare promuovendo
I’aterosclerosi e I’irrigidimento delle arterie e inducendo il restringimento,

I’ispessimento ¢ la tortuosita delle arteriole e dei capillari (Allen & Bayraktutan, 2008;
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ladecola & Davisson, 2008). Nel cervello, questi cambiamenti morfologici sono
spesso associati ad una riduzione del flusso ematico cerebrale (CBF) e a marcate
alterazioni nella sua regolazione. L’eta, I’ipertensione, il diabete e I’ipercolesterolemia
alterano meccanismi adattativi vitali che assicurano al cervello un’adeguata perfusione
(ladecola et al., 2009). L’abilita dell’endotelio di regolare il flusso nei microvasi
risulta compromessa e 1’aumento del flusso ematico evocato dall’attivita neuronale
non ¢ adeguato portando ad uno squilibrio tra I’energia fornita al cervello e la richiesta
(ladecola & Davisson, 2008). Alcuni fattori di rischio, come I’ipertensione e il
diabete, danneggiano i meccanismi vascolari protettivi che mantengono il CBF stabile
in caso di riduzione della pressione ematica (autoregolazione cerebrovascolare),
facilitando eventi ischemici se si abbassa la pressione intravascolare (Kim et al.,
2008). Queste alterazioni vascolari aumentano la vulnerabilita del cervello
all’ischemia in seguito all’occlusione di un’arteria perché risulta compromesso il
mantenimento del flusso da parte dei vasi collaterali che originano dai territori
adiacenti non ischemici. In aggiunta ai loro effetti vascolari, alcuni fattori di rischio,
come ’eta e il diabete, possono aumentare la suscettibilita intrinseca del cervello
all’insulto cellulare, amplificando il danno tissutale prodotto dall’ischemia (Biessels et
al., 2002), sebbene le basi biologiche di quest’effetto non siano state ancora chiarite.
La riduzione del flusso cerebrale che causa I’ictus puo derivare da un’emorragia o
dall’occlusione di un vaso cerebrale. Lo stroke puo, quindi, essere suddiviso in due
tipi: ischemico, corrispondente a circa 1’80% dei casi, 0 emorragico (Fig. 1-1)

(Warlow et al., 2003).
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5% emorragia
subaracnoidea

15% emorragia

Intracerebrale 7\
20% embolo di 5% cause rare
origine cardiaca
80% ictus
ischemico

S

25% patologia dei
piccoli vasi 50% aterotromboembolia

W

Figura 1-1: Principali cause di ictus nelle popolazioni caucasiche e sottotipi di ictus ischemico.

L’ipertensione, 1’eccessivo consumo di alcol ¢ il fumo di sigaretta sono importanti
fattori di rischio per I’ictus emorragico (Feigin et al., 2005). Questo tipo di stroke puo
derivare da un’emorragia subaracnoidea o da un’emorragia intracerebrale primaria (la
seconda tipologia é la piu diffusa, rappresentando circa il 75% di tutti i casi) (Warlow
et al,, 2003). L’emorragia subaracnoidea deriva dalla rottura di un aneurisma
intracranico e porta ad un accumulo di sangue nello spazio subaracnoideo che &
situato tra I’aracnoide e la pia madre. Il grado di mortalita é alto e in circa un terzo dei
pazienti con emorragia subaracnoidea la stessa emorragia si estende nel parenchima.
In questi casi la mortalita € ancora piu alta, mentre risulta molto basso il recupero
funzionale (Liu & Rinkel, 2011). L’emorragia intracerebrale primaria pu¢ derivare
dalla rottura di microaneurismi localizzati all’interno degli emisferi cerebrali e si
riscontra piu frequentemente in pazienti ipertesi; il grado di mortalita & del 50% entro
un mese dall’evento iniziale (Donnan et al., 2008). Nei paesi occidentali, 1’ictus

ischemico causa il 10-12% di tutte le morti (Brouns & De Deyn, 2009).
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L’occlusione di un’arteria cerebrale deriva molto spesso dalla formazione di una

placca aterosclerotica, da un trombo (Fig. 1-2) o da un embolo.

Figura 1-2: Illustrazione schematica dell’ictus ischemico. L’ictus ischemico si genera quando,
all'interno di un’arteria cerebrale, si forma un coagulo di sangue, il trombo, che restringe il lume
vascolare. Questo processo pud interrompere completamente il rifornimento nutritivo all'area
cerebrale irrorata dall'arteria occlusa.

La riduzione del flusso ematico puo essere transitoria o permanente e il territorio
dell’arteria cerebrale occlusa determina i sintomi mostrati dal paziente. 11 50% degli
ictus ischemici é il risultato diretto di una malattia aterotrombotica di vasi extra- o
intra-cranici, sebbene i grossi vasi intracranici siano meno comunemente implicati
nella formazione del trombo (Warlow et al., 2003). Il sito di occlusione e
rappresentato spesso da punti di biforcazione del sistema arterioso, dove il flusso
risulta piu turbolento e le pareti dei vasi piu indebolite. 11 20% degli ictus ischemici
sono causati da emboli di origine cardiaca. Esistono varie cause di emboli cardiaci, tra
queste la piu comune ¢ rappresentata dalla fibrillazione atriale (Warlow et al., 2003).
Altre cause includono la patologia valvolare cardiaca e il forame ovale pervio,
sebbene ci siano state difficolta nello stabilire una relazione causale tra quest’ultima

condizione ed eventi ischemici ricorrenti (Almekhlafi et al., 2009). Un quarto di tutti
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gli stroke ischemici deriva dall’occlusione di piccoli vasi intracranici. Questi vasi di
piccolo calibro (<400 pm) penetrano in profondita nel tessuto cerebrale e la risultante
tortuosita li rende suscettibili all’occlusione da parte di micro-trombi e depositi di

fibrina (Ogata et al., 2011).

1.2  Fisiopatologia dell’ischemia cerebrale

La serie di processi neurochimici scatenati dall’occlusione di un vaso cerebrale
viene definita “cascata ischemica” ed € caratterizzata da un numero eterogeneo di
eventi che evolve nel tempo e nello spazio (Fig. 1-3). In seguito all’insulto ischemico,
le alterazioni del flusso ematico nelle aree interessate dall’occlusione vascolare
determinano una ridotta disponibilita di ossigeno e substrati metabolici ai neuroni
causando una riduzione dei livelli di ATP e una insufficiente produzione di energia. Il
deficit di glucosio e ossigeno che si verifica in seguito ad un’occlusione vascolare
severa € alla base dei meccanismi che portano alla morte cellulare. Questi meccanismi
includono: squilibrio ionico, rilascio eccessivo di glutammato nello spazio
extracellulare, incremento massiccio del calcio intracellulare che a sua volta induce
disfunzione mitocondriale e stress ossidativo. Sebbene esistano numerosi substrati
alternativi al glucosio come il glicogeno, il lattato e gli acidi grassi, I’ossigeno risulta
indispensabile per la fosforilazione ossidativa mitocondriale, la principale fonte di

ATP nei neuroni.
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Disadattamento tra flusso ematico cerebrale
e richieste metaboliche (O2-glucosio)

[ Alterazioni attivita elettriche ]—4 + >—[ Metabolismo anaerobio (se disponibile sufficiente glucosio ]

[ Alterazioni pompe ioniche ]

Y ¥
[ Efflusso K* (dai neuroni) ]

Influsso Na* (nei neuroni) (fosfolipasi A2) ]

B + | ACIDOSI LATTICA I
[ Acido arachidonico (e altri acidi grassi liberi) ]

[ Fosfolipidi di membrana ] w

Influsso di Ca* Attiva
(ciclossigenasi) (lipossigenasi)
A 4
Prostaglandina RADICALI LIBERI Idroperossidasi
endoperossido
Trombossano A2 (potente Prostaciclina (potente
vasocostrittore e vasodilatatore e
aggregante piastrinico) antiaggregante piastrinico)
| } [ DANNO NEURONALE ]

Figura 1-3: La cascata ischemica. Il diagramma illustra la serie di eventi della cascata ischemica che
si verifica in seguito all’insulto ischemico. Il risultato finale di questo processo ¢ il danno cellulare a
carico dei neuroni.

La riduzione dell’ATP stimola il metabolismo glicolitico del glucosio e del glicogeno
residui causando un accumulo di protoni e lattato che porta ad una rapida
acidificazione intracellulare e alla deplezione di ATP (Martin et al., 1994). In assenza
di ATP la funzionalitd della Na'/K'-ATPasi viene compromessa (Katsura et al.,

1994).

-

) eccitotossicita

depolarizzazione
/ perinfartuale infiammazione

intensita dell’evento

Y

minuti ore giorni

tempo

Figura 1-4: Evoluzione temporale degli eventi scatenati da un insulto ischemico.
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Dopo pochi minuti dall’ischemia, si ha un’importante perdita dei gradienti ionici e la
depolarizzazione di neuroni e astrociti (Hansen & Nedergaard, 1988). Cio porta
all’attivazione dei canali al calcio voltaggio-dipendenti con conseguente eccessivo
rilascio di amminoacidi eccitatori, particolarmente glutammato, nel compartimento
extracellulare. Allo stesso tempo, il recupero del neurotrasmettitore dallo spazio
extracellulare risulta ridotto (Rossi et al., 2000). L’aumento della concentrazione del
glutammato extracellulare inizia un ciclo a feedback positivo con ulteriore attivazione
dei suoi recettori e conseguente ingresso di Na* nei neuroni attraverso canali ionici
(Choi & Rothman, 1990). | trasportatori del glutammato nei neuroni e negli astrociti
iniziano a funzionare al contrario, rilasciando glutammato nello spazio extracellulare e

promuovendo I’eccitotossicita.

1.2.1 Eccitotossicitd mediata dal glutammato

L’eccitotossicita ¢ considerata un meccanismo centrale alla base della morte neuronale
nello stroke (Siesjo et al., 1995) e la sua importanza € stata studiata sia in modelli
sperimentali di ischemia cerebrale (Arundine & Tymianky, 2004) che nei pazienti
ischemici (Castillo et al., 1997). La quantita di glutammato rilasciato a livello
extracellulare ¢ correlata con I’iniziale deterioramento neurologico nei pazienti con
ictus ischemico (Castillo et al., 1997). Concentrazioni di glutammato superiori a 8,2
mmol/l nel CSF o superiori a 200mmol/l nel plasma risultano associate al danno
neurologico nella fase acuta dell’infarto cerebrale. | meccanismi eccitotossici che
portano alla morte neuronale sono complessi, ma coinvolgono innanzitutto la
produzione di radicali liberi (Oh & Betz, 1991), la disfunzione mitocondriale

(Nicholls & Budd, 1998) e la partecipazione di vari fattori di trascrizione come
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attivatori dell’espressione genica (Clemens, 2000). Tutti questi meccanismi agiscono
simultaneamente provocando un danno a livello delle proteine, dei lipidi e del DNA
(Cui et al., 2000), con conseguente deterioramento dell’architettura cellulare e morte
delle cellule (Unal-Cevik et al., 2004) (Fig. 1-5). Gli effetti eccitatori del glutammato
sono mediati principalmente dai recettori ionotropici di tipo NMDA permeabili al
Ca®* (Waxman & Lynch, 2005). Questi recettori possono avere una localizzazione sia
sinaptica che extra-sinaptica e la differente localizzazione sulla membrana cellulare €
considerata un fattore determinante nell’eccitotossicita in seguito ad insulto ischemico
(Liu et al., 2007). Diverse evidenze suggeriscono come 1’attivita dei recettori NMDA
sinaptici sia necessaria per la sopravvivenza neuronale mentre i recettori extra-
sinaptici sono coinvolti nella morte cellulare dal momento che la loro stimolazione
porta all’espressione di proteine pro-apoptotiche e alla soppressione delle vie di
sopravvivenza (Léveillé et al., 2008). Alcune evidenze suggeriscono come 1’attivita
deleteria di questi recettori sia anche determinata dalle molecole con cui interagiscono
(Sattler et al., 1998). Ad esempio i recettori NMDA sono collegati alla nNOS
attraverso il primo e il secondo dominio PDZ della PSD-95. L’attivazione della nNOS
ad opera di questi recettori porta alla produzione di elevati livelli di ossido nitrico

(Sattler et al., 1999).
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ISCHEMIA CEREBRALE

Rilascio di glutammato

Apertura canale/
recettore NMDA

Apertura canali del Ca** Eccessiva depolarizzazione
voltaggio dipendenti (L) di membrana

Deplezione ATP

ENTRATA INCONTROLLATA DI Ca®*

Attivazione Attivazione

Deplezione ATP i I Attivazione lipasi .
enzimi fosforilativi proteasi
| NO I } ROS } Danno proteine
=
Danno DNA Danno b

APOPTOSI / NECROSI

Figura 1-5: Eccitotossicita mediata dal glutammato. Il diagramma illustra le varie fasi
dell’eccitotossicta mediata dal rilascio eccessivo di glutammato in seguito all’insulto ischemico. Il
conseguente ingresso incontrollato di calcio nelle cellule porta all’attivazione di una serie di enzimi che
inducono danni a carico del DNA, delle proteine e delle membrane con conseguente morte cellulare.

L’ossido nitrico funziona da substrato per la produzione di radicali liberi altamente
reattivi come i perossinitriti che promuovono il danno cellulare e in definitiva la morte
neuronale (Moro et al., 2004). Durante I’ischemia cerebrale, I’influsso di ioni calcio
attraverso i recettori NMDA promuove la morte cellulare piu efficientemente rispetto
all’influsso attraverso altri canali (Arundine & Tymianski, 2003), suggerendo che le
proteine responsabili dell’eccitotossicita calcio-dipendente risiedono nei complessi di
segnale di questi recettori. E stato dimostrato che inibendo le interazioni
NMDAR/PSD-95 si previene il danno cerebrale ischemico mentre rimangono intatte
le funzioni fisiologiche di questi recettori (Sun et al., 2008). Rimane poco chiaro se la
morte neuronale sia associata anche alle diverse tipologie di subunita dei recettori
NMDA o sia dipendente unicamente dalla localizzazione dei recettori. | tentativi di

mitigare 1’eccitotossicita hanno avuto numerosi bersagli che vanno dall’inibizione del
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rilascio del glutammato al blocco dei suoi recettori. Uno dei target piu studiati e il
recettore NMDA postsinaptico, il cui blocco determina riduzione dell’influsso
cellulare di calcio. Tra gli antagonisti non competitivi ¢ utile ricordare I’MK-801 e
I’ Aptiganel, entrambi efficaci nei modelli preclinici (Ginsberg, 1995), ma risultati
fallimentari nei trial clinici. Quando I’aptiganel ¢ stato testato in volontari
nell’Aptiganel Acute Stroke Trial, la massima dose tollerata € risultata essere assai piu
bassa rispetto alla dose neuroprotettiva studiata negli animali. Tra gli antagonisti
competitivi, il selfotel, somministrato entro 5 minuti dall’inizio di MCAo nei ratti, ha
determinato una riduzione significativa del volume di infarto. Tuttavia, quando testato
nei trial clinici, il selfotel ha mostrato eccessiva tossicita. Sono stati studiati anche gli
effetti di antagonisti del sito della glicina sul recettore NMDA come il gavestinel
(GAIN International Trial), ma anche in questo caso gli effetti benefici osservati negli
studi pre-clinici non sono stati poi confermati nel trial clinico (Albers et al., 2001;
Lees et al., 2000).

Una delle cause dei fallimenti va ricercata nel fatto che in tutti gli studi pre-clinici gli
antagonisti NMDA sono stati utilizzati a tempi molto precoci rispetto all’inizio
dell’insulto, mentre in clinica esiste I’esigenza di somministrare il farmaco in una
finestra temporale piu ampia. Un secondo motivo € legato al fatto che nei trial clinici
non € stato possibile somministrare le stesse dosi di farmaco risultate efficaci negli
animali a causa dei loro effetti tossici (Dawson et al., 2001). Inoltre, sebbene il blocco
di questi recettori possa avere effetti benefici nell’ischemia cerebrale, vanno presi in
considerazione gli effetti deleteri associati all’inibizione dei meccanismi di

sopravvivenza e di plasticita neuronale mediati dal glutammato (Hoyte et al., 2004).
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1.2.2 Effetti del calcio intracellulare

Il calcio gioca un ruolo critico nella cascata eccitotossica e, in effetti, la rimozione del
calcio dallo spazio extracellulare o il blocco dell’ingresso dello ione nei mitocondri
mediante 1’utilizzo di disaccoppianti (Stout et al., 1998) proteggono i neuroni
dall’insulto eccitotossico. Numerose evidenze indicano come [’alterazione
dell’omeostasi cellulare del calcio sia di primaria importanza nella morte neuronale
ischemica (Sattler & Tymiansky, 2000). La sostenuta stimolazione dei recettori
NMDA porta all’influsso di ioni Ca®* e Na* nei neuroni post-sinaptici, con i livelli di
calcio citoplasmatico che possono raggiungere i 50-100 uM. Questi livelli elevati di
calcio attivano una serie di cascate neurotossiche (Orrenius et al., 2003) come
I’attivazione e la stimolazione di proteasi, lipasi, fosfatasi e endonucleasi. Come
risultato si ha I’attivazione di diverse vie di segnale che portano alla produzione di
radicali liberi, disfunzione mitocondriale, distruzione della membrana cellulare e
frammentazione del DNA, quindi si arriva in definitiva alla morte neuronale
(Nicholls, 2009). La disfunzione mitocondriale e causata sia dallo stress ossidativo
che da un effetto diretto dei livelli eccessivi di Ca?* intracellulare. In condizioni di
eccesso di calcio nella cellula, i mitocondri risultano importanti per la sopravvivenza
cellulare, dal momento che sono in grado di sequestrare grosse quantita di questo ione.
Questo processo, nei neuroni intatti, dura poco tempo; infatti il calcio viene
nuovamente rilasciato nel citoplasma quando la Ca®*-ATPasi & nuovamente in grado
di pompare fuori dalla cellula il calcio. Durante I’ischemia cerebrale, il calcio si
accumula rapidamente nei mitocondri e questo stato persiste per diverse ore (Zaidan &
Sims, 1994) causando disfunzione mitocondriale, che ¢ considerato I’evento primario

nella morte neuronale su base eccitotossica. La nimodipina € un antagonista del canale
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per il calcio con effetti a livello neuronale ed &, in aggiunta, un vasodilatatore selettivo
per i vasi cerebrali. Il farmaco é stato testato su modelli animali in oltre 250 studi, di
cui solo 20 prevedevano la somministrazione della nimodipina dopo I’induzione
dell’ischemia (Horn et al., 2001b). | dati ottenuti sono risultati contrastanti e non
sempre si sono osservati degli effetti benefici per quanto riguarda 1’estensione del
danno ischemico. La scarsa efficacia del farmaco é stata confermata nel trial clinico

VENUS (Horn et al., 2001a).

1.2.3 Danno indotto dallo stress ossidativo

Lo stress ossidativo riveste un ruolo di primaria importanza nell’induzione del
danno ischemico (Lin & Beal, 2006). | piu importanti radicali liberi indotti
dall’eccitotossicita derivano dall’ossigeno (ROS) e dall’ossido nitrico (RNS).
Nell’ischemia cerebrale e, in particolare, in seguito alla riperfusione, si ha
un’eccessiva produzione di radicali superossido e ossidrilico che sono direttamente
coinvolti nel danno alle macromolecole cellulari, come i lipidi, le proteine e gli acidi
nucleici. La riossigenazione durante la riperfusione fornisce 1’0ssigeno necessario per
la vitalita neuronale ma anche 1’ossigeno come substrato per numerose reazioni di
ossidazione enzimatica che producono ossidanti reattivi. ROS e RNS possono, anche
indirettamente, contribuire al danno tissutale mediante 1’attivazione di diverse vie
cellulari che portano all’espressione di geni sensibili allo stress e proteine che a loro
volta causano un insulto ossidativo (Akins et al., 1996). Fonti intracellulari di ROS
includono la catena di trasporto di elettroni mitocondriale (ETC), la xantina ossidasi,
I’acido arachidonico e le NADPH ossidasi. La produzione di ROS nei mitocondri

determina il non corretto funzionamento della ETC con conseguente riduzione della
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produzione di ATP. La NADPH ossidasi € la principale fonte di superossido in seguito
all’attivazione dei recettori NMDA (Suh et al., 2008). Inoltre, durante la fase
ischemica, alcuni enzimi calcio-dipendenti, come la fosfolipasi A2 (PLA2) e la
ciclossigenasi, producono radicali liberi dell’ossigeno. I livelli di PLA2 aumentano nel
cervello entro pochi minuti dall’inizio dell’ischemia portando al rilascio di acido
arachidonico dai fosfolipidi e alla sua metabolizazzione in eicosanoidi con
concomitante produzione di radicali liberi (Muralikrishna et al., 2006). Durante
I’ischemia la produzione di NO aumenta considerevolmente nel cervello in seguito
all’attivazione delle isoforme neuronale e inducibile della nitrossido sintasi. Il radicale
NO si combina con H,0, e ossigeno radicalico per formare il radicale ossidrilico e il
perossinitrito contribuendo al danno cerebrale. Numerosi composti antiossidanti sono
stati testati nel tentativo di ridurre gli effetti deleteri di queste specie radicaliche
durante I’insulto ischemico. L’NXY-059 si & dimostrato efficace in modelli
sperimentali di ischemia cerebrale (Kuroda et al., 1999). Tuttavia, la scarsa potenza di
questo composto rappresenta il principale motivo dei fallimenti dei trial clinici
(SAINT 1 e II) (Shuaib et al., 2007). Il tirilazad, un composto che inibisce la
perossidazione lipidica, € stato testato senza successo in 6 trial per il trattamento dello
stroke (Tirilazad International Steering Committee, 2001). Infine, I’edaravone, uno
scavenger dei radicali liberi dell’ossigeno e bloccante della perossidazione lipidica, ha
mostrato buoni risultati in numerosi studi preclinici (Watanabe et al., 1994). Risultati
promettenti si sono ottenuti anche in un trial clinico (Edaravone Acute Infarction
Study, 2003), in cui si ¢ osservato un miglioramento dell’outcome di pazienti

ischemici.
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Tabella 1-2: Esempi di composti falliti nella valutazione clinica per il trattamento dello stroke

Composto Meccanismo Outcome (Fase) Motivazione

Antagonista recettore . . .

Selfotel NMDA Negativo (1) Eventi avversi

. Antagonista recettore . Mancanza di
Aptiganel NMDA Negativo (1) efficacia

Gavestinel Antagonista sito glicina Negativo (I11) Man(_:anz_a di
efficacia

. . Bloccante sito poliammine, . . .

Eliprodil NMDA Negativo (1) Eventi avversi

Magnesio solfato Bloccante canale NMDA Negativo (111) Manc_;anz_a di
efficacia

Cervene Antagonista r_eqettore kappa Negativo (111) Manc_;anz_a di
oppioide efficacia

Lubeluzolo Inibitore NOS e b+loccante Negativo (I11) Mancanza di
canale Na efficacia

BMS-204352 Bloccante canale K* Negativo (111) Mancanza di
efficacia

Calcio antagonisti Antagonisti canale Ca** Negativo Mancanza di
efficacia

Tirilazad Inibitore _pe_rqssmazmne Negativo (111) Manganz_a di
lipidica efficacia

Ebselen Inibitore _pe_rqssmazmne Negativo (11) Manganz_a di
lipidica efficacia

1.2.4 Morte cellulare

In seguito ad un evento ischemico i neuroni muoiono attraverso due
meccanismi principali, la necrosi, prevalente nel core, e 1’apoptosi, piu diffusa nella
penombra (Fig. 1-6). La necrosi & un processo che non richiede un consumo di energia
ed & indipendente dalla sintesi proteica. E caratterizzato da disfunzione della
membrana e rigonfiamento cellulare e, generalmente, induce una risposta

inflammatoria. Al contrario, I’apoptosi € un meccanismo energia- dipendente (Choi,
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1996) che richiede un’attiva trascrizione genica e sintesi proteica per degradare il

DNA delle cellule interessate.

Penombra ischemica Core ischemico

Arteria cerebrale media

Sito di occlusione

Figura 1-6: Core e penombra nel cervello ischemico. In seguito all’occlusione di un vaso
cerebrale, nella maggior parte dei casi ’arteria cerebrale media, nel territorio del vaso occluso si
individua una regione severamente ipoperfusa, definita core circondata da una zona ancora
metabolicamente attiva, detta penombra. Quest’ultima rappresenta il tessuto ancora recuperabile
con un intervento terapeutico.
Morfologicamente 1’apoptosi € caratterizzata da modificazioni nucleari come
la condensazione della cromatina e le successive marginalizzazione, segregazione e
frammentazione (Snider et al., 1999). Nelle fasi finali si ha la formazione dei corpi
apoptotici con perdita dell’architettura cellulare mediata dall’attivita di caspasi e altri
sistemi enzimatici. Le caspasi appartengono ad una famiglia di proteasi che clivano le
proteine strutturali del citoscheletro e del nucleo e proteine di riparazione del DNA.
Un’aumentata espressione ed attivazione cerebrale delle caspasi 3, 8 e 9 ¢ stata
osservata, come evento che precede la morte neuronale, in diversi modelli di ischemia
focale transitoria (Namura et al., 1998; Hermann et al., 2001), ischemia focale
permanente (Velier et al., 1999; Sasaki et al., 2000; Harrison et al., 2001) ed ischemia

globale (Ni et al., 1998; Ouyang et al., 1999). Entrambe le vie apoptotiche, intrinseca

ed estrinseca, sono coinvolte nell’ischemia cerebrale (Guan et al., 2006). La via
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intrinseca scaturisce dal danno mitocondriale, con aumento della permeabilita di
questo organello e fuoriuscita del citocromo c, con conseguente formazione
dell’apoptosoma e morte cellulare mediata dalle caspasi 9 e 3. La proteina pro-
apoptotica Bax gioca un ruolo essenziale nella permeabilizzazione della membrana
mitocondriale esterna durante 1’ischemia ed ¢ stata suggerita come potenziale target
terapeutico (Wang et al., 2010). Nella via estrinseca, il legame di FasL al recettore di
morte Fas porta alla dimerizzazione, clivaggio e attivazione della caspasi 8 e quindi
all’apoptosi. Negli ultimi anni sono state proposte altre modalitd con cui le cellule
possono andare incontro a morte nello stroke, considerando le due modalita classiche
di morte cellulare, necrosi e apoptosi, come gli estremi di un continuum di
meccanismi. Una di queste forme ¢ stata definita “necroptosi”. In questo caso il
recettore Fas attiva vie alternative a quella estrinseca, portando all’autofagia
(Degterev et al., 2005), un meccanismo di morte cellulare che é stato implicato
nell’ischemia cerebrale (Adhami et al., 2006). L’inibizione delle caspasi ¢ un altro
potenziale per controllare il processo apoptotico e migliorare 1’esito di un evento
ischemico (Nuttall et al., 2001). Le caspasi sono proteasi, inizialmente sintetizzate
nella forma di procaspasi, che vengono rapidamente attivate in risposta ai primi eventi
della cascata apoptotica come la formazione dell’apoptosoma o I’attivazione del
segnale del recettore di morte (Robertson et al., 2000). L’attivazione delle caspasi
porta alla frammentazione del DNA attraverso il clivaggio e 1’inattivazione
dell’inibitore della DNAsi attivata dalle caspasi (Joly et al., 2004). Topi
geneticamente ingegnerizzati per esprimere dominanza negativa per la caspasi 1
risultano resistenti al danno cerebrale ischemico (Friedlander et al.,, 1997) e

I’attivazione della caspasi 3 precede di diverse ore la frammentazione del DNA
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rinforzando cosi il ruolo della morte neuronale caspasi dipendente nel cervello
ischemico (Endres et al., 1998). L’esecuzione del programma di morte prevede la
preventiva traslocazione del citocromo ¢ dal mitocondrio al citosol, dove determina
I’oligomerizzazione del fattore di attivazione dell’apoptosi (Apaf-1) e I’attivazione
della pro-caspasi 9 (Krajewski et al., 1999) con conseguente formazione
dell’apoptosoma ¢ successiva attivazione della pro-caspasi 3 (Li et al., 1997). Tale
sequenza di eventi, appartenenti alla cosiddetta via mitocondriale (o intrinseca) di
attivazione dell’apoptosi (Kroemer & Reed, 2000), ¢ stata documentata sia in modelli
sperimentali di ischemia cerebrale transitoria che permanente (Dirnagl et al.,1999).
Tuttavia, € stato recentemente riportato come in corso di ischemia focale transitoria si
verifichi la precoce attivazione della caspasi 8 (Yin et al., 2002) suggerendo come in
tali condizioni sperimentali un ruolo importante possa anche essere svolto dalle
caspasi appartenenti alla via estrinseca (recettoriale) di attivazione dell’apoptosi e
collocate a monte della traslocazione del citocromo e successiva attivazione a valle
delle caspasi (9 e 3) esecutrici. Evidenze sperimentali documentano come inibitori
peptidici delle caspasi esecutrici riducono sia il volume dell’infarto cerebrale che il
deficit neurologico conseguente (Endres et al., 1998) aprendo nuove prospettive per lo

sviluppo clinico di tali farmaci per la neuroprotezione in corso di ischemia cerebrale.

1.2.5 Alterazioni a carico della barriera emato-encefalica

La barriera emato-encefalica (BEE) é una struttura endoteliale del cervello
altamente specializzata che ¢ localizzata all’interfaccia tra la circolazione periferica e
il sistema nervoso centrale (SNC). Le principali funzioni della BEE sono quelle di

assicurare un costante rifornimento di nutrienti al cervello e, allo stesso tempo, di
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limitare il movimento paracellulare dei soluti idrofilici e la migrazione trans-
endoteliale di cellule ematiche circolanti e di agenti patogeni. Le cellule endoteliali
del cervello differiscono dalle altre per la presenza delle cosiddette “tight junctions”
(TJ) intercellulari che conferiscono alla BEE le sue caratteristiche di bassa
permeabilita paracellulare e alta resistenza elettrica transendoteliale (TEER)
(Zlokovic, 2008). Nelle immediate vicinanze delle cellule endoteliali cerebrali,
periciti, cellule gliali (astrociti e microglia) e neuroni, insieme alla lamina basale,
formano un’unita funzionale chiamata unita neurovascolare (Fig. 1-7). La stretta
interazione tra i diversi tipi cellulari e alla base delle effettive regolazioni paracrine

che sono importanti per il mantenimento dell’omeostasi cerebrale.

Giunzione
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Figura 1-7: Rappresentazione schematica dell’unita neurovascolare. Le cellule endoteliali capillari,
insieme ai periciti, sono circondate dalla lamina basale e dalla terminazioni perivascolari degli astrociti.
Gli astrociti inoltre provvedono alle interazioni cellulari con i neuroni.

In condizioni ischemiche, la barriera emato-encefalica risulta danneggiata, con
un’aumentata permeabilita paracellulare che contribuisce direttamente alla formazione
dell’edema cerebrale, alla trasformazione emorragica e all’aumentata mortalita.

Diversi meccanismi contribuiscono al danno ischemico della BEE, danno che sembra
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essere di natura bifasica (Belayev et al., 1996; Huang et al., 1999). Entro due ore
dall’inizio dell’ischemia la lamina basale endoteliale comincia a dissolversi (Hamann
et al., 1995); questo evento e rapidamente seguito da un aumento della permeabilita
della BEE. Una precoce riperfusione pud temporaneamente alleviare le alterazioni
della BEE, ma I’utilizzo della terapia trombolitica e la riperfusione tardiva possono, al
contrario, esacerbare 1’insulto endoteliale (Kidwell et al., 2008; Hjort et al., 2008). Il
fenomeno multi-fasico di questo cambiamento di permeabilita € determinato da vari
fattori come la durata dell’ischemia, il grado di riperfusione e il modello sperimentale
di ischemia utilizzato. L’aumento della permeabilita paracellulare ¢ generalmente
associato all’alterazione dell’espressione delle TJ ¢/o alla ridistribuzione delle stesse
lungo la membrana cellulare. E stato dimostrato che una riduzione del TEER &
accompagnata da una ridotta espressione di claudina-5 in condizioni ipossiche (Koto
et al., 2007) con conseguente aumento della permeabilita paracellulare. In risposta
all’ischemia cerebrale, 1’accumulo di bradichinina, del fattore di crescita
dell’endotelio vascolare e di trombina porta ad un incremento della concentrazione di
calcio intracellulare, il cui principale effetto sulle cellule endoteliali ¢ I’attivazione
della chinasi della catena leggera della miosina calcio/calmodulina dipendente
(MLCK) (Goeckeler & Wysolmerski, 1995). Anche lo stress ossidativo rappresenta
uno stimolo iniziale per la rottura della BEE e innesca il rilascio di metalloproteasi
della matrice (MMP)-9 da neuroni, astrociti, periciti e cellule endoteliali portando alla
digestione della lamina basale endoteliale. In una fase piu tardiva risulta evidente un
severo danno a carico della BEE dovuto a meccanismi piu complessi come
I’induzione di citochine proinfiammatorie, chemochine e molecole di adesione

espresse sull’endotelio attivato (Huang et al., 2006). L’espressione di citochine e

pag. 21



CAPITOLO 1 — Introduzione

molecole di adesione precede 1’infiltrazione di leucociti che, insieme alla microglia,
aumentano ulteriormente le risposte inflammatorie e la produzione di radicali liberi
tossici (Huang et al., 2006; Lo et al.,, 2003). La BEE danneggiata permette la
fuoriuscita di costituenti ematici nel parenchima cerebrale. La perdita di componenti
ad elevato peso molecolare, che ¢ seguita per osmosi dall’acqua, porta ad edema
vasogenico e ipertensione intracranica. In aggiunta, la fuoriuscita di eritrociti puo
determinare la trasformazione emorragica dell’area infartuata. L’ischemia ha come
bersaglio anche il microcircolo, che contribuisce al danno tissutale cerebrale mediante
un’aumentata permeabilita delle cellule endoteliali, la degradazione della matrice e la
perdita di autoregolazione, cio¢ ’incapacita del letto cerebrovascolare di mantenere
una perfusione costante nonostante cambiamenti della pressione sanguigna (Paulson et
al., 1990). L’insulto endoteliale riduce il rilascio di ossido nitrico e prostaciclina e puo
indurre la produzione di endotelina-1. Questi processi portano ad un aumento del tono
vascolare con conseguente ulteriore riduzione del flusso ematico nell’area di infarto e
nei vasi collaterali (Andresen et al., 2006). In seguito ad ischemia focale, il
microcircolo cerebrale da inizio ad una serie di risposte dinamiche, tra cui la
presentazione dei recettori di adesione dei leucociti sulle cellule endoteliali (del Zoppo
& Mabuchi, 2003). Questo rappresenta uno step fondamentale non soltanto nella
risposta inflammatoria post-ischemica, ma contribuisce anche al cosiddetto fenomeno
“no-reflow”, cio¢ all’ostruzione del microcircolo in seguito a riperfusione. Esso ¢
attribuito alla compressione estrinseca associata all’edema e all’accumulo di leucociti

e piastrine nei vasi (Okada et al., 1994).
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1.2.6 La risposta inflammatoria

Il sistema nervoso centrale ¢ stato a lungo considerato un’entita
immunologicamente privilegiata, con una fine regolazione, ad opera della BEE,
dell’influsso di cellule immunitarie e altri mediatori dal compartimento vascolare al
parenchima cerebrale. In seguito ad un evento ischemico, si sviluppa un’intensa
risposta infiammatoria caratterizzata dall’attivazione della microglia e degli astrociti e
dall’espressione di mediatori solubili quali citochine, chemochine e prostaglandine
che determinano, a loro volta, un’aumentata espressione di molecole di adesione
(Staunton et al., 1988; Huang et al., 2000b) e un aumento della permeabilita della
BEE con conseguente influsso di cellule immunitarie periferiche. Le molecole di
adesione giocano un ruolo fondamentale nell’infiltrazione dei leucociti nel
parenchima cerebrale dopo I’insulto ischemico e rappresentano, pertanto, importanti
target terapeutici. L’interazione tra i leucociti e I’endotelio vascolare ¢ mediata da tre
principali gruppi di molecole di adesione cellulare: le selectine (P-selectina, E-
selectina e L-selectina), la superfamiglia delle immunoglobuline (ICAM-1 e 2,
VCAM-1) e le integrine (CD11la-c). Diversi studi hanno messo in evidenza come
I’inibizione dell’adesione dei leucociti determina un ridotto insulto neurologico (Clark
et al., 1997) e la delezione o I’inibizione delle molecole di adesione sono associate a
minori volumi di infarto in modelli di ischemia cerebrale (Soriano et al., 1999; Mocco
et al., 2002; Lahmberg et al., 2006; Kitagawa et al., 1998; Prestigiacomo et al., 1999).
Ci sono molte evidenze che suggeriscono un importante ruolo dell’inflammazione e
della risposta immunitaria sull’outcome di pazienti con ictus ischemico associate sia
all’estensione del danno ischemico ma anche all’instaurarsi di meccanismi riparatori

(Tabella 1-3). Poiché I’infiammazione ha un importante ruolo in tutte le fasi della

pag. 23



CAPITOLO 1 — Introduzione

patologia ischemica ed ¢ principalmente diretta dal sistema immunitario, quest’ultimo
puo rappresentare un utile target nel trattamento dell’ischemia cerebrale (Amantea et

al., 2013).

1.2.6.1 Mediatori cellulari dell’infiammazione

La reazione inflammatoria indotta dall’insulto ischemico coinvolge tutte le
componenti dell’unita neurovascolare, inclusi neuroni, cellule gliali e microvasi (del
Zoppo, 2010). Subito dopo I’evento occlusivo, la reazione infiammatoria ¢ innescata
da alcuni processi quali I’attivazione intravascolare delle piastrine, del sistema del
complemento e delle cellule endoteliali (Nieswandt et al., 2011; Brennan et al., 2012).
L’aumentata espressione delle molecole di adesione, P-selectina e molecola di
adesione intercellulare (ICAM)-1, porta all’attivazione dei leucociti polimorfonucleati
che, insieme a piastrine e fibrina e a una ridotta biodisponibilita di ossido nitrico
contribuiscono all’ostruzione dei microvasi (Wong & Crack, 2008). La fuoriuscita dei
leucociti € promossa, anche, dalla rottura della BEE ad opera delle metalloproteasi e
di altre proteasi rilasciate dai mastociti perivascolari e dalle citochine pro-
inflammatorie prodotte da vari componenti dell’unita neurovascolare e dai macrofagi
(Yilmaz & Granger, 2010).

Astrociti. Gli astrociti rappresentano le cellule piu numerose del cervello
umano e svolgono numerose funzioni essenziali come la modulazione della plasticita
e della trasmissione sinaptica, il mantenimento dell’omeostasi ionica e la regolazione
del flusso ematico cerebrale (Verkhratsky & Parpura, 2010). Essi costituiscono parte
della BEE, con le loro terminazioni cellulari che vanno a ricoprire la maggior parte

della superficie dei capillari permettendo una fine regolazione delle funzione
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endoteliali (Abbott et al., 1992). Da studi ultrastrutturali & emerso come siano proprio
le terminazioni astrocitarie pericapillari i primi elementi cellulari a rigonfiarsi durante
I’ischemia cerebrale, suggerendo il loro iniziale coinvolgimento nella risposta tissutale
all’insulto. Pochi minuti dopo I’insulto ischemico, i neuroni e le cellule gliali iniziano
a rilasciare mediatori pro-infiammatori, citochine ¢ ROS che portano all’attivazione
delle cellule astrogliali con conseguente alterazione dell’espressione molecolare e
ipertrofia cellulare, seguite da proliferazione e formazione della cicatrice gliale
(Tuttolomondo et al., 2008; Sofroniew, 2009). Inoltre, I’ATP rilasciato dalle cellule
danneggiate attiva i recettori P2Y sugli astrociti portando alla produzione di citochine
pro-infiammatorie ¢ chemochine attraverso la via di NFkB (Kuboyama et al., 2011).
La gliosi reattiva e la formazione della cicatrice gliale durante 1’ischemia sono state da
sempre considerate come eventi deleteri dal momento che inducono la formazione
dell’edema, I’inibizione della rigenerazione assonale, la produzione di mediatori pro-
infiammatori come il fattore di necrosi tumorale (TNF)-a ¢ I’'IL-1 e, entro poche ore
dall’evento ischemico, la produzione di IL-13 e MMP che contribuiscono alla rottura
della BEE (Dvoriantchikova et al., 2009). Tuttavia, nuove evidenze suggeriscono che
le risposte degli astrociti all’insulto ischemico possono essere coinvolte anche nella
neuroprotezione e nella riparazione del tessuto mediante il recupero del glutammato
extracellulare, la riparazione della BEE e la sintesi di fattori neurotrofici (del Zoppo,
2009; Shen et al., 2010). Difatti, I’inibizione metabolica degli astrociti con il
fluorocitrato determina un ritardo nel rimodellamento neurovascolare e nel recupero

funzionale in seguito ad ischemia cerebrale focale nei topi (Hayakawa et al., 2010).
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Tabella 1-3: Ruolo dualistico delle cellule infiammatorie sull’evoluzione dell’insulto cerebrale

ischemico

Tipo cellulare

Effetti deleteri

Effetti benefici

Astrociti

Microglia/Macrofagi

Neutrofili

Cellule dendritiche

Linfociti T

Produzione di mediatori pro-
inflammatori, inclusi TNF-q, IL-1 e
MMP. Formazione dell’edema,
inibizione della rigenerazione
assonale e rottura della BEE.

Fenotipo M1: produzione di citochine
pro-infiammatorie, incluse TNF e IL-
1, specie reattive dell’ossigeno e
dell’azoto e proteasi.

Occlusione microvasi, produzione di
ROS e rilascio di MMP.

Attivazione dei linfociti

Th1: rilascio di mediatori pro-
inflammatori, inclusi I1L-2, IL-12,
IFN-y e TNF-a.

v&T: rilascio di IL-17

Recupero del glutammato
extracellulare, sintesi e rilascio di
fattori neurotrofici. Formazione della
cicatrice gliale e rimodellamento
neurovascolare.

Fenotipo M2: risoluzione
dell’inflammazione mediante il
rilascio di IL-10 e TGF-B e I’attivita
fagocitica. Rimodellamento tissutale.

Th2/Treg: rilascio delle citochine
anti-inflammatorie IL-10 e IL-13.
Immunosoppressione.

L’aumentata proliferazione degli astrociti mediante 1’induzione del fattore di
trascrizione STAT3 risulta associata alla neuroprotezione in modelli sperimentali di
ischemia cerebrale (Amantea et al., 2011). Gli astrociti, quindi, possono giocare un
ruolo dualistico nell’evoluzione dell’insulto ischemico cerebrale (Tabella 1-3).
L’effetto finale ¢ strettamente dipendente dall’interazione degli astrociti con microglia
e neuroni e dalla polarizzazione attraverso specifici fenotipi, come dimostrato da una
recente analisi genomica dell’astrogliosi reattiva (Zamanian et al., 2012).

Microglia. Le cellule microgliali sono cellule immunitarie residenti di origine
ematopoietica che giocano un ruolo cruciale in condizioni sia fisiologiche che
patologiche. loro esse

In aggiunta al coinvolgimento nell’inflammazione,

contribuiscono alla regolazione della neurogenesi, dello sviluppo e della connettivita
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sinaptica, dell’angiogenesi e della fagocitosi di cellule danneggiate e di neutrofili
infiltranti (Ekdahl et al., 2009; Dénes et al., 2007). Entro pochi minuti dall’inizio
dell’ischemia si ha il rilascio di ATP dai neuroni e dalle cellule gliali danneggiate, con
conseguente attivazione dei recettori P2X7 sulla microglia e rilascio di mediatori pro-
inflammatori (Melani et al., 2012). La reattivita della microglia pud anche essere
modulata da altri neurotrasmettitori rapidamente rilasciati nello spazio extracellulare
in seguito ad ischemia, inclusi il glutammato e 1’acido y-amminobutirrico (Mead et
al., 2012). Poche ore dopo I’occlusione transitoria o permanente dell’arteria cerebrale
media nei roditori, si sviluppa, nel tessuto ischemico, un’intensa reazione della
microglia associata a modificazioni morfologiche che portano ad un rigonfiamento
cellulare e all’accorciamento e ispessimento dei processi che fanno assumere alle
cellule un fenotipo fagocitico ameboide indistinguibile dai macrofagi infiltranti
(Schilling et al., 2003). Tali modificazioni sono associate ad un’aumentata produzione
di citochine pro-infiammatorie come TNF e IL-1, specie reattive di ossigeno e azoto e
proteasi come le MMP (del Zoppo et al., 2007). Pertanto, I’attivazione della microglia
intensifica il processo infiammatorio e contribuisce al danno tissutale come dimostrato
dall’evidenza che la minociclina o altri farmaci immunomodulatori riducono il danno
cerebrale ischemico prevenendo la proliferazione di queste cellule o la secrezione
delle citochine pro-infiammatorie (Zhang et al., 2012). L’alterazione delle interazioni
neuroni-microglia durante I’ischemia ¢ di fondamentale importanza per la
stimolazione della microglia attraverso I’attivazione del recettore Toll like (TLR)-4, la
modulazione del recettore per le chemochine CX3CRL1 e la ridotta stimolazione del
recettore CD200 (Dentesano et al., 2012). Inoltre, studi recenti hanno messo in

evidenza il coinvolgimento del recettore cannabico di tipo 2 (CB2) nella modulazione
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della produzione di citochine e chemochine da parte della microglia (Sieber et al.,
2013). La microglia contribuisce anche alla risoluzione dell’infiaimmazione mediante
il rilascio di IL-10 e TGF-B ¢, nella fase piu tardiva del processo riparativo, mediante
la produzione di fattori di crescita (IGF-1) e I’attivita fagocitica (Ransohoff &
Cardona, 2010). In effetti, I’ablazione selettiva delle cellule microgliali in
proliferazione determina un aumento dell’insulto cerebrale prodotto dalla MCAo
transitoria nei topi, suggerendo il loro ruolo benefico attraverso le vie mediate dalla
galactina-3 e dall’lGF (Lalancette-Hébert et al., 2012). In aggiunta, le cellule
microgliali, somministrate attraverso le vie intra-arteriosa o intracerebroventricolare,
migrano nella lesione ischemica dove inducono 1’espressione di fattori neurotrofici,
conferendo protezione in modelli di ischemia sia globale che focale (Imai et al.,
2007). In seguito ad un insulto, la microglia puo differenziarsi in una moltitudine di
fenotipi in relazione alla produzione spazio-temporale di specifici stimoli. 1l fenotipo
pro-inflammatorio M1 é classicamente attivato attraverso i recettori TLR o in seguito
a stimolazione con INF-y, mentre il fenotipo M2 ¢ attivato da mediatori regolatori
come le interleuchine 4, 10, 13 o il TGF-B (Perry et al., 2010). Hu e colleghi (2012)
hanno recentemente dimostrato che la microglia assume il fenotipo benefico M2 nelle
prime fasi dell’ictus ischemico, ma in seguito a stimolazione da parte dei neuroni,
gradualmente viene polarizzata verso il fenotipo pro-infiammatorio M1. In modo
analogo, la neuroprotezione osservata in topi knockout per il recettore mieloide dei
mineralcorticoidi, sottoposti a MCAO, risulta associata alla soppressione di marker del
fenotipo M1, come TNF-qa, IL-18, MCP-1, MIP-1a e IL-6 ¢ all’induzione di marker
del fenotipo M2 come Argl e Ym1l (Frieler et al.,, 2011). Nel prossimo futuro

potrebbero essere prese in considerazione strategie terapeutiche in grado di
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promuovere la differenziazione della microglia verso il fenotipo M2, nel trattamento
del danno e dell’inflammazione cerebrali post-ischemici (Huang & Feng, 2013).
Cellule infiltranti. La risposta immunitaria al danno cerebrale ischemico, oltre
ad attivare le cellule gliali residenti, induce il reclutamento di cellule ematiche, inclusi
macrofagi, neutrofili, cellule dendritiche e linfociti T, come dimostrato sia in modelli
animali sia in pazienti ischemici (Kamel & ladecola, 2012) (Fig. 1-8). Le cellule
danneggiate dall’ischemia promuovono ’attivazione e I’infiltrazione dei leucociti nel
cervello mediante il rilascio di una pletora di segnali tra cui ROS, purine e motivi
molecolari endogeni associati al danno (DAMP) come HMGB-1, beta-amiloide e la
proteina heat shock 60 (Chen & Nufiez, 2010). Le citochine prodotte dai macrofagi
perivascolari e dalle cellule gliali, cosi come I’attivazione del complemento possono
ulteriormente aumentare [I’infiltrazione dei leucociti e il danno tissutale con
conseguente, ulteriore, produzione di DAMP che danno origine alla progressione

secondaria della lesione (Konsman et al., 2007).
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Figura 1-8: Infiammazione locale e sistemica nell’insulto ischemico. La reazione infiammatoria

indotta dall’insulto ischemico coinvolge tutte le componenti dell’unita neurovascolare, inclusi neuroni,
cellule gliali e microvasi oltre che numerose cellule coinvolte nella risposta infiammatoria sistemica.

Tutte queste cellule contribuiscono all’evoluzione del danno ischemico mediante il rilascio di specifici

mediatori.

La rottura della BEE & di estrema importanza per Pinfiltrazione delle cellule

immunitarie nel cervello ischemico e per ’esposizione degli antigeni cerebrali che

vengono presentati alle cellule T ponendo le basi per I’'immunita adattativa.
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L’infiltrazione di neutrofili e macrofagi si verifica entro poche ore dall’insulto
ischemico. L’accumulo dei neutrofili nel tessuto infartuato & stato correlato allo
sviluppo del danno cerebrale in modelli sperimentali di ischemia nei roditori (Atochin
et al., 2000) e alla gravita del danno tissutale e all’esito finale sfavorevole nei pazienti
ischemici (Buck et al., 2008). 1l danno promosso dai neutrofili & dovuto all’ostruzione
dei microvasi, alla produzione di ROS e al rilascio di MMP che amplificano la
risposta inflammatoria e contribuiscono al danno a carico della BEE promuovendo
ulteriormente il richiamo di leucociti nel cervello (Gidday et al., 2005; Bao Dang et
al., 2013). L’infiltrazione cerebrale dei macrofagi e stata documentata sia in modelli
animali di ischemia che in pazienti con stroke (Jander et al., 2007) ed e stato messo in
evidenza il ruolo dualistico di queste cellule nell’evoluzione del danno cerebrale (Hu
et al., 2012). Il fenotipo M1 promuove il danno mediante la produzione di NO, ROS e
citochine pro-inflammatorie mentre i macrofagi M2 sono implicati nella rimozione dei
detriti cellulari, nella stimolazione dell’angiogenesi, nel rimodellamento e nella
riparazione del tessuto leso (Shechter & Schwartz, 2013). | macrofagi possono
assumere numerosi fenotipi diversi in relazione ai segnali provenienti dal
microambiente e che sono correlati in maniera spazio-temporale all’evoluzione del
danno cerebrale ischemico (Perego et al., 2011). Uno studio recente ha documentato
come una sottopopolazione di macrofagi derivanti dal midollo osseo, reclutati
attraverso CCR2 ¢ in grado di mantenere ’integrita dell’unita neurovascolare e di
prevenire la trasformazione emorragica in modelli murini di stroke (Gliem et al.,
2012a).

Anche le cellule dendritiche giocano un ruolo cruciale in seguito ad ischemia

cerebrale e sono importanti nel collegare I'immunita innata con quella adattativa.
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Numerosi studi hanno messo in evidenza la presenza di cellule CD11c" nell’emisfero
ipsilaterale di roditori sottoposti ad insulto ischemico (Kostulas et al., 2002). Sia nelle
cellule dendritiche periferiche che in quelle residenti nel cervello si osserva
un’aumentata espressione del complesso maggiore di istocompatibilita di tipo Il
(MHC-I1) e di molecole co-stimolatorie che partecipano all’attivazione dei linfociti
(Felger et al., 2010). Studi recenti hanno suggerito come le cellule dendritiche
residenti possano giocare un ruolo cruciale nell’orchestrare 1’iniziale risposta
immunitaria locale e come siano coinvolte nel reclutamento dei linfociti nella fase
tardiva della progressione del danno ischemico mediante 1’attivazione mediata
dall’IFN-y (Gottfried-Blackmore et al., 2009). Sebbene i linfociti T infiltrino il
cervello ischemico in una fase tardiva (Schwab et al., 2001), essi rivestono un ruolo
fondamentale nello sviluppo del danno tissutale, esercitando effetti diversi in relazione
al sottotipo cellulare coinvolto. La carenza di cellule T e B (immunodeficienza
combinata severa, SCID) porta a volumi di infarto piu piccoli nei topi sottoposti ad
ischemia cerebrale sperimentale (Jin et al., 2010). Le cellule Th1 CD4" esercitano un
effetto deleterio attraverso il rilascio di mediatori pro-infiammatori, inclusi IL-2, IL-
12, IFN-y e TNF-o, mentre i linfociti Th2 CD4" possono avere un ruolo benefico
attraverso il rilascio di citochine anti-infiammatorie come 1L-10 e IL-13 (Gu et al.,
2012). Le cellule T regolatorie (Treg) sono state implicate nelle risposte benefiche
all’insulto cerebrale ischemico attraverso un effetto immunomodulatorio mediato
dall’IL-10 (Zhu et al., 2012); in effetti, la deplezione dei Treg promuove I’attivazione
post-ischemica delle cellule inflammatorie residenti e infiltranti, inclusi microglia e
linfociti T, e aumenta significativamente il danno cerebrale e il deficit neurologico nei

topi sottoposti ad ischemia (Liesz et al.,, 2009b). Tuttavia, I’aumento dei Treg
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osservato diversi giorni dopo I’insulto nel sangue di pazienti ischemici e di topi
sottoposti a MCAo0 e coinvolto nell’immunosoppressione post-ischemica, rendendo
ancora piu complessa la regolazione immunitaria mediata dalle cellule T (Brait et al.,
2012). Le cellule ydT rappresentano un piccolo sottotipo di cellule T, anch’esse
implicate nella patofisiologia ischemica. In seguito a stimolazione da parte dell’IL-23
prodotta dai macrofagi, queste cellule rilasciano IL-17 contribuendo alla fase tardiva
dell’insulto cerebrale ischemico (Swardfager et al., 2013).

La risposta immunitaria innata al danno cellulare ischemico che si verifica nel
parenchima cerebrale pud potenziare la risposta inflammatoria locale, causando un
danno tissutale secondario e ponendo le basi per I’immunita adattativa. Sebbene siano
stati fatti numerosi progressi, una piu approfondita conoscenza dei ruoli delle varie
sottopopolazioni di cellule immunitarie e del loro profilo di attivazione spazio-
temporale potra accelerare la traslazione di nuovi farmaci immunomodulatori in

ambito clinico.

1.2.6.2 Mediatori solubili dell’infiammazione

| fattori rilasciati dalle cellule danneggiate, compresi purine, ROS e DAMPs
agiscono su diversi recettori promuovendo I’inflammazione post-ischemica. Entro
pochi minuti dall’inizio dell’ischemia, I’ATP rilasciato dai neuroni e dalle cellule
gliali danneggiate attiva i recettori P2X7 della microglia promuovendo il rilascio di
citochine pro-infiammatorie, inclusa I’IL-1p (Melani et al., 2006, 2012; Brough et al.,
2002; Volonté et al., 2012). Una prolungata attivazione di P2X7 produce anche morte
neuronale eccitotossica (Arbeloa et al., 2012) e danno mielinico. L’attivazione dei

recettori TLR da parte dei DAMP gioca un ruolo cruciale nell’insulto ischemico
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(Shichita et al., 2012). L’aumentata espressione di TLR-2 e TLR-4 sembra essere
coinvolta nel danno e nell’evoluzione del processo infiammatorio sia nei pazienti
(Brea et al., 2011) che nei modelli sperimentali (Hua et al., 2007; Hyakkoku et al.,
2010; Qiu et al., 2010; Yang et al., 2011). Paradossalmente, il recettore TLR-4 risulta
essere coinvolto nella neuroprotezione mediata dal preconditioning ischemico in
quanto determina una riprogrammazione del segnale con conseguente soppressione
dell’espressione di molecole pro-infiammatorie e aumentata espressione di numerosi
mediatori anti-inflammatori (Vartanian et al., 2011). Un altro recettore coinvolto nei
meccanismi molecolari che si attivano in seguito ad un evento ischemico ¢ il recettore
RAGE. La sua espressione € prevalentemente neuronale e risulta aumentata in seguito
ad ischemia cerebrale sia permanente che transitoria nei roditori (Wang et al., 2010) e
nell’emisfero ischemico di pazienti con stroke (Hassid et al., 2009).

Citochine. Le citochine sono mediatori dell’infiammazione prodotti da
leucociti, macrofagi, cellule endoteliali e cellule residenti nel cervello, inclusi neuroni
e cellule gliali, in risposta ad una grande varieta di insulti. Esse regolano 1’attivazione
cellulare, la proliferazione e la differenziazione (Sriram et al., 2007) e, in seguito
all’insulto ischemico, sia quelle pro-inflammatorie che quelle anti-inflammatorie,
vengono rapidamente espresse nel cervello (Huang et al., 2006; Wang et al., 2007).
L’induzione precoce di IL-1, TNF e IL-6 ¢ correlata all’estensione del danno
ischemico cerebrale in modelli murini e i loro livelli aumentano nel liquido
cerebrospinale e nel sangue di pazienti ischemici (Lambertsen et al., 2012). La
citochina proinfiammatoria IL-1 rappresenta un mediatore cruciale della
neurodegenerazione indotta da un insulto cerebrale traumatico o eccitatorio e

dall’ischemia (Olsson et al., 2012). L’ischemia cerebrale focale causata dall’MCAo0
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nei roditori porta ad una significativa induzione di IL-1a e IL-1pB; la prima ¢ indotta
nella microglia mentre la seconda € prevalentemente prodotta da astrociti e
microglia/macrofagi, ma anche da cellule endoteliali e neuroni, essendo la sua fonte
dipendente dall’evoluzione spazio-temporale del danno (Haqggani et al., 2005; Luheshi
etal., 2011; Amantea et al., 2010). L’IL-1 induce I’astrogliosi ¢ il rilascio di citochine
¢ chemochine e porta all’attivazione di MMP-9 negli astrociti (Thornton et al., 2008).
Inoltre, I’IL-1 promuove I’espressione endoteliale di ICAM-1 e di VCAM-1 e il
rilascio di CXCLI1 che porta all’infiltrazione dei neutrofili (Allen et al., 2012).
L’insulto cerebrale indotto dall’ischemia focale ¢& caratterizzato, anche, da un
significativo e rapido aumento dei livelli di TNF-a. Questo aumento si verifica nei
neuroni, soprattutto durante le prime ore dall’insulto e, nella microglia ¢ nelle cellule
immunitarie circolanti durante gli stadi piu tardivi (Yin et al., 2003). La
somministrazione dell’anticorpo monoclonale che neutralizza il TNF-a o di proteine
che legano il TNF induce neuroprotezione in modelli sperimentali di ischemia,
confermando il ruolo deleterio di tale citochina (Yang et al., 1998). Tuttavia il TNF-a
puo anche esercitare effetti benefici attraverso 1’attivazione del recettore p55 (TNF-
RI) (Lambertsen et al., 2009; Pradillo et al., 2005). L’espressione dell’IL-6 aumenta
significativamente nella fase acuta dell’ischemia cerebrale e rimane elevata nei
neuroni nella microglia della penombra fino a 14 giorni dopo I’insulto (Block et al.,
2000). Questa citochina & implicata del richiamo dei linfociti T nel cervello e
contribuisce all’ampliamento della risposta inflammatoria. Topi transgenici che over-
esprimono IL-6 risultano piu vulnerabili alla neurodegenerazione (Campbell et al.,
1993). In aggiunta, nei pazienti, le concentrazioni plasmatiche di IL-6 risultano

correlate alla severita del danno e all’esito finale sfavorevole. Anche in questo caso ci
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sono dati discordanti, in quanto la somministrazione di IL-6 ricombinante riduce il
volume di infarto in ratti e gerbilli (Loddick et al., 1998). La neuroprotezione mediata
dall’IL-6 avviene attraverso ’attivazione del suo recettore e 1’induzione, a valle, della
fosforilazione di STAT-3 (Sakata et al., 2012). Uno studio recente suggerisce che
I’IL-6 puo aumentare 1’efficacia dell’utilizzo di cellule staminali neuronali nello
stroke ischemico, rendendo queste cellule meno sensibili allo stress ossidativo e
inducendo angiogenesi attraverso ’attivazione di STAT-3 (Sakata et al., 2012). L’IL-
10 é una citochine anti-inflammatoria rilasciata dalla microglia attivata e dagli
astrociti in risposta all’ischemia cerebrale. Essa sopprime il rilascio di citochine pro-
infiammatorie oltre che 1’espressione e ’attivita dei loro recettori (Strle et al., 2001).
Anche il TGF-p esercita un ruolo neuroprotettivo nello stroke (Gliem et al., 2012a). |
livelli cerebrali di TGF-p risultano elevati per almeno una settimana dopo ’insulto ed
esso e espresso sia negli astrociti che nella microglia. La sua azione benefica potrebbe
essere associata all’inibizione di MCP-1 e MIP-1a (Pang et al., 2001). Oltre ai suoi
effetti anti-infiammatori, il TGF-p promuove la formazione della cicatrice gliale
(Logan et al., 1994) e presenta effetti anti-apoptotici (Zhu et al., 2002).

Chemochine. Le chemochine sono proteine regolatorie coinvolte nella
comunicazione cellulare e nel reclutamento durante 1’infiammazione. Le principali
chemochine associate all’insulto ischemico sono MCP-1, MIP-1a ¢ IL-8. L’inibizione
di queste proteine durante 1’ischemia cerebrale e associata ad un miglioramento
dell’esito finale (Garau et al., 2005) mentre un aumento della loro espressione porta
ad un peggioramento dell’insulto attraverso un aumentato reclutamento di cellule
inflammatorie (Chen et al., 2003). | topi che non esprimono MCP-1 o il suo recettore

CCR2 mostrano un ridotto volume di infarto insieme ad una minore infiltrazione di
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leucociti e ad una ridotta espressione di mediatori dell’inflammazione nel cervello
ischemico (Strecker et al., 2011; Schuette-Nuetgen et al., 2012). Al contrario,
un’aumentata espressione di MCP-1 porta ad un peggioramento del danno e ad un
aumentato influsso di cellule infiammatorie. L’espressione di SDF-1 (CXCL12)
risulta aumentata nella penombra ischemica, particolarmente negli astrociti
perivascolari dei topi (Hill et al., 2004). Questa chemochina esercita i suoi effetti
neuroprotettivi mediante un aumento delle cellule del midollo osseo dirette al cervello
ischemico e migliorando il flusso ematico cerebrale locale (Shyu et al., 2008). SDF-1a
¢ coinvolta anche nella regolazione dell’inflammazione post-ischemica e nella
riparazione neurovascolare. Tuttavia, studi recenti hanno dimostrato che il blocco
farmacologico di CXCR4 determina neuroprotezione mediante riduzione del danno a
carico della barriera emato-encefalica e soppressione della risposta inflammatoria
(Huang et al.,, 2013). Gli effetti deleteri di SDF-la potrebbero essere dovuti
all’attivazione di CXCR4 nella microglia reattiva con conseguente aumento
dell’espressione di citochine pro-infiammatorie nel cervello ischemico (Lipfert et al.,
2013). In seguito ad ischemia cerebrale i neuroni rilasciano fractalchina solubile
CX3CL1, una chemochina che controlla la migrazione leucocitaria e partecipa
all’attivazione della microglia nel tessuto ischemico mediante il legame ai recettori
CX3CR1 (Tarozzo et al., 2002). Topi che mancano di questa chemochina presentano
danni cerebrali meno severi in seguito a MCA®O transitoria o permanente (Cipriani et
al., 2011). Sebbene questi studi suggeriscano come la fractalchina abbia effetti deleteri
nello stroke, gli stessi risultati non sono stati confermati nell’uomo. In effetti, elevati

livelli di questa chemochina nel plasma di pazienti ischemici sono stati correlati ad un
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miglior esito finale e a piu bassi livelli di marker sistemici dell’infiammazione
(Donohue et al., 2012).

Altri mediatori molecolari associati alla neuroinfiammazione. Sia nei pazienti
ischemici che in modelli animali, i neutrofili, le cellule vascolari e i neuroni mostrano
un’aumentata espressione di COX-2, un enzima coinvolto nell’inflammazione post-
ischemica attraverso la produzione di prostanoidi tossici e superossido (Chakraborti et
al., 2010). Topi mancanti dell’enzima sviluppano una ridotta risposta inflammatoria in
seguito ad ischemia e il post-trattamento con inibitori della COX-2 riduce il danno a
carico della barriera emato-encefalica e [I’infiltrazione dei leucociti indotti
dall’ischemia cerebrale focale nel ratto (Candelario-Jalil et al., 2007). | neutrofili
infiltranti, la microglia attivata e le cellule endoteliali possono rilasciare quantita
tossiche di NO attraverso I’enzima iNOS che risulta fortemente attivato in seguito ad
insulto ischemico. Immediatamente dopo il danno cerebrale, la produzione endoteliale
di NO esercita effetti benefici promuovendo la vasodilatazione mentre in una fase piu
tardiva [’attivazione della NOS neuronale e 1’espressione de novo di iNOS
contribuiscono al danno tissutale ischemico (Kanwar et al., 2009). Un’eccessiva
produzione di NO ha effetti citotossici mediati dall’attivazione di NFkB,
dall’inibizione di enzimi implicati nella produzione di ATP, dalla produzione di
perossinitrito e dalla stimolazione di altri enzimi pro-inflammatori quali la COX-2
(Greco et al., 2011). Anche le metalloproteasi contribuiscono alla propagazione e alla
regolazione delle risposte neuroinfiammatorie nell’ischemia cerebrale (Cunningham et
al., 2005). In particolare le gelatinasi MMP-2 e MMP-9 sono coinvolte nella
patofisiologia ischemica contribuendo alla distruzione della barriera emato-encefalica

e alla trasformazione emorragica. L’attivita gelatinolitica aumenta rapidamente dopo
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I’insulto, essendo stata individuata nei nuclei dei neuroni gia durante le prime fasi
dell’insulto e nel citosol dei neuroni e delle cellule gliali nelle fasi piu tardive
(Amantea et al., 2008). L’inibizione farmacologica delle MMPs riduce il volume di
infarto e previene la distruzione della BEE in seguito a MCAo0 permanente o
transitoria nei roditori (Wang et al.,, 2000). | meccanismi di danno cerebrale
coinvolgono la rottura della BEE mediata dalle gelatinasi, ’edema e la trasformazione
emorragica. Un recente lavoro ha messo in luce, anche, il ruolo delle MMP e dei loro
inibitori endogeni (TIMP) nella regolazione della morte cellulare neuronale attraverso
la modulazione dell’eccitotossicita, di enzimi di riparazione del DNA, dell’attivita
della calpaina, della biodisponibilita di fattori neurotrofici e della produzione di
prodotti neurotossici. Le MMP sono state implicate, inoltre, nella trasformazione
emorragica e pertanto rappresentano un promettente target per la riduzione delle

complicanze emorragiche della terapia trombolitica (Liu et al., 2012).

1.3 Dai fallimenti clinici all’esigenza di nuovi approcci di R&S

Durante gli ultimi trent’anni, la maggior parte dei farmaci neuroprotettivi
efficaci nei modelli pre-clinici ha prodotto risultati deludenti in clinica a causa della
scarsa efficacia o dell’elevata tossicita nei pazienti (Ginsberg, 2008). I bloccanti dei
canali al calcio, i farmaci antiossidanti, gli scavenger dei radicali liberi, gli antagonisti
del glutammato e altri agenti neuroprotettori sono stati testati in piu di 150 trial clinici,
molti dei quali devono il loro fallimento all’impossibilita di somministrare il farmaco
entro le 4-6 ore dall’insulto, ovvero nella finestra temporale in cui i bersagli della

neuroprotezione vengono attivati (Ginsberg, 2008; paragrafo 1.2). Altri motivi alla
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base delle discrepanze fra gli studi sperimentali e quelli clinici sono la durata
dell’ischemia, la dose di farmaco somministrata, le specie utilizzate, le differenze di
genere, ’eta, la comorbilita e il disegno del trial clinico (criteri non corretti di
selezione dei pazienti, finestra temporale e dose di somministrazione non paragonabili
a quelle utilizzate negli studi pre-clinici, selezione di end-points inadeguati, ecc.)
(Guekht, 2013; Feuerstein et al., 2008).

In un recente congresso (Controversies in Neurology, Instanbul, 2013) sono stati
messi in evidenza i principali limiti degli studi pre-clinici che sono risultati essere:

a. Impiego di animali sani e giovani, senza condizioni di comorbilita.

b. Utilizzo dell’anestesia e di un metodo chirurgico (non spontaneo) per
I’occlusione vascolare.

C. Scarso controllo dei parametri fisiologici.

d. Non sono stati effettuati studi di sopravvivenza a lungo termine per
documentare la persistente efficacia del trattamento.

e. Gli effetti neuroprotettivi dei farmaci sono stati analizzati unicamente su base
istopatologica, senza 1’analisi dei deficit funzionali.

f. Il farmaco ¢ stato somministrato prima dell’induzione dell’ischemia o
unicamente al momento della riperfusione.

g. Gli effetti avversi non sono stati considerati.

Al fine di implementare gli approcci di ricerca e sviluppo di nuove terapie per
I’ischemia cerebrale, lo STAIR (Stroke Therapy Academic Industry Roundtable) ha
fornito una serie di raccomandazioni per migliorare la qualita degli studi pre-clinici e
clinici (Fisher et al., 2009; Albers et al., 2011). Relativamente agli studi sperimentali,
le raccomandazioni dello STAIR sottolineano 1’esigenza di considerare fattori come le
differenze di specie e di genere, la rilevanza clinica del modello sperimentale, la

valutazione della dose-risposta e della finestra temporale di efficacia del farmaco, la
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capacita del composto in esame di attraversare la BEE, la randomizzazione, il
monitoraggio dei parametri fisiologici e la valutazione di almeno due end-points, uno
precoce, 1’altro tardivo.

Oltre all’implementazione degli approcci sperimentali, ¢ di fondamentale
importanza dare maggiore impulso all’identificazione di nuovi target farmacologici.
Infatti, gli studi condotti negli ultimi decenni hanno avuto come obiettivo principale la
protezione del neurone mentre poca attenzione € stata rivolta all’unita neurovascolare
nel suo complesso. Le vie molecolari e cellulari alla base della neurotossicita
ischemica sono molteplici e complesse e uno dei motivi del fallimento dei farmaci
neuroprotettivi potrebbe essere dovuto proprio alla semplicita del loro meccanismo
d’azione, nel senso che questi farmaci modulano unicamente una via molecolare
lasciando inalterate le altre che comunque giocano un ruolo determinante nel danno
ischemico. A questo bisogna aggiungere che il danno neuronale €& fortemente
influenzato dai processi inflammatori e immunitari che si sviluppano sia a livello
locale che sistemico dopo ischemia (paragrafo 1.2.6). La risposta infiammatoria
evolve lentamente (Fig. 1-4), consentendo di ampliare in maniera significativa la
finestra temporale per 1’intervento farmacologico, sottolineando il potenziale
terapeutico dei farmaci antinflammatori e immunomodulanti.

Studi pre-clinici hanno suggerito come la modulazione dell’espressione e
dell’attivita delle citochine possa essere un’utile strategia. Sebbene le strategie anti-
TNF abbiano mostrato effetti benefici in altre condizioni cliniche come la patologia
inflammatoria intestinale, ad oggi non ci sono risultati positivi per quanto riguarda
I’ischemia cerebrale, probabilmente a causa del ruolo duale svolto da questa citochina

nella patofisiologia ischemica (Shohami et al., 1999). Al contrario, diversi studi hanno
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dimostrato che I’inibizione del rilascio o dell’attivita dell’IL-1 riduce marcatamente il
danno cerebrale ischemico; in uno studio clinico di fase Il e stato osservato come
I’antagonista del recettore per I’IL-1 sia efficace nel trattamento dei pazienti con
ischemia cerebrale e come il farmaco sia ben tollerato. Tuttavia I’iter clinico del
farmaco si € interrotto nella fase 111 (Emseley et al., 2005). Nel tentativo di mitigare la
risposta inflammatoria centrale in seguito all’insulto ischemico ¢ stato utilizzato un
composto in grado di inibire 1’attivazione degli astrociti, ONO-2506 (acido arundico).
Tale composto inibisce 1’eccessiva produzione astrocitaria di SI00B e I’espressione
della nitrossido sintasi inducibile, mentre mantiene [Dattivita astrogliale dei
trasportatori del glutammato. Il farmaco é risultato essere ben tollerato (Investigator’s
Brochure. Ono Pharmaceuticals, 2004), per cui uno studio di fase Il & stato condotto
nel Nord America con 1500 pazienti, con 1’obiettivo di testare due differenti dosi di
ONO-2506 entro 6 ore dall’inizio dell’insulto ischemico. Lo studio ¢ stato interrotto
per mancata efficacia del farmaco, verosimilmente riconducibile al fatto che la
risposta degli astrociti all’insulto ischemico non ¢ soltanto deleteria (paragrafo
1.2.6.1). Difatti, la maggior parte dei fallimenti degli studi con gli antinflammatori
sembra essere legata alla natura dualistica della maggior parte dei mediatori coinvolti
nella risposta inflammatoria conseguente all’ischemia (Amantea et al., 2013). Se a cio
si aggiunge la limitazione derivante dall’impiego di farmaci attivi su un unico
meccanismo ritenuto fondamentale, senza considerare la complessita delle risposte
neuropatologiche conseguenti ad ictus cerebrale, &€ chiaro come gli approcci multi-
target dovrebbero offrire maggiore probabilita di successo terapeutico. Un importante

esempio di farmaco multi-target che ha raggiunto la fase IV negli studi clinici é
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rappresentato dalla minociclina, molecola dotata di effetti anti-inflammatori, anti-
apoptotici e antiossidanti (paragrafo 1.4).

Fra le strategie multi-target, ¢ importante menzionare 1’ipotermia moderata,
risultata efficace in diversi modelli sperimentali di ischemia sia focale che globale
(Gunn et al., 2005). La riduzione del metabolismo energetico (5% per grado Celsius,
Steen et al., 1983) suggerisce come I’effetto benefico sia sostanzialmente dovuto ad
una riduzione dell’esigenza metabolica in condizioni di ridotta perfusione (Erecinska
et al., 2003; Yenari et al., 2008). In aggiunta, I’ipotermia sembra esercitare effetti
neuroprotettivi attraverso molteplici meccanismi che includono [I’inibizione del
rilascio di amminoacidi eccitatori, la ridotta formazione di radicali liberi, la
limitazione delle depolarizzazioni peri-infarto, la protezione del microcircolo
cerebrale e I’inibizione di pathways infiammatori e pro-apoptotici (Burk et al., 2008).
Diversi studi clinici hanno testato gli effetti dell’ipotermia moderata (33-34°C) nei
pazienti documentando come il trattamento, da solo o in associazione alla trombolisi,
sia fattibile e sicuro (Kollmar et al., 2009). E in corso uno studio di fase III,
ICTUS2/3, mirato alla valutazione degli effetti benefici dell’ipotermia in
combinazione con il trattamento trombolitico (Wu & Grotta, 2013); i risultati sono
attesi per il 2016. Una delle limitazioni dell’ipotermia post-ischemica € rappresentata
dalla limitata finestra terapeutica, in quanto l’efficacia neuroprotettiva si riduce
significativamente se l’intervento ¢ praticato oltre le 6 ore dall’insulto ischemico
(Burk et al., 2008).

Nel tentativo di prolungare la finestra terapeutica, negli ultimi anni sono state
testate diverse strategie mirate a ridurre 1’infiltrazione cerebrale dei leucociti tra cui

anticorpi monoclonali per bloccare le interazioni tra neutrofili e cellule endoteliali

pag. 43



CAPITOLO 1 — Introduzione

(Hartl et al., 1996). Uno studio con UK-279,276 (fattore d’inibizione dei neutrofili)
nello stroke ischemico e stato precocemente interrotto per scarsi risultati (Krams et al.,
2003). Un altro approccio € stato quello di utilizzare anticorpi monoclonali per il
blocco competitivo dell’adesione dei leucociti a ICAM-1. Nei modelli sperimentali,
I’anticorpo murino diretto contro ICAM-1 (enlimomab) & risultato capace di ridurre
I’infiltrazione cerebrale dei leucociti e il volume di infarto indotti dall’ischemia
(Enlimomab Acute Stroke Trial Investigators, 2001). E stato anche dimostrato che la
prevenzione dell’adesione leucocitaria, utilizzando farmaci anti-molecole di adesione,
puo estendere la finestra terapeutica per la terapia trombolitica e che il simultaneo
utilizzo di questi farmaci e in grado di ridurre I’estensione dell’insulto tissutale
(Bednar et al., 1998). Nonostante i promettenti risultati negli studi pre-clinici, il primo
trial nell’uomo che ha utilizzato un anticorpo monoclonale murino anti-ICAM-1 é
risultato fallimentare dimostrando un peggioramento del deficit neurologico, un
aumento della mortalita e di reazioni avverse quali infezioni e febbre nei pazienti
trattati rispetto al placebo (Enlimomab acute stroke trial investigators, 2001). Tale
fallimento clinico non ¢ pero I’espressione di una mancata efficacia dei farmaci
antinfiammatori nell’ictus ischemico, come documentato da studi successivi, bedside-
to-bench, che hanno dimostrato le ragioni dell’insuccesso dell’enlimomab. In effetti, ¢
stato osservato che la somministrazione dell’anticorpo murino anti-ICAM-1 nei ratti
sottoposti ad ischemia induce uno stato infiammatorio con attivazione del
complememento, dei granulociti e dell’endotelio, con conseguente aumento del
volume di infarto (Furuya et al., 2001). Seppur terapeuticamente negativa,

I’esperienza con I’enlimomab sottolinea il ruolo cruciale svolto dall’infiammazione
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sistemica, valorizzando quest’ultima come promettente target per arginare
I’evoluzione del danno ischemico cerebrale.

Al fine di evitare il rischio di fallimenti, il farmaco ideale non dovrebbe inibire
tutte le funzioni delle cellule infiammatorie in quanto, come gia descritto (paragrafo
1.2.6), alcune componenti del processo infiammatorio risultano necessarie per la
limitazione del danno ischemico. E il caso, per esempio, dei macrofagi M2 che, in
seguito ad ischemia cerebrale, possono migrare nel cervello e promuovere non
soltanto la fagocitosi dei detriti cellulari ma anche la riparazione e il rimodellamento
del tessuto danneggiato (Hu et al., 2012). Un nuovo approccio terapeutico dovrebbe
essere mirato, quindi, all’inibizione dei processi deleteri, promuovendo i meccanismi
endogeni di riparazione. Cio consentira anche di ridurre il rischio di tossicita, limite

principale del trasferimento alla clinica dei farmaci studiati fino ad oggi.

1.4 Il drug repurposing come strategia per I’identificazione di nuove terapie

L’industria farmaceutica sta attraversando negli ultimi anni una forte crisi
causata dagli scarsi successi della sperimentazione clinica non giustificati dagli
enormi costi degli studi sperimentali, e ulteriormente alimentata dalle nuove
regolamentazioni riguardanti la sicurezza dei farmaci, dalla scadenza dei brevetti e
dalla crescente competizione dei farmaci generici. L’investimento in ricerca e
sviluppo (R&S) continua a crescere ma il numero di nuove entita chimiche approvate
non segue lo stesso andamento (Khanna, 2012). Prima dell’approvazione, la
caratterizzazione e la validazione di un nuovo farmaco richiedono circa 10-15 anni,

durante i quali, oltre alla dimostrazione dell’efficacia, deve essere valutata la sicurezza
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del prodotto in esame nei pazienti. Mediamente solo 1 su 5-10 mila molecole arriva
con successo alla fine del processo, con costi che possono anche arrivare a superare il
miliardo di euro (Tralau-Stewart et al., 2009). La distribuzione degli investimenti per
fase mostra che gli studi clinici rappresentano una parte rilevante del totale speso per

R&S (il 49,0% del totale, secondo dati Efpia) (Fig. 1-9).

Screening {
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Test su \
\
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Test Ricerca Valutazion Farmacovigilanza
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Ricerca di
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0

Deposito sfruttamento commerciale bile CPC
del brevetto del brevetio comunitario

M Preclinica M Studi clinici Approvazione
¥ Farmacovigilanza Non specificato

Figura 1-9: Fasi di sviluppo di un nuovo farmaco. Tempi e costi per R&S relativi ad ogni fase (% sul
totale). Fonte Efpia.
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Le ragioni principali dei fallimenti clinici risiedono nell’elevata tossicita del nuovo
composto nell’'uomo e nella scarsa capacita di confermare nei pazienti 1’efficacia
osservata nei modelli preclinici. In effetti, soltanto il 50% delle nuove entita
molecolari riesce a superare i trial clinici di fase I, mentre il passaggio dalla fase Il
alla fase Il € rilevabile in meno del 25% dei prodotti testati, sottolineando come la
tossicita e, in maggior misura, la mancanza di efficacia sono le cause principali dei
fallimenti (Thayer, 2012). Ogni anno la FDA approva la commercializzazione di non
pit di 20-30 nuove entita molecolari ma si calcola che a questo ritmo servirebbero 300
anni per arrivare al numero di farmaci necessari oggi (Adams & Brantner, 2006).
Questo scenario drammatico sottolinea I’esigenza di implementare le strategie di R&S
di nuovi farmaci al fine di rendere la medicina traslazionale piu efficiente, meno
costosa e meno rischiosa. Tale obbiettivo € alla base di diverse iniziative sorte negli
ultimi anni a livello internazionale, tra cui l’istituzione del Centro Nazionale per
I’ Avanzamento delle Scienze Traslazionali (NCATS) da parte dell’NIH nel Dicembre
2011. Fra le strategie proposte per re-ingegnerizzare le scienze traslazionali, ’'NCATS
propone nuove strategie di ottimizzazione e validazione dei target che sfruttino anche
le piu recenti conoscenze del genoma umano, 1’utilizzo di chip tissutali per lo
screening dei nuovi farmaci, nuovi e piu efficaci test tossicologici che consentano di
ridurre gli insuccessi (di fase 1) legati alla scarsa tollerabilita dei composti nell’uomo.
Fra queste promettenti strategie emerge quella del drug repurposing, intesa come
recupero e/o riposizionamento di un farmaco per nuove indicazioni cliniche. Il
repurposing consiste nell’identificare nuove proprieta terapeutiche di un farmaco gia
in commercio o nel trovare nuove indicazioni per molecole che non hanno mai

raggiunto I’approvazione clinica. A tal fine, NIH e FDA hanno di recente messo a
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disposizione dei ricercatori diversi database di molecole non ancora pienamente
testate. Al contempo ¢ in atto un intenso dibattito sull’utilita economica, strategica e
clinica di mettere a disposizione dei ricercatori tutte le molecole testate negli ultimi
decenni dall’industria farmaceutica, ritenute patrimonio della stessa ma non arrivate
mai in clinica (Mullard, 2011). Le conoscenze gia acquisite sulle proprieta
farmacodinamiche, farmacocinetiche e tossicologiche di queste molecole o di farmaci
gia in commercio rendono il drug repurposing una strategia di R&S poco rischiosa,
poco costosa e che richiede tempi piu brevi per la validazione di nuove terapie. Il drug
repurposing si basa su due principi fondamentali. Il primo € che una singola molecola
spesso agisce su piu target. Sfruttando questo vantaggio, il repurposing mira
all’identificazione di attivita secondarie, anche dette off-target, del farmaco, al fine di
riproporlo con una nuova indicazione in cui il target secondario diventa rilevante
(composto noto - nuovo target). Il secondo principio & che i meccanismi implicati in
una patologia o in un processo biologico sono spesso coinvolti anche in altri contesti
bio-patologici, suggerendo 1’esistenza di target identici. Pertanto, il secondo approccio
del repurposing consiste nel riproporre un farmaco per una nuova indicazione sulla
base di un target comune alla patologia originaria per cui il composto viene usato con
successo (target noto — nuova indicazione). Gli argomenti a favore del drug
repurposing sono tanto semplici quanto efficaci. Il primo vantaggio riguarda la
sicurezza. Farmaci gia noti, che sono stati approvati o che hanno superato gli studi di
fase I, ma che non sono stati in grado di soddisfare gli end points delle loro
indicazioni originarie, possono essere testati con minore rischio e in tempi piu brevi
per nuove potenziali indicazioni terapeutiche. Ovviamente cio € possibile qualora essi

dimostrino di essere efficaci per le nuove indicazioni e la loro attivita sia realmente
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vantaggiosa rispetto ai trattamenti gia presenti sul mercato. Tale strategia consente
anche di ridurre significativamente la spesa di R&S poiché é stato stimato che il costo
per rilanciare un farmaco riposizionato é di circa 8,4 milioni di dollari, mentre i costi
per lo sviluppo di un nuovo farmaco sono pari a circa 1,2 miliardi di dollari (Cutting
Edge Information, 2007). Il successo del repurposing ¢ testimoniato dall’elevato

numero di farmaci approvati in clinica negli ultimi anni (Tabella 1-4).
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Tabella 1-4: Esempi di farmaci riposizionati per nuove indicazioni terapeutiche.
Farmaco Indicazione originale Nuova indicazione Anno
Anfetamine Stimolanti Ipercinesia nei bambini 1943
Allopurinolo Sindrome da lisi tumorale Gotta 1967
Zidovudine Cancro HIV/AIDS 1985
Minoxidil Ipertensione Alopecia 1988
Bupropione Depressione Anti-tabagismo 1997
Sibutramina Depressione Obesita 1997
Finasteride Iperplasia prostatica benigna Alopecia 1997
Metotrexato Cancro Artrite reumatoide 1999
Fluoxetina Depressione Disordine disforico mestruale 2000
Atomoxetina Parkinson ADHD 2002
Talidomide Nausea in gravidanza Mieloma multiplo 2003
Cymbalta Depressione Neuropatia diabetica periferica 2004
Topiramato Epilessia Emicrania 2004
Paclitaxel Cancro Restenosi 2004
Sildenafil Angina Disfunzione erettile 2005
Requip Parkinson Stanchezza alle gambe 2005
Lumigan Glaucoma Ipotricosi semplice 2009
Dapoxetina Analgesia e depressione Eiaculazione precoce 2009
Milnacipran Depressione Fibromialgia 2009
Fentolamina Ipertensione Reversione anestesia dentale 2009
Lidocaina Anestetico locale Aritmia 2010
Mifepristone Interruzione di gravidanza Sindrome di Cushing 2012

(RU486)
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14.1 L’approccio del drug repurposing nell’ischemia cerebrale

Dal successo del trial con I’attivatore tissutale del plasminogeno nella meta
degli anni ’90, ci sono stati pochi progressi nello sviluppo di nuove terapie per il
trattamento acuto dell’ictus ischemico. In effetti, tutti i composti che hanno mostrato
efficacia neuroprotettiva nei modelli pre-clinici sono poi falliti nei trial clinici, o per
mancanza di efficacia o per la comparsa di effetti collaterali gravi (Ginsberg, 2008);
tra questi composti si annoverano gli antagonisti del glutammato (selfotel e aptiganel),
gli antagonisti delle molecole di adesione (enlimomab), gli inibitori dell’ossido nitrico
sintasi (lubeluzole), i bloccanti del canale per il calcio (nimodipina), gli antagonisti
della glicina (gavestinel) e gli scavenger di radicali liberi (trilizad e NXY-059). Studi
recenti hanno messo in evidenza il potenziale successo terapeutico nell’ischemia del
riposizionamento di farmaci gia in uso per altre indicazioni (Tabella 1-5). Un
particolare interesse e rivolto, soprattutto, a quei farmaci in grado di apportare dei
benefici in termini di protezione vascolare attraverso I’inibizione dei mediatori
endogeni del danno vascolare (superossido, endotelina, metalloproteasi della matrice,
citochine e caspasi) e la stimolazione di protettori endogeni (ossido nitrico,
angiopoietina-1, fattore di crescita dell’endotelio vascolare e superossido dismutasi)
(Fagan et al., 2004). Alcuni di questi target possono essere modulati con farmaci
riposizionati come le statine, gli antagonisti del recettore per 1’angiotensina II, la
minociclina e fattori di crescita come I’eritropoietina (Fagan et al., 2005). Oltre a
ridurre la pressione sanguigna, I’inibizione del recettore di tipo 1 per 1’angiotensina Il
riduce I’inflammazione, previene 1’apoptosi e promuove ’angiogenesi (Fagan et al.,
2006; Elewa et al., 2007; Kozac et al., 2008, 2009). Lo studio ACCESS (Acute

Candesartan Cilexetil Therapy in Stroke Survivors) dimostra che la
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somministrazione di candesartan entro i primi 7 giorni dall’insulto ischemico
determina una significativa riduzione di eventi vascolari ricorrenti, senza alcuna
variazione della pressione sanguigna (Schrader et al., 2003). Nei roditori, una singola
dose di candesartan, somministrata al momento della riperfusione, dopo 3 ore di
occlusione dell’arteria cerebrale media, ha prodotto un incremento di 5 volte dello
stato proangiogenico centrale indotto dall’ischemia, oltre ad un significativo
incremento della densita vascolare a sette giorni dall’insulto (Kozak et al., 2009). La
citicolina, un precursore per neurotrasmettitori ed elementi strutturali del cervello,
determina un lieve, seppur significativo miglioramento dell’outcome nei pazienti
ischemici (Warach & Sabounjian, 2000) probabilmente dovuto alla stabilizzazione
delle membrane cellulari e alla ridotta produzione di radicali liberi. Circa 3350
pazienti sono stati reclutati nel trial ICTUS che si concludera nel 2014, nel quale la
citicolina viene somministrata con una finestra temporale di 24 ore. Nel trial AXIS-2
(fase 1lb) é stato intrapreso un altro importante studio per verificare la sicurezza e
I’efficacia del trattamento con G-CSF nell’ischemia cerebrale. La finestra temporale
supera le nove ore e sono stati inclusi anche pazienti trattati con rt-PA. Il G-CSF e una
glicoproteina che promuove la differenziazione nella linea cellulare dei granulociti ed
e stata utilizzata in clinica per contrastare la neutropenia e mobilizzare le cellule
staminali ematopoietiche dal midollo osseo (Schneider et al., 2005). In modelli
sperimentali di ischemia, il G-CSF supera la BEE e riduce la morte neuronale
favorendo anche il recupero funzionale dei neuroni a tempi tardivi dopo 1’insulto
(Schneider et al., 2005; Minnerup et al., 2009). Le statine, indipendentemente dal loro
effetto sui livelli di colesterolo, inibiscono il richiamo e I’attivazione di cellule

immunocompetenti, come i macrofagi e inibiscono I’espressione di MHC-II sulle
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cellule presentanti 1’antigene. Questo pud portare ad una ridotta differenziazione e
attivazione delle cellule Thl e quindi ad una riduzione della risposta inflammatoria
deleteria in seguito ad ischemia cerebrale (Palinski, 2000). Negli ultimi anni numerosi
studi sono stati incentrati sul potenziale neuroprotettivo degli antibiotici, trovando un
razionale nel successo clinico della minociclina, il cui riposizionamento nell’ischemia

cerebrale ha completato I’iter di sperimentazione clinica (fase III, Tabella 1-5).

Tabella 1-5: Trial clinici per il riposizionamento di farmaci nell’ictus ischemico

Farmaco Trial Fase Meccanismo

Studio dell’antagonista del
IL-1ra recettore dell’TL-1 in 1 Blocco del recettore per IL-18
pazienti ischemici

Ferrer Grupo (Barcellona,

Citicolina 1 Precursore della colina

Spagna)
L MINOS i Anti-infiammatorio/anti-
Minociclina |
NeuMAST v apoptotico

G-CSF SY_GNIS Pharma AG /1 Protezione a livello vascolare
(Heidelberg, Germania)

. - Stem Cell Therapeutics Proliferazione delle cellule
Eritropoietina I Lo .
(Calgary, Canada) staminali neuronali
Sildenafil Fondazione privata | Inibizione PD5
Anti-ICAM-1 EAST m Inibizione dell’adesione e della

migrazione dei leucociti

Un’importante attivita esercitata da alcune classi di antibiotici ¢ quella anti-
inflammatoria, documentata con i B-lattamici (Wei et al., 2012), i fluorochinoloni
(Blasi et al., 2012), le tetracicline (Gordon et al., 2012) e i macrolidi (Corrales-
Medina & Musher, 2011). Probabilmente i piu importanti effetti secondari di alcuni

antibiotici riguardano la neuroprotezione, come nel caso dei B-lattamici, che sono in
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grado di minimizzare 1’eccitotossicita prodotta dal glutammato (Lau & Tymianski,
2010), la minociclina, una tetraciclina sintetica che agisce da composto
neuroprotettivo attraverso meccanismi anti-apoptotici e anti-inflammatori (Plane et
al., 2010) o ancora la rapamicina che & un agente antimicotico con proprieta anti-
apoptotiche e pro-autofagiche che conferiscono neuroprotezione (Bove et al., 2011).
Gli effetti neuroprotettivi delle tetracicline doxiciclina e minociclina sono stati
descritti per la prima volta nel 1998 in un modello di ischemia cerebrale globale nei
gerbilli. Il trattamento con alte dosi sia di doxiciclina che di minociclina (45 mg/kg 12
ore prima dell’ischemia o 30 minuti dopo I’insulto, seguite da due iniezioni al giorno
di 90 mg/kg nei giorni successivi) ha prodotto un aumento della sopravvivenza dei
neuroni piramidali CA1 e una ridotta attivazione microgliale. La ridotta attivita della
microglia é risultata associata ad una ridotta espressione del gene ICE (enzima di
conversione dell’IL-1pB), un gene che promuove 1’apoptosi e che risulta indotto nella
microglia in seguito ad insulto ischemico, e a una riduzione della iNOS (YrjanheikKi
et al., 1998). Inoltre, & stato dimostrato che il pre-trattamento con 10 mg/kg di
doxiciclina riduce il volume di infarto in un modello di insulto da riperfusione nel
ratto (Clark et al., 1997), probabilmente attraverso la riduzione dell’adesione dei
leucociti. L’effetto benefico della minociclina sembra invece essere dovuto ad una
ridotta attivazione della microglia e della caspasi-3; in aggiunta, la struttura degli
astrociti risulta preservata come dimostrato dall’inalterata immunoreattivita di GFAP
(glial fibrillary acidic protein) (Weng & Kriz, 2007). Gli effetti benefici di un altro
agente antinfettivo, la rifampicina (20 mg/kg, singola dose), sono stati descritti in un
modello di ischemia cerebrale focale nel topo: la somministrazione del farmaco 30

minuti dopo I’ischemia riduce il numero delle cellule apoptotiche nello striato (Yulug
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et al., 2004). Queste promettenti osservazioni alimentano I’interesse verso altre classi
di antibiotici o singoli composti antibiotici al fine di sfruttare alcune loro
caratteristiche, con particolare riferimento all’attivita immunomodulatoria, in

patologie neuroimmunologiche e neurodegenerative, tra cui I’ischemia cerebrale.

1.4.2 Prospettive per ’'impiego degli antibiotici macrolidi nello stroke

I macrolidi sono un gruppo di antibiotici a carattere basico, naturali e
semisintetici strettamente correlati. Chimicamente sono caratterizzati da un anello
lattonico macrociclico (aglicone) contenente 14, 15 o 16 atomi di carbonio, al quale
sono legate una o piu molecole di deossizuccheri e deossiaminozuccheri (Fig. 1-10). I
prototipo di questa classe di farmaci ¢ I’eritromicina, ottenuta dallo Streptomyces
erithreus nel 1952. | macrolidi sono agenti batteriostatici che esplicano la loro
maggiore attivita a pH alcalino. Il loro spettro d’azione ¢ molto simile e comprende
vari cocchi, bacilli ed anaerobi sia gram-positivi che gram-negativi, rickettsie,
clamydie, mycoplasma pneumoniae, spirochete, micobatteri atipici e toxoplasma
gondii, ma non enterobatteri (Bryskier, 1998).

Le indicazioni cliniche riguardano in particolar modo le infezioni delle vie
respiratorie, includendo anche il trattamento di sifilide, tetano, gonorrea e difterite. Il
meccanismo d’azione dei macrolidi si fonda sulla capacita di inibire la sintesi proteica
nei batteri legandosi alla subunita ribosomiale 50S ed inibendo lo stadio di
traslocazione, durante il quale una molecola di tRNA neosintetizzata si muove sul
ribosoma dal sito accettore (sito A) al sito donatore o peptidilico (sito P), provocando

in tal modo I’arresto della riproduzione batterica, (Brisson et al., 1988). I macrolidi
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hanno in comune alcunecaratteristiche farmacocinetiche, presentano elevata diffusione

tissutale con penetrazione ed accumulo intracellulare.

Eritromicina Claritromicina

Azitromicina Telitromicina

Figura 1-10: Strutture chimiche di alcuni macrolidi.

Oltre all’attivita antimicrobica, 1 macrolidi esplicano altri importanti effetti, come
I’immunosoppressione e I’immunomodulazione. Per esempio, FK506 ¢ un farmaco
immunosoppressivo utilizzato nei trapianti d’organo. Un importante aspetto

dell’attivita terapeutica degli antibiotici macrolidi riguarda la loro capacita di
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concentrarsi nei fagociti. In effetti, questi farmaci presentano proprieta
farmacocinetiche cellulari uniche e favorevoli. Le concentrazioni di azitromicina e
claritromicina, per esempio, nel fluido epiteliale polmonare tendono ad essere almeno
10 volte superiori a quelle del farmaco nel plasma o nel siero. Queste alte
concentrazioni spesso superano la MICgg per i comuni patogeni delle vie respiratorie e
ci0 spiega, almeno in parte, 1’efficacia dell’azitromicina ¢ della claritromicina nel
trattamento delle infezioni delle basse vie respiratorie (Bearden & Rodvold, 1999). |
macrolidi, in modo particolare 1’azitromicina, si accumulano nelle cellule
infiammatorie a concentrazioni diverse centinaia di volte superiori rispetto a quelle nei
fluidi extracellulari (Fieta et al., 1997) permettendo alle cellule fagocitiche di
distribuire concentrazioni attive di farmaco nei siti di infezione/inflammazione. La
presenza dei macrolidi a concentrazioni cosi alte nelle cellule e il loro lento efflusso
dai leucociti permettono a questi farmaci di alterare alcune funzioni intrinseche di
queste cellule. Tuttavia, il meccanismo dell’accumulo intracellulare non & ancora
chiaro. Fattori quali ampie differenze interindividuali per quanto riguarda 1’uptake dei
macrolidi, la dipendenza del processo dalla temperatura e dalla vitalita cellulare, fanno
pensare ad un processo di trasporto attivo (Vazifeh et al., 1997) con o senza consumo
di ATP. Il calcio extracellulare & particolarmente importante in questo processo, dal
momento che in sua assenza I’accumulo del farmaco ¢ ridotto. Evidenze indirette
suggeriscono un ruolo dell’attivita della protein chinasi A nella regolazione del
processo di trasporto dei macrolidi (probabilmente mediante un’attivita stimolatoria
dell’uptake) (Hand & Hand, 1995). Sembra che i macrolidi si concentrino soprattutto
nel citoplasma delle cellule e nei granuli azurofili dei neutrofili. L’azitromicina si

accumula sia nei fagociti che in cellule non fagocitiche e una percentuale compresa tra
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il 50 e il 70% e stata riscontrata nel compartimento lisosomiale, mentre la restante
parte e presente nel citosol (Carlier et al., 1994). Anche le cellule epiteliali presentano
la capacita di accumulare i macrolidi (azitromicina) ma in misura inferiore rispetto ai
neutrofili e ai macrofagi (Pascual et al., 1997). Bermudez et al. (1991) hanno
dimostrato che le citochine in vitro stimolano 1’accumulo dei macrolidi nei macrofagi,
suggerendo che nel sito di inflammazione, tali cellule possono accumulare piu
farmaco rispetto alle condizioni fisiologiche. Tra i macrolidi, 1’azitromicina presenta
le proprieta farmacocinetiche pit vantaggiose, distribuendosi estensivamente in tutti i
tessuti (Foulds et al., 1990) e raggiungendo elevate concentrazioni tissutali che si
mantengono per un tempo molto superiore a quello osservato per gli altri macrolidi,
anche guando le concentrazioni nel sangue si riducono a livelli molto bassi. L’elevata
affinita dell’azitromicina per i tessuti ¢ essenzialmente dovuta alla presenza, nella
struttura della molecola, di due gruppi amminici terziari basici che le conferiscono
proprieta amfifiliche (Gladue et al., 1989). Numerosi studi hanno messo in evidenza
che I’efficacia clinica del farmaco si mantiene anche in condizioni di bassi livelli
ematici, proprio in relazione al mantenimento delle sue elevate concentrazioni tissutali
extravascolari (Retsema et al., 1990). Un’altra importante caratteristica che differenzia
I’azitromicina dagli altri antibiotici macrolidi ¢ la sua maggiore stabilita in ambiente
acido. A pH 2 si ha una perdita di azitromicina pari al 10% dopo 82 minuti mentre,
per esempio, nel caso dell’eritromicina tale perdita si osserva dopo soli 7 secondi
(Fiese & Steffen, 1987). Questa stabilita all’ambiente acido fa si che ’azitromicina
venga assorbita meglio degli altri macrolidi e si accumuli piu facilmente e a
concentrazioni molto piu elevate nelle cellule fagocitiche. Diversi studi hanno messo

in evidenza come I’azitromicina sia in grado di concentrarsi anche nel tessuto
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cerebrale. In topi infettati con T. gondii le concentrazioni di azitromicina nel cervello
sono risultate estremamente elevate e circa 10 volte superiori a quelle presenti nel
siero (Araujo et al., 1991). Le cinetiche di efflusso sono molto diverse tra i macrolidi,
molto veloci per eritromicina e claritromicina, ma molto lente per 1’azitromicina (Fieta
et al., 1997). Queste osservazioni suggeriscono che 1’azitromicina pud esercitare
prolungati effetti anti-inflammatori.

Gli antibiotici macrolidi modulano le funzioni delle cellule inflammatorie, tra cui
leucociti, linfociti e macrofagi (Anderson, 1989; Roche et al., 1986). Tra i piu
importanti effetti dell’interazione dei macrolidi con i fagociti vi sono I’inibizione della
produzione di ossidanti e la modulazione della produzione di citochine (Wenisch et
al., 1996; Khan et al., 1999) (Tabella 1-6). E stato osservato come in pazienti affetti
da DPB (diffuse panbronchiolitis), il trattamento con eritromicina o roxitromicina per
24 mesi riduce i livelli di IL-1B, IL-8 e neutrofili nei fluidi broncoalveolari (Sakito et
al., 1996). L’interleuchina-8 ¢ una chemochina che esercita un’importante azione di
richiamo nei confronti dei neutrofili. L’eritromicina inibisce il rilascio di questa
citochina da parte dei macrofagi e dei leucociti (Schultz et al., 2000). Tale effetto €
esplicato anche da altri macrolidi come la claritromicina, che sopprime la produzione
di IL-8 in monociti periferici umani stimolati con LPS (Kikuchi et al., 2002).
Eritromicina e roxitromicina riducono la produzione di TNF-a e IL-6 in cellule
epiteliali umane stimolate con IL-la. Un importante effetto sul TNF-a ¢ stato
osservato anche con 1’azitromicina e tale effetto ¢ risultato associato all’inibizione del
richiamo di neutrofili nei polmoni in un modello murino di infezione con
Pseudomonas (Tsai et al., 2004). I macrolidi hanno mostrato anche la capacita di

modificare il rapporto Th1/Th2 nel siero di soggetti affetti da DPB e, quindi, la
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produzione di citochine, con una riduzione dei livelli di IL-12 e IFN-y e un aumento di

IL-4, IL-5 e IL-3 (Park et al., 2004). Studi piu recenti hanno valutato 1’effetto dei

macrolidi sulla regolazione dei linfociti T da parte delle cellule dendritiche. Da questi

studi & emerso come 1’azitromicina sia in grado di indurre 1’espressione della molecola

co-stimolatoria CD80 sulle cellule dendritiche e di aumentare la loro produzione di

IL-10 e IL-6 (Sugiyama et al., 2007). Questi dati suggeriscono che i macrolidi

potrebbero essere riposizionati per patologie in cui € documentata la rilevanza di tali

meccanismi, incluso I’ictus ischemico.

Tabella 1-6: Effetti dei macrolidi sul rilascio delle citochine in vitro

Citochina Tipo cellulare Macrolide Effetto Referenze
IL-6 Monociti umani Azitromicina Inibizione Khan et al., (1999)
Claritromicina
Eritromicina Stimolazione Bailly et al., (1993)
Epiteliali bronchiali Eritromicina Inibizione Takizawa et al., (1995)
IL-1 Monaciti Azitromicina Inibizione Khan et al., (1999)
umani/macrofagi . -
Claritromicina
Eritromicina
TNF-a Monociti umani Azitromicina Inibizione
(+LPS) Morikawa et al., (1996)
Eritromicina Moutard et al., (1999)
IL-8 Epiteliali nasali Roxitromicina Inibizione Suzuki et al., (1997b)
Eritromicina
Claritromicina
Eosinofili umani Eritromicina Inibizione Kohyama et al., (1999)
IL-10 Macrofagi Azitromicina Induzione Murphy et al., (2008)
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Piu in particolare, gli effetti significativi dell’azitromicina sul rilascio di citochine
specificatamente coinvolte nell’evoluzione del danno ischemico, quali IL-1, IL-6
TNF-a e IL-10, insieme alle favorevoli proprieta farmacocinetiche di questo farmaco,
ne suggeriscono una potenziale efficacia nell’ischemia cerebrale. | macrolidi (in
particolar modo I’azitromicina) sono, inoltre, in grado di ridurre la chemotassi dei
neutrofili e la produzione di specie reattive dell’ossigeno da parte della ossidasi
NADPH-dipendente (Wenisch et al., 1996). Il trattamento con eritromicina e
roxitromicina determina una significativa riduzione dell’espressione della molecola di
adesione Mac-1 (CD11b/CD8) ed e associata ad un riduzione del numero di neutrofili
nel fluido bronchiale (Lin et al., 2000). Inoltre, alcuni macrolidi, inclusa
I’azitromicina, sono in grado di inibire 1’adesione dei neutrofili alle cellule epiteliali e
di ridurre I’espressione di ICAM-1 (Kawasaki et al., 1998), un mediatore cruciale

implicato nell’evoluzione del danno ischemico.
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Tabella 1-7: Effetti immunomodulatori dei macrolidi

Cellule bersaglio e attivita

Referenze

Neutrofili
Inibizione di:
Chemotassi
Molecole di adesione
Citochine pro-infiammatorie
Specie reattive dell’ossigeno
Promozione di:

Apoptosi

Linfociti
Inibizione di citochine pro-infiammatorie
Induzione di:
Apoptosi

Regolazione da parte delle DC

Macrofagi
Inibizione di citochine pro-infiammatorie

Polarizzazione

Cellule endoteliali vascolari

Inibizione molecole di adesione

Tsai et al., (2004); Kadota et al., (1993)
Lin et al., (2000); Mukae et al., (1997)
Schultz et al., (2000); Tsuchihashi et al., (2002)
Lin et al., (2000); Perry et al., (1992)

Aoshiba et al., 1995; Inamura et al., 2000

Asano et al., (2001)

Ishimatsu et al., (2004)

Sugiyama et al., (2007)

Schultz et al., (2000)
Mantovani et al., 2002; Murphy et al., 2008

Li et al., (2002)

Numerosi studi hanno descritto anche effetti pro-apoptotici sui neutrofili da parte di
alcuni macrolidi (eritromicina, roxitromicina e azitromicina) con un meccanismo che
e, almeno in parte, CAMP-dipendente (Aoshiba et al., 1995; Inamura et al., 2000).
Alcuni macrolidi hanno dimostrato di inibire 1’attivazione dei fattori di trascrizione
NF-kB e AP-1, regolatori cruciali dell’espressione dell’IL-8. Oltre agli effetti sui
neutrofili, alcuni macrolidi svolgono azioni antinflammatorie mediante la

modulazione dell’attivita dei macrofagi. Diversi studi hanno dimostrato come
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’azitromicina sia in grado di polarizzare i macrofagi verso il fenotipo benefico M2
determinando una ridotta produzione di 1L-12 e IL-6 e un aumento di IL-10. E stata
anche osservata una riduzione dei livelli di IL-1B, CCL-2 e TNF-o nei macrofagi
alveolari M1 in seguito al trattamento con questo farmaco in soggetti affetti da fibrosi
cistica (Meyer et al., 2009). In aggiunta, il profilo delle citochine prodotte dai
macrofagi trattati con azitromicina & paragonabile a quello dei macrofagi M2 attivati
da IL-4/IL-13. L’induzione di questo fenotipo alternativo ¢ stata anche dimostrata dal
fatto che ’azitromicina aumenta la produzione di arginasi e di recettori MR e CD23
specifici degli M2, mentre riduce quella di iINOS e dei recettori CCR7, caratteristici
del fenotipo M1 (Murphy et al., 2008).

L’accumulo dell’azitromicina nei PMN e nei macrofagi e la sua capacita di alterarne
I’attivita e 1’espressione di citochine suggerisce una potenziale utilita di questo
farmaco nella modulazione del processo infiammatorio post-ischemico. Infatti,
mediante studi di microarray é stato osservato che la maggior parte dei geni modulati
acutamente nel sangue dei pazienti colpiti da ictus ischemico risiede nei PMN e nei

monociti (Fig. 1-11).
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Figura 1-11: Origine cellulare dei geni regolati dallo stroke. L’analisi ¢ stata effettuta su diversi tipi
cellulari inclusi: linfociti B (B), monociti (Mono), PMN, linfociti T CD4", linfociti T CD8" e cellule
NK.

I principali geni indotti in seguito all’insulto ischemico sono rappresentati
dall’anidrasi carbonica 4 (CA4), dall’arginasi I (ARG1), dall’antigene dei linfociti 96
(LY96), dalla metaloproteasi della matrice di tipo 9 (MMP9) e dalla proteina S100

(Brooks et al., 2013) (Tabella 1-8).

pag. 64



CAPITOLO 1 - Il drug repurposing come strategia per 1’identificazione di nuove terapie

Tabella 1-8: Principali geni indotti in seguito all’insulto ischemico

Gene Localizzazione Attivita in seguito ad ischemia
o Mediatore della risposta
Arginasi | Rilasciata dai neutrofili durante infiammatoria post-ischemia; limita la
(ARG1) I’insulto ischemico disponibilita d.ell’arg.inina per la
produzione di NO
Anldr95| Altamente espressa nei microvasi CA4 viene rilasciata dalla BEE in
Carbonica 4 della BEE seguito all’insulto ischemico
(CA4) g
Antigene 96 dei Proteina coinvolta nella via di segnale Mediatore pro-infiammatorio

linfociti (LY96)

Metalloproteasi
della matrice
(MMP9)

Proteina legante il
calcio S100A12

dei recettori toll-like

Rilasciata dai neutrofili durante
I’ischemia cerebrale

Rilasciata dai granulociti durante
I’ischemia cerebrale

dell’immunita innata che attiva i
recettori TLR4

Implicata nella rottura della BEE
attraverso la degradazione della
matrice extracellulare

Secreta nel sito del danno, amplifica
I’immunita innata

Sebbene numerosi studi abbiano dimostrato che gli antibiotici macrolidi esplichino
un’importante attivita anti-inflammatoria sia in modelli animali di infiammazione (per
esempio nella pleurite da carragenina, nella peritonite indotta da zymosan e
nell’infiammazione indotta da LPS) che in pazienti affetti da patologie quali la fibrosi
cistica, la broncopneumopatia cronica ostruttiva o altre patologie inflammatorie delle
vie respiratorie, la rilevanza di tali effetti nelle malattie neurodegenerative, inclusa

I’ischemia cerebrale, non € stata ancora studiata.
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L’ictus ischemico rappresenta la seconda causa pit comune di morte € la piu
importante causa di morbilita e disabilita a lungo termine nei paesi industrializzati. Cio
nonostante, 1’obiettivo di trattare efficacemente tale patologia nella fase acuta, nei postumi
e nell’evitare le recidive non ¢ stato ancora pienamente raggiunto. In effetti, 1'unico
trattamento farmacologico approvato per pazienti colpiti da ictus ischemico e la
trombolisi, utilizzata in meno del 10% dei pazienti a causa della ristretta finestra
terapeutica. La comprensione dei meccanismi cellulari e molecolari alla base dell’insulto
ischemico ha portato allo sviluppo di numerosi composti neuroprotettivi mirati al
recupero del tessuto cerebrale della penombra ischemica. Tutti questi composti hanno
avuto come bersaglio gli eventi che si verificano rapidamente dopo I’inizio dell’ischemia.
Ad oggi sono stati condotti pit di 1000 studi preclinici mirati all’individuazione di
composti neuroprotettivi e piu di 100 hanno raggiunto i trial clinici. Tuttavia, la maggior
parte di questi farmaci ha prodotto risultati deludenti in clinica a causa della scarsa
efficacia o dell’elevata tossicita nei pazienti (Ginsberg et al., 2008). Cio ha prodotto
scetticismo nei riguardi degli approcci puramente basati sul recupero della vitalita
neuronale, sottolineando I’esigenza di individuare nuovi target che consentano di

prolungare la finestra temporale per l’intervento farmacologico. In effetti, il danno
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neuronale e fortemente influenzato dai processi infiammatori e immunitari che evolvono
lentamente dopo ischemia (ladecola & Anrather 2011). Pertanto, il primo obiettivo dello
studio € quello di caratterizzare la risposta infiammatoria post-ischemica, sia centrale che
periferica, utilizzando un modello di ischemia cerebrale basato sull’occlusione transitoria
dell’arteria cerebrale media nei roditori. Tale studio é essenziale per identificare le
principali cellule coinvolte nell’inflammazione post-ischemica, ma soprattutto per
valutare 1’evoluzione spazio-temporale della risposta al fine di individuare i tipi cellulari
che piu precocemente si attivano e infiltrano il cervello per modulare il danno. A tal
proposito, un farmaco ideale per il trattamento dell’ischemia cerebrale non dovrebbe
inibire tutte le funzioni delle cellule infiammatorie in quanto alcune componenti del
processo infiammatorio risultano necessarie per la limitazione del danno; piuttosto, il
trattamento dovrebbe essere mirato all’inibizione dei processi deleteri, promuovendo i
meccanismi endogeni di riparazione. A tal fine, il secondo obiettivo di questo lavoro €
testare gli effetti protettivi di un farmaco, 1’azitromicina, individuato mediante I’approccio
del drug repurposing. In effetti, attraverso studi di microarray e stato osservato che la
maggior parte dei geni modulati acutamente nel sangue dei pazienti colpiti da ictus
ischemico risiede in cellule coinvolte nel processo infiammatorio, tra cui i PMN e i
monaociti (Tang et al., 2006; Brooks et al., 2013). L’accumulo dell’azitromicina nei PMN
e nei macrofagi e la sua capacita di alterarne le funzioni (Fieta et al., 1997) suggerisce una
potenziale utilita di questo farmaco nella modulazione del processo infiammatorio post-
ischemico. In questo lavoro, per la prima volta, [’azitromicina viene testata in modelli
sperimentali di ischemia cerebrale focale, al fine di valutarne i potenziali effetti benefici

sulla riduzione del danno cerebrale.
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3.1  Animali e procedure chirurgiche

La presente attivita di ricerca e stata condotta su topi maschi C57BL/6J e ratti
maschi Wistar (Charles River Laboratories, Calco, Italia) stabulati in condizioni
controllate di temperatura (22°C) ed umidita relativa (65%), mantenuti in condizioni
d’illuminazione artificiale controllata, con un ciclo luce/buio di 12 ore, con libero
accesso a cibo ed acqua. Gli esperimenti condotti sugli animali sono stati effettuati nel
pieno rispetto dei protocolli sperimentali del Dipartimento di Farmacia e Scienze della
Salute e della Nutrizione (Universita della Calabria) e delle direttive della Comunita

Europea (86/609/CEE), incluso il D.M. 116/1992 del Ministero della Salute Italiano.

3.1.1 Occlusione dell’arteria cerebrale media

L’ischemia cerebrale ¢ stata indotta mediante 1’occlusione dell’arteria
cerebrale media (MCA0) usando la tecnica, relativamente non-invasiva, del filamento
intraluminale, come descritto da Longa et al. (1989) con piccole modifiche. I topi (23-
26 g) o i ratti (280-320 g) sono stati anestetizzati con isoflurano al 5% in aria durante

la fase di induzione, poi mantenuto alla minima concentrazione efficace (1,5-2%)
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durante la procedura chirurgica. La temperatura corporea € stata misurata con una
sonda rettale e mantenuta a 37°C mediante 1’'uso di un tappetino riscaldato. Con
’ausilio di uno stereomicroscopio, le arterie carotidi interna ed esterna destre sono
state esposte attraverso un’incisione a livello del collo. L’arteria carotide esterna ¢
stata recisa ad una distanza di circa 2 mm dalla biforcazione dell’arteria carotide
comune e legata lassamente in prossimita della biforcazione con un filo di seta per
sutura. Un filamento di nylon ricoperto di silicone (diametro: 0,37 mm per i ratti e
0,23 mm per i topi, Doccol Corporation, Redlands, CA, USA) e stato, quindi, inserito
nella carotide esterna e fatto avanzare lentamente nella carotide interna (11 mm nei
topi e 18 mm nei ratti dalla biforcazione carotidea), fino ad incontrare una leggera
resistenza, indicativa dell’avvenuta occlusione all’origine dell’arteria cerebrale media

in corrispondenza del circolo di Willis (Fig. 3-1B).

Figura 3-1: lllustrazione schematica delle principali arterie cerebrali nel ratto. (A) Arteria
cerebrale anteriore (ACA), arteria cerebrale media (MCA), arteria cerebrale posteriore (PCA),
arteria carotide interna (ICA), arteria carotide esterna (ECA), arteria carotide comune (CCA). (B)
Illustrazione schematica della MCAo con il filamento di nylon (in nero). (C) Illustrazione
schematica della chirurgia sham.

Il filo di seta e stato tirato per stringere il nodo attorno al filamento al fine di prevenire
il sanguinamento. Per dar luogo alla riperfusione, il filamento é stato rimosso 30

minuti (topi) o 2 ore (ratti) dopo I’'MCAo.
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Dopo aver richiuso la ferita con punti metallici, la somministrazione dell’anestetico ¢
stata interrotta per consentire il risveglio degli animali, che sono stati poi trasferiti
nelle gabbie con libero accesso a cibo e acqua. Gli animali sham sono stati sottoposti
alla stessa procedura chirurgica senza occlusione della MCA (Fig. 3-1C).

L’ischemia cerebrale permanente ¢ stata indotta in ratti Wistar come descritto da De
Cristobal et al. (2001). Al ratto, anestetizzato con isoflurano, & stata praticata
un’incisione verticale di circa 2 cm tra I’orecchio e 1’occhio sul lato destro della testa.
I lembi di pelle sono stati divaricati per esporre il muscolo temporale destro. Mediante
piccole incisioni effettuate con microforbici chirurgiche, il muscolo € stato sollevato e
ribaltato, permettendo cosi 1’esposizione dell’osso temporale. Con I’ausilio di un
microtrapano, € stata praticata una craniectomia, ossia e stata aperta una piccola
finestra nel cranio di circa 2 mm di diametro, in una zona precisa che consente di
esporre [D’arteria cerebrale media, riconoscibile per la sua struttura anatomica
caratteristica (tratto rettilineo preceduto da una biforcazione nella zona superiore)
(Fig. 3-2). Dopo I’applicazione di soluzione salina nella zona della craniectomia, per
contrastare I’aumento della temperatura provocato dall’utilizzo del microtrapano, la
meninge é stata rotta con un ago e la MCA e stata chiusa mediante ligatura con un filo
di nylon (9/0) a livello quanto piu prossimo alla sua origine dal circolo di Willis (circa

1 mm sopra la scissura rinale ed in prossimita del tratto olfattorio).
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Figura 3-2: Occlusione distale dell’arteria cerebrale media nel ratto.

La finestra cranica e stata ricoperta con cellulosa emostatica riassorbibile ed il

muscolo temporale riabbassato per poi procedere alla sutura dei lembi di pelle.

3.1.2 Monitoraggio del flusso ematico cerebrale mediante Laser-Doppler

Durante la chirurgia il flusso ematico cerebrale (CBF) € stato costantemente
monitorato a livello della corteccia cerebrale parietale, corrispondente al territorio
irrorato dall’arteria cerebrale media, tramite un Laser-Doppler (Periflux System 5000,
Perimed, Stockholm, Sweden) (Fig. 3-3).

Una sonda flessibile a fibre ottiche ¢ stata incollata sull’osso parietale e il flusso
ematico regionale ¢ stato monitorato a partire da 20 minuti prima dell’inizio
dell’ischemia, fino a 10 minuti dopo la riperfusione nei topi e fino a 10 minuti dopo

I’occlusione nei ratti.
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Figura 3-3: Esempio di tracciato relativo alla registrazione del CBF mediante Laser-Doppler. Per
effettuare il monitoraggio del flusso ematico durante la procedura chirurgica é stato utilizzato lo
strumento Periflux System 5000.

3.13 Perfusione intracardiaca

Gli animali sono stati perfusi attraverso il cuore prima con soluzione salina e
poi con un fissativo per la preparazione del tessuto cerebrale destinato alle diverse
procedure sperimentali (immunofluorescenze, tecnica dell’evans blue, ecc.). Gli
animali sono stati anestetizzati con isoflurano al 4% in aria prima dell’apertura della
cavita toracica. A tal fine é stata effettuata un’incisione sotto lo sterno ed ¢ stata
tagliata la pelle per esporre il diaframma e la cassa toracica. Quest’ultima € stata
aperta su entrambi i lati per permettere al tessuto di essere retratto e per consentire
I’accesso al cuore ancora pulsante. Un grosso ago € stato inserito nel ventricolo
sinistro e fatto avanzare nell’aorta; dopo aver fissato 1’ago I’atria destro € stato tagliato

per permettere il drenaggio del sangue dal cuore. Con l’ausilio di una pompa
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peristaltica una soluzione salina eparinizzata (20-25 ml per i topi, 200-250 ml per i
ratti; eparina 4000U/ml) é stata immessa in circolo per eliminare tutto il sangue dai
tessuti. Negli esperimenti in cui € richiesta la fissazione del tessuto cerebrale (es.
immunofluorescenza), un determinato volume (200 ml nel ratto, 20 ml nel topo) di

paraformaldeide al 4% é stato pompato attraverso la circolazione sistemica.

3.2  Trattamento farmacologico
Zitromax® sospensione orale (Pfizer) e stata ricostituita in acqua e
somministrata tramite gavage orale alle dosi di 50 0 150 mg/kg. Agli animali controllo
e stata somministrata una soluzione di sucrosio (39% in acqua). Zitromax® polvere
per soluzione per infusione (Pfizer) é stata ricostituita in soluzione salina (0,9% NaCl)
e somministrata alle dosi indicate (0,15 — 150 mg/kg) attraverso la via
intraperitoneale. Agli animali controllo é stata somministrata soluzione salina (0,9%

NaCl).

3.3 Neuropatologia e quantificazione del danno ischemico
Per la quantificazione del danno ischemico gli animali sono stati sacrificati a
specifici tempi dopo I’induzione dell’ischemia e i cervelli sono stati rapidamente
prelevati e congelati.
Nei ratti, il volume di infarto cerebrale é stato valutato mediante la colorazione delle
fettine cerebrali con 2,3,5-trifeniltetrazolio cloruro (TTC).
I1 TTC ¢ utilizzato da piu di 50 anni per I’identificazione delle aree di danno tissutale

ischemico. Si tratta di un sale solubile in acqua che nel tessuto cerebrale in condizioni
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normali viene ridotto dalla succinato deidrogenasi mitocondriale in formazano, un
composto insolubile di colore rosso. Nel tessuto ischemico, questi sistemi enzimatici
mitocondriali risultano compromessi e, di conseguenza, le aree infartuate non si

colorano (Fig. 3-4).

Figura 3-4: Colorazione con TTC di sezioni cerebrali di ratto. L’immagine sulla sinistra rappresenta
una fettina coronale cerebrale di ratto sottoposto a procedura sham, mentre I’immagine sulla destra ¢
rappresentativa della colorazione che si ottiene in ratti sottoposti a 24 ore di MCAo.

I cervelli sono stati tagliati in 8 sezioni coronali consecutive (Osborne et al., 1987)
(Fig. 3-5), ad intervalli di 2 mm dal lobo frontale utilizzando un calco per il cervello di
ratto (Harvard Apparatus, Massachusetts, USA). Le fettine sono state incubate in una
soluzione di TTC al 2% in salina, per 15 minuti a 37°C. Le sezioni cerebrali sono state

quindi rimosse dalla soluzione e fissate con paraformaldeide al 4%.
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Figura 3-5: Definizione delle otto fettine coronali secondo Osborne et al (1987). Le figure sono

riprodotte dall’atlante stereotassico di Paxinos & Watson (1998) con la distanza dal bregma definita ad
ogni livello.

L’impiego di sali di tetrazolio come indicatori di enzimi respiratori mitocondriali e
considerato un metodo riproducibile nella valutazione del danno ischemico
nell’intervallo compreso tra 2,5 e 36 ore dopo 1’induzione dell’ischemia. A tempi piu
tardivi D’intensa attivazione microgliale e D’infiltrazione dei leucociti, in cui 1

mitocondri sono perfettamente funzionali, potrebbero mascherare la presenza di un
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infarto tissutale (Liszczak et al., 1984). Pertanto, per valutare il volume di infarto 2, 3
o 7 giorni dopo ’'MCAo, i cervelli sono stati prelevati ¢ immediatamente congelati in
isopentano a -20 °C. | cervelli sono stati successivamente tagliati al criostato per
ottenere sezioni coronali di 20 um a intervalli di 2 mm (per i ratti) o di 0,5 mm (per i
topi) dal bulbo olfattorio fino al cervelletto. Le sezioni sono state montate su vetrini
Superfrost-plus e colorate con cresil violetto. A tal fine, i vetrini sono stati immersi in
etanolo assoluto a -80°C per 15 minuti e successivamente in soluzioni acquose di
etanolo al 100, 90, 70, 50%, ciascuno per un minuto e alla fine in acqua distillata per
un minuto.

Le sezioni sono state quindi immerse in una soluzione allo 0,5% (in tampone acetato
0,1M) di cresil violetto (C1791, Sigma-Aldrich, Milano) per 10 minuti e
successivamente lavate in acqua distillata. Le immagini delle sezioni colorate con
TTC o con cresil violetto sono state digitalizzate mediante uno scanner e analizzate
utilizzando un software per le analisi di immagini (ImageJ).

Il volume di infarto (mm?) & stato calcolato sommando le aree ischemiche su ciascuna
fettina (aree di colore bianco) e moltiplicando per lo spessore tra due fettine. Il volume
dell’edema ¢ stato calcolato sottraendo dal volume dell’emisfero ischemico quello

dell’emisfero controlaterale (non ischemico).

3.4  Valutazione del deficit neurologico
Al fine di valutare la variazione dello stato neurocomportamentale dei topi e
dei ratti sottoposti a occlusione dell’arteria cerebrale media ¢ stato utilizzato il metodo

(modificato) di Bederson. La scala originale a 4 punti sviluppata da Bederson et al.

pag. 76



CAPITOLO 3 — Metodi

(1986b) & stata modificata ed ampliata fino a 6 punti (Tabella 3-1 ) assegnando agli
animali un valore “score” da 0 a 5 correlato alla severita del danno cerebrale indotto

da MCAOo.

Tabella 3-1: Scala di valutazione del deficit funzionale in animali con MCAo0

Scala di valutazione neurologica Deficit funzionali osservati
Grado 0 Nessun deficit osservabile
Grado 1 Ridotta capacita di estensione della zampa controlaterale
Grado 2 Ridotta resistenza ad una spinta laterale
Grado 3 Movimento rotatorio spontaneo
Grado 4 Nessun movimento spontaneo
Grado 5 Morte

3.5  Valutazione della permeabilita della BEE mediante Evans Blue

Per la valutazione della rottura della barriera emato-encefalica é stata utilizzata
la tecnica dell’Evans Blue, un colorante che si lega con alta affinita all’albumina
sierica, consentendone di quantificare la fuoriuscita dai vasi (Manaenko et al., 2011).
L’Evans Blue (E2129, Sigma-Aldrich, Milano) (4% in salina) é stato somministrato
i.p. (8 mI/Kg) due ore prima del sacrificio. Quindi, gli animali sono stati anestetizzati
con isoflurano e sono stati perfusi attraverso il cuore con 50 ml di PBS, 0.1M a
temperatura ambiente. | cervelli sono stati rapidamente prelevati, divisi in emisfero
destro ed emisfero sinistro e immediatamente pesati. Ciascun emisfero e stato

immerso in 400 pl di formammide (47671, Sigma-Aldrich, Milano) e incubato a 50°C
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per 48 ore per I’estrazione del colorante. Dopo rimozione del tessuto, ¢ stato misurato
il volume di formammide residuo e a ogni provetta sono stati aggiunti 500 pl di
formammide pura (per ottenere un volume sufficiente per [D’analisi allo
spettrofotometro). La colorazione € stata misurata allo spettrofotometro a 620 nm e
quantificata tramite una curva standard ottenuta con soluzioni a concentrazioni note di
Evans Blue (0,1, 0,3, 1 e 10 pg/ml) in formammide. I risultati sono stati espressi come

Kg di Evans blue / g di tessuto.

3.6 Immunofluorescenza

Per la caratterizzazione delle risposte cellulari in seguito ad ischemia cerebrale
¢ stata utilizzata I’analisi immunoistochimica con specifici anticorpi per i diversi tipi
cellulari coinvolti nella risposta inflammatoria, sia locale che sistemica. Gli animali
sono stati perfusi attraverso il cuore con salina (0.9 % di NaCl) seguita da
paraformaldeide al 4 % in tampone fosfato (PB 0,1 M pH 7,4).
Successivamente, i cervelli sono stati rapidamente prelevati e post-fissati in
paraformaldeide al 4% per 2 h. Dopo tre lavaggi in PB, i cervelli sono stati crioprotetti
in una soluzione di saccarosio al 30 % in PB a 4 C° per due giorni e successivamente
congelati. Utilizzando un criostato, da ogni cervello sono state ottenute sezioni
coronali di 40 um, a livello delle regioni cerebrali irrorate dal’MCA.
Dopo due lavaggi in PB, le sezioni sono state incubate per un’ora con una soluzione
che blocca il legame aspecifico (5% normal goat serum, 0.3% Triton X-100 in PB).
Per gli studi di colocalizzazione, le sezioni sono state incubate con i seguenti anticorpi

primari per 24 ore a 4°C: rat anti mouse CD11b per microglia/macrofagi (diluizione
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1:200; AbD Serotec), rabbit anti-GFAP (anti-glial fibrillary acidic protein; diluizione
1:200; Millipore) marker specifico per gli astrociti, rabbit anti-NeuN (anti-neuronal
nuclei; diluizione 1:200; Chemicon International, Temecula, CA) specifico per i
neuroni, rat anti mouse Ly-6B.2 (diluizione 1:200; AbD Serotec) per i neutrofili,
rabbit anti-lbal (diluizione 1:500; Wako) per microglia/macrofagi, hamster anti
mouse CD3 (diluizione 1:200; AbD Serotec) per i linfociti T. Gli anticorpi primari
sono stati preparati in una soluzione contenente PB/Triton-X100 0,3%. Dopo tre
lavaggi con PB, le sezioni sono state incubate per 2 h a temperatura ambiente con una
soluzione contenente gli anticorpi secondari coniugati con i fluorocromi AlexaFluor
488 0 AlexaFluor 594.

Infine i nuclei sono stati marcati con DAPI (diluzione 1:500; Sigma-Aldrich, Milan,
Italy). 1l DAPI é un colorante fluorescente che lega fortemente le regioni ricche in A-
T del DNA. Tutte le sezioni sono state coperte con vetrino utilizzando un gel di
montaggio acquoso (Fluoromount, Sigma) per proteggere la fluorescenza e conservate
al buio a 4°C.

L’acquisizione delle immagini ¢ stata effettuata mediante un microscopio a
fluorescenza (Leica DMI6000B) dotato di una telecamera digitale ad alta risoluzione

(Leica DFC350FX) e software specifico (LAS AF6000).

3.7 Analisi citofluorimetrica
| topi sono stati anestetizzati con isoflurano per i prelievi dei campioni di
sangue e per i lavaggi peritoneali. 1l sangue é stato prelevato dal seno venoso retro-

orbitale utilizzando una siringa eparinizzata e i leucociti sono stati isolati mediante
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separazione su gradiente di densita Ficoll-Paque PLUS (GE Healtcare-Amersham). Il
sangue e stato diluito 1:2 con PBS e stratificato sul gradiente di densita Ficoll. Dopo la
centrifuga, ’anello contenente i monociti € stato raccolto, trasferito in una nuova
provetta e lavato con PBS contenente 1% di siero; il pellet di neutrofili ed eritrociti &
stato mescolato con destrano ad una concentrazione finale dell’1% ed incubato per 20
minuti a temperatura ambiente. Dopo un’incubazione a 37°C per un’ora, il surnatante,
contenente i leucociti, e stato recuperato e gli eritrociti rimanenti sono stati lisati in
NH,4CI allo 0,8% per 5 minuti. Il surnatante e stato quindi centrifugato (300xg) a 4°C
per 5 minuti e il pellet, contenente i leucociti, e stato risospeso in 600 pl di buffer
(0,02% NaN3, 1% FBS, PBS 0,1M, pH 7,4).

Per il prelievo delle cellule peritoneali € stata tagliata la pelliccia che ricopre
I’addome per esporre il peritoneo. Con una siringa di 27G sono stati iniettati nel
peritoneo 5 ml di PBS freddo (con FCS al 3%) facendo attenzione a non danneggiare
gli organi interni. Dopo I’iniezione, il fluido peritoneale ¢ stato agitato per recuperare
il maggior numero di cellule nella soluzione di PBS. Successivamente, la sospensione
cellulare ¢ stata recuperata dalla cavita peritoneale con una siringa (con ago di 25G) e
trasferita in tubi da 15 ml. La sospensione é stata, quindi, centrifugata a 400xg per 10
minuti a 4°C. Il surnatante e stato allontanato mentre il pellet & stato risospeso in

DMEM/F12-10 freddo.
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Figura 3-6: Illlustrazione schematica delle principali fasi del prelievo delle cellule peritoneali.
Dopo aver tagliato la pelliccia dell’animale a livello dell’addome si procede all’iniezione della

soluzione nella cavita peritoneale. Si massaggia delicatamente il peritoneo e si procede al recupero
della sospensione cellulare che viene versata in un tubo di raccolta per le analisi successive.

Per ottenere le sospensioni cellulari dalle milze, il tessuto é stato prelevato, tagliato a
cubetti e digerito con una soluzione contenente 0,1 mg/ml di DNasi | (Roche) e 1
mg/ml di collagenasi D (Roche) in HBSS per 30 minuti a 37°C. La lisi degli eritrociti
e stata effettuata con una soluzione 1x di BD Pharm Lyse (BD Biosciences). Le
cellule sono state lavate e contate prima della colorazione per [’analisi
citofluorimetrica.

I cervelli sono stati rapidamente isolati, rimuovendo il bulbo olfattorio e il
cervelletto e dividendoli in emisferi ischemici e non ischemici, per poi procedere alla
dissociazione meccanica. Le sospensioni cerebrali sono state pellettate e incubate in
un buffer di separazione (RPMI con 20 U/ml di collagenasi Il e 25 U/ml di DNasi I) a
37 °C per 45 minuti. Le cellule sono state lavate due volte con RPMI e risospese in un
volume finale di 10 ml. Per separare le cellule dai detriti cellulari sono stati usati
gradienti di Percoll (Amersham Pharmacia, NJ, USA). | tubi sono stati centrifugati a
600xg a temperatura ambiente per 30 minuti. Successivamente sono stati eliminati lo

strato superiore e quello localizzato all’interfaccia dei due gradienti utilizzati e che
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conteneva i detriti cellulari. Gli strati rimanenti sono stati diluiti con RPMI e le cellule
sono state pellettate. Le cellule sono state poi contate con trypan blue.

Per tutti gli esperimenti, le cellule sono state sottoposte a varie fasi di
incubazione per la marcatura prima dell’analisi citofluorimentrica utilizzando i
seguenti anticorpi: rat anti-mouse CD11b-PE (Caltag, Burlingame, CA); rat anti-

mouse Gr-1-FITC (Immunokontact, Abingdon, UK); F4/80-APC (eBioscience).

3.8 Analisi statistica
| dati sono stati espressi come media £ S.E.M. e sottoposti ad analisi statistica
come riportato nelle leggende delle figure. Sono stati considerati statisticamente

significativi i valori di P inferiori a 0,05.

pag. 82



CAPITOLO4

RISULTATI
4.1 Analisi del danno cerebrale indotto da MCA®0 nei roditori

Il danno cerebrale indotto, nei ratti, da 2 ore di occlusione dell’arteria cerebrale
media € stato valutato a diversi tempi di riperfusione (15 min, 2, 6 e 22 ore). Dai
risultati & emerso come dopo 15 minuti di riperfusione tale danno e limitato ad una
piccola porzione dello striato mentre a tempi di riperfusione piu prolungati si estende
progressivamente alla corteccia parietale, per poi interessare tutto lo striato e la

corteccia fronto-parietale dopo 22 ore di riperfusione (Fig. 4-1).
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Figura 4-1: Quantificazione del danno cerebrale indotto da MCAo transitoria nel ratto. (A)
Sezioni cerebrali rappresentative colorate con TTC a diversi tempi di riperfusione (15 minuti, 2 - 6 e 22
ore) e (B) valori corrispondenti delle aree di infarto in ratti sottoposti a 2 ore di MCAO0 seguite da 22 ore
di riperfusione.

L’occlusione permanente (24 ore) dell’arteria cerebrale media produce un danno

paragonabile a quello osservato in seguito all’occlusione transitoria (2 ore) del vaso

seguita da 22 ore di riperfusione (Fig. 4-2).
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Figura 4-2: Quantificazione del danno cerebrale indotto da MCAo0 permanente nel ratto. (A)
Sezioni cerebrali rappresentative colorate con TTC e (B) valori corrispondenti delle aree di infarto in
ratti sottoposti a 24 ore di MCA0 permanente.

Nei topo, il danno cerebrale prodotto da 30 minuti di MCAo0 e 48 ore di riperfusione
interessa le aree cerebrali irrorate dall’arteria cerebrale media, quali lo striato e la
corteccia frontoparietale (Fig. 4-3A). La lesione, corrispondente all’area bianca in

seguito a colorazione delle fettine cerebrali con cresil violetto, ha un volume di circa

90 mm® mentre ’edema ¢ pari a circa 35,12 mm°,
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Figura 4-3: Quantificazione del danno cerebrale indotto da MCAo transitoria nel topo. (A)
Sezioni cerebrali rappresentative colorate con cresil violetto e (B) valori corrispondenti delle aree di
infarto in topi sottoposti a 30 minuti di MCAo seguiti da 48 ore di riperfusione.

La corretta occlusione dell’arteria cerebrale media ¢ stata valutata mediante
monitoraggio del flusso ematico cerebrale con Laser-Doppler, utilizzando una sonda
posizionata a livello dell’osso parietale, ovvero in corrispondenza della corteccia
irrorata dalla MCA. 11 corretto inserimento del filamento di nylon fino all’origine della
MCA determina una drastica riduzione del flusso ematico (Fig. 4-4). In tutti gli
esperimenti effettuati sono stati presi in esame soltanto gli animali che hanno mostrato
una riduzione del flusso ematico cerebrale di almeno il 70% rispetto ai valori basali e

un recupero del flusso pari al 70% al momento della riperfusione.
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Figura 4-4: Monitoraggio del flusso ematico cerebrale. Per confermare 1’avvenuta occlusione della
MCA, il flusso ematico cerebrale regionale (rCBF) & stato monitorato mediante flussimetria laser
Doppler prima, durante ¢ dopo 'MCAo. Durante ’'MCAo il valore di rCBF subisce una riduzione di
circa 1’80% rispetto al valore basale. CCA indica I’arteria carotide comune.

Per valutare il danno alla BEE prodotto da MCAO0 nei topi e stata utilizzata la tecnica
della permeabilita all’Evans Blue che consente di identificare le aree di apertura della
barriera valutando il trasferimento del colorante dai vasi al parenchima cerebrale. La
colorazione € risultata assente nei cervelli di animali sham, tranne che per una piccola
quantita presente nello stroma del plesso coroideo, area in cui & assente la barriera
emato-encefalica. Dopo 24 ore di riperfusione € evidente come il danno alla BEE
interessi il territorio irrorato dalla MCA (zona blu in Fig. 4-5A). L’analisi al
microscopio confocale delle sezioni cerebrali ha confermato come negli animali
ischemici (30 min MCAo + 24h di riperfusione) vi sia una fuoruscita di Evans Blue
dai vasi (Fig. 4-5B), a livello della corteccia parietale e dello striato mediale (dati non

mostrati). Negli animali sham, la fluorescenza, indicativa della presenza di Evans

Blue, é limitata alle aree interne ai vasi (Fig. 4-5B).
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Figura 4-5: Valutazione del danno alla BEE causato da MCAo nei topi. (A) Immagini
rappresentative di cervelli di topo in cui si osserva, dopo 30 min di MCAo seguiti da 24h di
riperfusione, la fuoruscita di Evans Blue dai vasi; (B) Analisi al microscopio confocale della fuoriuscita
dell’Evans Blue dai vasi. Il colorante ¢ stato somministrato due ore prima del sacrificio dell’animale.
L’Evans Blue (in rosso) fuoriesce dai vasi danneggiati, mentre rimane all’interno dei vasi in animali
sham. Scala = 150 pm.

L’analisi quantitativa, mediante spettrofotometria, ha rivelato come la rottura della
barriera emato-encefalica rappresenti un evento precoce dopo 1’insulto ischemico.
Infatti, gia a due ore dall’inizio dell’insulto si ¢ osservata una quantita
significativamente alta di colorante nel tessuto cerebrale dell’emisfero ischemico se
paragonata a quella presente nello stesso emisfero degli animali sham (10,45 £ 2,5
Mg/g, P<0,001 vs. sham; Fig. 4-6). Dopo 24 h di riperfusione la quantita di Evans Blue
presente nell’emisfero ischemico ¢ risultata paragonabile a quella misurata alle 2 h
(10,15 + 1,2 pg/g, P<0,001 vs. sham; Fig. 4-6). La penetrazione tissutale di EB e
risultata massima dopo 48 h dall’inizio della riperfusione (12,84 + 1,8 ug/g, P<0,001

vs. sham; Fig. 4-6).
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Figura 4-6: Analisi della permeabilita della BEE dopo MCAo. Extravasazione dell’Evans Blue
nell’emisfero ispilaterale (I, ischemico) e controlaterale (C, non ischemico) a differenti tempi dopo
MCAO transitoria nei topi. | dati sono mostrati come medie + S.E.M. | valori sono stati espressi come
Mg di colorante per g di tessuto cerebrale (** P<0,01; *** P<0,001 vs controlaterale; ### P<0,001 vs
Sham ipsilaterale; ANOVA a due vie seguita dal post test di Bonferroni; n=4 per ogni gruppo
sperimentale).
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4.2  Caratterizzazione della risposta neuroinflammatoria in seguito ad

ischemia cerebrale focale transitoria

L’analisi spazio-temporale delle risposte cellulari cerebrali in seguito
all’occlusione dell’arteria cerebrale media ¢ stata condotta mediante esperimenti di
immunofluorescenza. Le cellule microgliali sono le prime a rispondere all’insulto
tissutale ischemico nel cervello mostrando segni di attivazione entro pochi minuti
dall’inizio dell’ischemia. Lo stato di attivazione di queste cellule ¢ stato studiato a
diversi tempi di riperfusione utilizzando un anticorpo anti-CD11b, marker costitutivo
della microglia. Nelle aree non interessate dall’ischemia e nell’emisfero controlaterale
la fluorescenza di CD11b ha rivelato sottili ramificazioni e piccoli corpi cellulari,
tipici delle cellule microgliali in uno stato quiescente, mentre dopo 48 ore di

riperfusione, la microglia é apparsa fortemente attivata (Fig. 4-7).

Emisfero ischemico Emisfero controlaterale

Bordo della lesione | ™

Core ischemico -

Figura 4-7: Attivazione della microglia nell’emisfero ischemico. Immunofluorescenza di CD11b nel
cervello di topo sottoposto a 30 minuti di MCAo seguiti da 48 ore di riperfusione. Nell’emisfero
controlaterale, la microglia continua a mantenere uno stato quiescente. L’ingrandimento mostra come
nel core ischemico, le cellule CD11b positive sono prevalentemente globulari mentre al margine della
lesione presentano una forma pit irregolare e ramificazioni.
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L’immunoreattivita di CD11b é risultata associata ad una diversa morfologia in
relazione alla localizzazione cellulare nell’area lesionata. Sono state identificate due
principali aree, in particolare il bordo della lesione in cui le cellule microgliali
presentavano un soma cellulare pit grande e le tipiche ramificazioni, e la regione del
core ischemico in cui le cellule presentavano una forma ameboide con soma
ipertrofico (Fig. 4-7, 4-8), tipica delle cellule microgliali in uno stato attivato, in cui

esercitano la loro attivita fagocitica.

Ibal
Emisfero ischemico Emisfero controlaterale

~.

Corteccia frontale

. . X
Corteccia parietale $%

Striato

Figura 4-8: Espressione di Ibal 48h dopo tMCAo nel topo. Nel core ischemico, le cellule Ibal
positive sono prevalentemente globulari mentre al margine della lesione presentano una forma piu
irregolare e ramificazioni. Scala = 150 pm.
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Lo stato di attivazione delle cellule microgliali perdura nel tempo, mantenendo la
morfologia ameboide e I’attivita fagocitica sia a 3 che a 7 giorni dall’induzione
dell’insulto ischemico (Fig. 4-9). Tuttavia, a 7 giorni di riperfusione, parte delle
cellule microgliali inizia ad assumere una morfologia aberrante, tipica delle cellule

che vanno incontro a morte.

Emisfero ischemico Emisfero controlaterale

3gg

CD11b

788

Figura 4-9: Caratterizzazione dell’espressione di CD11b a tempi tardivi rispetto all’insulto
ischemico. Dalle immagini & possibile osservare che I’attivazione delle cellule microgliali si mantiene
sia a 3 che a 7 giorni di riperfusione in topi sottoposti a 30 min di MCAo. Scala = 150 pm.

A differenza delle cellule microgliali, la cui attivazione post-ischemica € limitata al
core e al margine della lesione, gli astrociti sono attivati nelle aree della penombra e

peri-ischemiche (Fig. 4-10).
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Emisfero ischemico Emisfero controlaterale

Core ischemico

Figura 4-10: Attivazione delle cellule astrocitarie nell’emisfero ischemico. Immunofluorescenza di
GFAP nel cervello di topo sottoposto a 30 minuti di MCAo seguiti da 48 ore di riperfusione.
Nell’emisfero controlaterale. L’ingrandimento mostra come gli astrociti attivati sono presenti nelle aree
peri-ischemiche mentre sono assenti nel core ischemico. Scala = 150 um.

L’analisi dello stato di attivazione di queste cellule, in seguito ad ischemia cerebrale
transitoria, & stata effettuata mediante studi di immunofluorescenza, utilizzando il
marker GFAP. A 48 ore di riperfusione il core ischemico e risultato gia
completamente privo di fluorescenza per il marker GFAP (Fig. 4-10). Gli astrociti
dello striato laterale, infatti, assumono morfologie aberranti probabilmente legate ad
un danno cellulare indotto dalla MCAo. Nella regione peri-ischemica, invece, é stata

osservata un’intensa espressione di GFAP se paragonata con 1’emisfero controlaterale

(Fig. 4-11).
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Figura 4-11: Caratterizzazione morfologica e spaziale dell’espressione di GFAP in seguito ad
insulto ischemico nel topo. Le cellule astrogliali attivate sono presenti nelle aree peri-ischemiche
mentre nel core ischemico sono evidenti cellule GFAP-positive con morfologia aberrante dopo 48 ore
di riperfusione in topi sottoposti a 30 minuti di MCAo. Scala = 150 pum.

Rispetto agli astrociti dell’emisfero controlaterale, quelli presenti nelle aree
delimitanti la lesione ischemica (sia a 3 che a 7 giorni, Fig. 4-12), hanno mostrato un
corpo cellulare piu grande e una elevata espressione di GFAP. A 3 giorni di
riperfusione, le immagini di immunofluorescenza hanno rivelato una piu elevata
concentrazione di cellule astrocitarie attorno al core della lesione. E risultata evidente
una sostenuta proliferazione di cellule astrocitarie e la loro migrazione verso la zona

di delimitazione del core ischemico. Tale bordo di astrociti é risultato piu marcato e
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ben definito ai 7 giorni di riperfusione, quando si € osservata la formazione della
cosiddetta “cicatrice gliale” (Fig. 4-10). Questa struttura costituisce una barriera tra
I’area danneggiata irreversibilmente e la zona peri-ischemica, prevenendo

Pinfiltrazione di cellule infiammatorie e stimolando la rivascolarizzazione.

Emisfero ischemico Emisfero controlaterale

Figura 4-12: Caratterizzazione dell’espressione di GFAP a tempi tardivi rispetto all’insulto

ischemico. L’astrogliosi ¢ un fenomeno indotto dall’ischemia cerebrale e tale risposta si mantiene sia a
3 che a 7 giorni dall’insulto ischemico. Gli astrociti (in rosso) sono stati marcati con GFAP. Scala = 150

pm.

388

GFAP

788
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4.3  Analisi spazio-temporale della risposta inflammatoria sistemica indotta

dall’ischemia cerebrale

I cervello risponde all’insulto ischemico sia con un processo infiammatorio
acuto, caratterizzato dalla rapida attivazione di cellule residenti (microglia e astrociti),
sia mediante una risposta inflammatoria sistemica che porta all’infiltrazione di diversi
tipi di cellule infiammatorie circolanti (macrofagi, neutrofili, cellule dendritiche e altre

cellule) nel parenchima cerebrale.

43.1 Caratterizzazione della risposta dei neutrofili

Dei vari tipi di leucociti, i neutrofili sono tra i primi a infiltrare il parenchima
cerebrale in seguito ad ischemia. L’andamento temporale dell’infiltrazione dei
neutrofili nel parenchima cerebrale in seguito ad MCAo0 € stato studiato, mediante
immunofluorescenza, a diversi tempi di riperfusione (24 e 48 ore, 3 e 7 giorni)
utilizzando un anticorpo anti-Ly-6B, antigene espresso dai neutrofili. Il picco di
infiltrazione dei neutrofili é stato osservato alle 48 ore di riperfusione (Fig. 4-13 e 4-

14).
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Ly-6B

Emisfero ischemico Emisfero controlaterale

Figura 4-13: Immagine rappresentativa dell’infiltrazione dei neutrofili nell’emisfero ischemico.
Mediante immunofluorescenza con il marker Ly-6B ¢ risultata evidente una massiccia infiltrazione di
neutrofili nell’emisfero ischemico di topi sottoposti a 30 minuti di MCAo seguiti da 48 h di
riperfusione, mentre nell’emisfero controlaterale non sono stati identificati neutrofili.

Dopo 24 ore dall’inizio dell’insulto ischemico, sono stati identificati numerosi
neutrofili, come cellule isolate o come aggregati a livello dei vasi sanguigni, attaccati
alle pareti dei vasi e a vari stadi di diapedesi nella regione del core ischemico (Fig. 4-
15). Dopo 48 ore di riperfusione, sono stati osservati numerosi aggregati cellulari e, a
differenza di quanto osservato alle 24 ore, i neutrofili sono risultati distribuiti in aree
ischemiche non adiacenti ai vasi, inclusi lo striato dell’emisfero ischemico ¢ le regioni
della penombra e peri-ischemiche. Il picco dell’infiltrazione di queste cellule ¢
risultato evidente agli stessi tempi in cui e stato osservato il picco di rottura della

barriera emato-encefalica (Fig. 4-6).
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Ly-6B
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Figura 4-14: Analisi della distribuzione dei neutrofili nell’emisfero ischemico in topi sottoposti a
30 minuti di MCAOo sequiti da 48 ore di riperfusione. La caratterizzazione & stata effettuata mediante
immunofluorescenza con il marker Ly-6B (in verde; in blu sono rappresentati i nuclei marcati con il
DAPI). Scala = 150 pum e 20 um per ingrandimenti.

A 3 e a7 giorni dall’insulto ischemico il numero di neutrofili nell’emisfero ischemico
si € mantenuto elevato, sebbene si sia osservata una diversa distribuzione di queste
cellule. In effetti, il numero di neutrofili € apparso inferiore nello striato ischemico e
nelle altre aree del core mentre nelle aree peri-ischemiche e, in misura minore, in tutte
le altre regioni dell’emisfero ischemico si ¢ osservata una considerevole presenza di

queste cellule (Fig. 4-15).
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Figura 4-15: Caratterizzazione spazio-temporale dell’infiltrazione dei neutrofili nell’emisfero. La
caratterizzazione é stata effettuata mediante immunofluorescenza con il marker Ly-6B dopo 24h, 48h, 3
e 7 giorni di riperfusione in topi sottoposti a 30 minuti di MCAo. Scala = 150 pm.

Per quantificare la risposta dei neutrofili all’ischemia focale transitoria sono state
effettuate analisi di citofluorimetria, caratterizzando sia I’infiltrazione di queste cellule
nel tessuto cerebrale sia la loro evoluzione temporale a livello periferico (nel sangue e
nella milza), a differenti tempi di riperfusione (2 e 24 ore, 7 giorni) dopo 30 minuti di
occlusione dell’arteria cerebrale media nei topi. Tra i gruppi di animali sham non é
apparsa alcuna differenza significativa nella percentuale delle cellule Gr1*/CD11b"
(dato non mostrato). L’andamento temporale dell’infiltrazione dei neutrofili nel
cervello ischemico e stato valutato a partire da tempi molto precoci (2 ore di
riperfusione) ed ¢ stato osservato un incremento di queste cellule nell’emisfero
ischemico se paragonato all’emisfero controlaterale o agli animali sham.
L’infiltrazione dei neutrofili, cellule che normalmente non sono residenti nel SNC, é

stata sequita utilizzando i marker CD11b e Grl. La figura 4-16 mostra i plot
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rappresentativi dell’analisi citofluorimetrica delle popolazioni di neutrofili dopo 30

minuti di MCAo e ai tempi di riperfusione indicati.
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Figura 4-16: Plots rappresentativi dell’analisi citofluorimetrica dell’infiltrazione dei neutrofili nel
parenchima cerebrale. | neutrofili appaiono nel quandrante in alto a destra (CD11b*, Gr1®). I plots
rappresentano pool di due animali ad ogni tempo di riperfusione (2 e 24 h, 7 gg e dopo chirurgia sham).
I neutrofili sono rappresentati nel quadrante in alto a destra e indicati dal doppio
staining positivo per CD11b e Grl. Dall’analisi degli animali sham ¢ emerso che
pochi neutrofili sono normalmente presenti nel SNC (circa il 3%), tenendo anche in
considerazione il fatto che gli animali non sono stati perfusi, per cui una piccola
percentuale deriva anche dai neutrofili presenti nei vasi cerebrali. In seguito
all’induzione del’MCAo, comunque, ¢ stato osservato un massiccio aumento del
numero di neutrofili ai diversi tempi di riperfusione e tale infiltrazione si & mantenuta

alta fino a 7 giorni dopo I’insulto ischemico. Dall’analisi citofluorimetrica condotta su

campioni di sangue &€ emerso un incremento significativo del numero di neutrofili in
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animali sottoposti a 30 minuti di MCAo seguite da 2 ore di riperfusione se paragonato
al numero di cellule presenti nel sangue di animali sham (Fig. 4-17). A tempi piu
tardivi (24 ore e 7 giorni), pur mantenendosi elevato il numero di neutrofili in circolo
rispetto agli animali sham, si e osservata una tendenza alla riduzione del numero di
queste cellule nel sangue e tale riduzione &, probabilmente, associata all’infiltrazione
di queste cellule nel tessuto cerebrale, il cui picco e risultato evidente dopo 48 ore di

riperfusione (Fig. 4-15).

CD11b

E ECH
o 08% I 8.9%

Figura 4-17: Plots di citofluorimetria rappresentativi dell’evoluzione temporale del numero di
neutrofili nel sangue in seguito a 30 minuti di MCAo nei topi. | neutrofili appaiono nel quadrante in
alto a destra (CD11b", Gr1"). I plots rappresentano pool di due animali ad ogni tempo di riperfusione (2
e 24 h, 7 gg e dopo chirurgia sham).

Analogamente, dalle analisi citofluorimetriche effettuate sulla milza € emerso un
incremento del numero dei neutrofili sia a 24 ore che a 7 giorni rispetto al numero

osservato negli animali sham (Fig. 4-18).
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Figura 4-18: Plots di citofluorimetria rappresentativi dell’incremento temporale del numero di
neutrofili nella milza in seguito a 30 minuti di MCAo nei topi. | neutrofili appaiono nel quandrante
in alto a destra (CD11b", Gr1™). | plots rappresentano pool di due animali ad ogni tempo di riperfusione
(24 h, 7 gg e dopo chirurgia sham).

4.3.2 Caratterizzazione della risposta dei macrofagi

| macrofagi, assieme ai neutrofili, sono risultati essere i tipi cellulari maggiormente
presenti nell’emisfero ischemico in seguito all’insulto. L’infiltrazione dei macrofagi
nel cervello dei topi sottoposti a ischemia cerebrale transitoria é risultata evidente gia
dopo 24 di riperfusione per raggiungere poi il picco a 48 ore dall’inizio dell’ischemia

(Fig. 4-19).
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Ox42 Emisfero ischemico

Emisfero controlaterale

Figura 4-19: Infiltrazione cerebrale dei macrofagi dopo 48 ore di riperfusione. Le immagini di
immunofluorescenza mostrano 1’espressione di cellule Ox42-positive nell’area limitrofa al core
ischemico (A,B). Queste cellule fuoriescono dai vasi sanguigni e vanno a infiltrare il parenchima
cerebrale (C). Il numero dei macrofagi nell’emisfero ischemico si riduce dopo 3 (D) e 7 giorni (E)
dall’inizio della riperfusione. Nessun macrofago ¢ stato osservato nell’emisfero controlaterale non
ischemico (F). Scala = 150 um e 20 pm per ingrandimento.

Nel core ischemico il numero di macrofagi presenti é risultato considerevolmente
inferiore rispetto a quello evidenziato ai margini del tessuto leso e nelle regioni peri-
ischemiche. L’emisfero controlaterale ¢ risultato completamente privo di macrofagi
infiltranti. Esiste un problema intrinseco con I’identificazione cellulare dei macrofagi
in seguito ad ischemia cerebrale. La microglia, 1 “macrofagi” residenti del cervello, ¢
attivata dall’insulto ischemico e diventa indistinguibile dai macrofagi infiltranti per
quanto riguarda 1’espressione di marker immunocitochimici. Tuttavia, dalla nostra
analisi, e risultato evidente come un numero considerevolmente elevato di cellule
CD11b" fuoriesca dai vasi sanguigni, suggerendo inequivocabilmente che si tratta di

macrofagi provenienti dal versante sistemico (Fig. 4-19A). Dopo 3 e 7 giorni di
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riperfusione 1 macrofagi presenti nel tessuto leso sono risultati considerevolmente di
numero inferiore rispetto alle 48h (Fig. 4-19D,E).

La risposta dei macrofagi all’insulto ischemico ¢ stata caratterizzata, anche, mediante
analisi di citofluorimetria. In particolare, ¢ stata analizzata 1’entita dell’infiltrazione
dei macrofagi deleteri M1 nel parenchima cerebrale a differenti tempi di riperfusione
(2 e 24 ore, 7 giorni) dopo 30 minuti di occlusione dell’arteria cerebrale media nei
topi. Negli animali sham non & apparsa alcuna differenza significativa nella
percentuale delle cellule (dato non mostrato). La figura 4-20 mostra i plot
rappresentativi dell’analisi citofluorimetrica delle popolazioni di macrofagi M1 dopo
30 minuti di MCA®o e ai tempi di riperfusione indicati. | macrofagi sono rappresentati
nel quadrante in alto a destra e indicati dal doppio staining positivo per F4/80 e Grl.
Dall’analisi degli animali sham ¢ emersa una percentuale molto bassa di macrofagi,
dovuta probabilmente alla presenza di queste cellule nei vasi sanguigni, dal momento

che gli animali non sono stati perfusi prima del prelievo dei campioni.

Sham C

F480

Grl

Figura 4-20: Plots di citofluorimetria rappresentativi dell’incremento temporale del numero di
macrofagi nel cervello in seguito a 30 minuti di MCA®o nei topi. | macrofagi (fenotipo M1) sono stati
selezionati in base all’espressione di F4/80 e di Grl e appaiono nel quandrante in alto a destra. | plots
rappresentano pool di due animali ad ogni tempo di riperfusione (2 e 24 h, 7 gg e dopo chirurgia sham).
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In seguito all’induzione del’MCAo ¢ stato osservato un significativo incremento del
numero di macrofagi nell’emisfero ischemico dopo 2 ore di riperfusione, se
paragonato all’emisfero controlaterale o agli animali sham. A tempi piu tardivi (24 ore
e 7 giorni) il numero di macrofagi & continuato ad aumentare nell’emisfero ischemico
sebbene sia stato osservato che anche I’emisfero controlaterale ¢ interessato da una
notevole presenza di queste cellule. L’analisi citofluorimetrica per i macrofagi M1 ¢
stata effettuata anche su campioni sangue (Fig. 4-21). Come € possibile osservare dai
plot negli animali sham il numero di queste cellule nel sangue ¢ risultato essere molto
basso (circa 1’1%). Negli animali ischemici il numero di macrofagi nel sangue
aumenta lievemente dopo 2 ore di riperfusione e in maniera piu significatica alle 24

ore, per poi ridursi a partire dai 7 giorni di riperfusione.

Sham

-

F480

7 giorni

Grl

Figura 4-21: Plots di citofluorimetria rappresentativi dell’evoluzione temporale del numero di
macrofagi M1 nel sangue in seguito a 30 minuti di MCAo0 nei topi. | macrofagi appaiono nel
quandrante in alto a destra (F4/80%, Gr1™). I plots rappresentano pool di due animali ad ogni tempo di
riperfusione (2 e 24 h, 7 gg e dopo chirurgia sham).
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E stata anche caratterizzata la risposta dei macrofagi peritoneali all’insulto ischemico
cerebrale (Fig. 4-22) ed é stato osservato un massiccio incremento di queste cellule
(circa il 31%) nel peritoneo di animali sottoposti a 30 minuti di MCA®o seguiti da 2 ore
di riperfusione se paragonato al numero di cellule negli animali sham (circa il 2%). A
tempi piu tardivi (24 ore e 7 giorni) e in seguito alla mobilizzazione di queste cellule
verso il sito del danno é stato osservato un decremento dei macrofagi M1 nel

peritoneo.

Sham
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Figura 4-22: Plots di citofluorimetria rappresentativi dell’evoluzione temporale del numero di
macrofagi M1 peritoneali in seguito a 30 minuti di MCAo nei topi. | macrofagi appaiono nel
quandrante in alto a destra (F4/80%, Gr1®). | plots rappresentano pool di due animali ad ogni tempo di
riperfusione (2 e 24 h, 7 gg e dopo chirurgia sham).

Nella milza, le modificazioni temporali del numero di macrofagi M1 sono risultate

simili a quelle osservate nel peritoneo (Fig. 4-23).

pag. 106



CAPITOLO 4 — Risultati
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Figura 4-23: Plots di citofluorimetria rappresentativi dell’andamento temporale del numero di
macrofagi M1 nella milza in seguito a 30 minuti di MCAo nei topi. | macrofagi appaiono nel
quandrante in alto a destra (F4/80*, Gr1™). | plots rappresentano pool di due animali ad ogni tempo di
riperfusione (2 e 24 h, 7 gg e dopo chirurgia sham).

4.3.3 Caratterizzazione della risposta dei linfociti T

In aggiunta ai neutrofili e ai macrofagi, un numero significativo di linfociti T & stato
identificato, mediante immunofluorescenza, nella regione di infarto cerebrale (Fig. 4-
24). A 3 giorni dall’inizio dell’ischemia cerebrale ¢ stato osservato un numero
significativo di linfociti T CD3+ nell’emisfero ischemico, in prossimita della lesione.
Queste cellule sono risultate ancora piu abbondanti dopo 7 giorni di riperfusione. La
loro localizzazione e risultata essere prevalentemente ai bordi del core ischemico,

Spesso Vvicino a vasi sanguigni.
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Figura 4-24: Caratterizzazione dell’infiltrazione dei linfociti T nel cervello ischemico. Mediante
immunofluorescenza con I’anticorpo anti-CD3, i linfociti T sono stati identificati nell’area limitrofa al
core ischemico dopo 3 e 7 giorni di riperfusione. Nessun linfocita T € stato osservato nell’emisfero
controlaterale non ischemico. Scala = 150 um e 20 um per ingrandimenti.

Nel loro insieme questi hanno documentato come ogni specifica risposta
cellulare si attivi con un’intensita e una distribuzione (core vs penombra) strettamente
dipendente dalla durata dell’insulto (Fig. 4-25). L attivazione precoce (dopo poche ore
dall’insulto) della microglia e degli astrociti cerebrali & rapidamente seguita
dall’infiltrazione massiccia di neutrofili, il cui picco e rilevabile a 48h di riperfusione.
I macrofagi infiltrano 1’emisfero ischemico piu tardi e in minor numero rispetto ai
neutrofili, ma il loro picco é similmente riscontrabile dopo 48h di riperfusione. Altri
tipi cellulari provenienti dal versante sistemico, quali i linfociti T, sono rilevabili nel

cervello ischemico solo alcuni giorni dopo I’insulto.
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Figura 4-25: Rappresentazione schematica dell’attivazione/reclutamento delle cellule coinvolte
nell’infiammazione post-ischemica.
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4.4  Effetti del pre-trattamento orale con azitromicina sul danno cerebrale

indotto da MCAO nei ratti.

La somministrazione orale acuta di azitromicina ad una dose di 150 mg/Kg, 15

minuti prima dell’induzione del’MCAo transitoria determina una significativa

riduzione del volume di infarto cerebrale (Fig. 4-26A) e dell’area (Fig. 4-26B) se

paragonati con il veicolo. La somministrazione di dosi piu basse di azitromicina (50

mg/kg, 15 min prima del’MCAo0) produce volumi di infarto paragonabili a quelli

osservati negli animali trattati con il solo veicolo.
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Figura 4-26: Effetto dell’azitromicina, somministrata per os 15 minuti prima della MCAo
transitoria nei ratti. Il volume di infarto cerebrale (A) e I’area (B) sono stati misurati dopo 2h MCAo
seguite da 22h di riperfusione in ratti pretrattati con AZM (50 o 150 mg/kg) o veicolo (n=6 ratti per
gruppo sperimentale). **P<0,01 vs veicolo (ANOVA seguita dal post-hoc test di Dunnett).
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La neuroprotezione non € dovuta a modificazioni del flusso sanguigno da parte del
farmaco (Fig. 4-27). Infatti, la riduzione del flusso ematico cerebrale risulta
paragonabile tra gli animali trattati col solo veicolo (69%) e quelli trattati con

azitromicina 150 mg/kg (70%) o azitromicina 50 mg/kg (73%).
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Veicolo AZM 50 mg/kg AZM 150 mg/kg

Figura 4-27: Monitoraggio del flusso ematico cerebrale nei ratti. Il trattamento con azitromicina
non influenza la riduzione del flusso ematico cerebrale (CBF) indotta dal’MCAo. ***P<(,001 vs
basale corrispondente (ANOVA seguita dal Bonferroni post-test).

Sebbene negli animali trattati con azitromicina si osservi una tendenziale riduzione del
deficit neurologico durante i primi 3 giorni dopo I’insulto ischemico, questo effetto
benefico non si mantiene nei giorni successivi (Fig. 4-28A), come confermato anche
dalla perdita di effetto sul volume di infarto a 7 giorni dall’induzione di MCAo (Fig.

4-28B).
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Figura 4-28: Effetti a lungo termine della somministrazione orale di azitromicina. Neuroscore (A)
e volume di infarto cerebrale (B) dei ratti sottoposti a 2 ore di MCAo seguite da 7 giorni di riperfusione
e trattati con azitromicina (150 mg/kg) o veicolo, per os, 15 minuti prima dell’induzione dell’ischemia.

L’effetto protettivo del pretrattamento con azitromicina ¢ stato valutato anche in un
modello di ischemia cerebrale permanente. La somministrazione orale di 150 mg/kg di
AZM, 30 minuti prima della MCAo0 permanente produce una significativa riduzione

del danno cerebrale ischemico (Fig. 4-29) valutato 24 ore dopo I’insulto mediante

colorazione delle fettine cerebrali con TTC.
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Figura 4-29: Effetto dell’azitromicina somministrata per os 30 minuti prima della MCAo
permanente nei ratti. L’area di infarto cerebrale (A) e il volume (B) sono stati misurati 24 ore dopo
I’occlusione dell’arteria cerebrale media nei ratti pretrattati con AZM (150 mg/kg, n=3) o veicolo
(n=5). *P<0,05 vs veicolo (t test di Student).
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4.5  Effetti del post-trattamento con azitromicina sul danno cerebrale indotto

da MCAO nei ratti.

Mediante I’utilizzo di un modello di ischemia cerebrale transitoria, ¢ stato
valutato 1’effetto dell’azitromicina, somministrata al momento della riperfusione, sul
danno cerebrale ischemico. Come mostrato in Figura 4-30, la somministrazione orale
di azitromicina (150 mg/kg), 5 minuti prima 1’inizio della riperfusione produce solo
una minima, ma non significativa riduzione del volume di infarto in ratti sottoposti a 2

ore di MCAO seguite da 22 ore di riperfusione.
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Figura 4-30: Effetto dell’azitromicina somministrata per os 0 i.p. al momento della riperfusione.
I volume di infarto cerebrale é stato misurato dopo 22 ore di riperfusione in ratti sottoposti a MCAo0
transitoria (2h) pretrattati con AZM (150 mg/kg) o veicolo (n=6 ratti per gruppo sperimentale).
**P<0,01 vs veicolo (ANOVA seguita dal post-hoc test di Dunnett).
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Al contrario, la somministrazione sistemica (i.p.) del farmaco (0,15-300 mg/kg),
immediatamente al momento della riperfusione (2 ore dopo MCAO0) produce una
riduzione dose-dipendente (EDsp = 1,19 mg/kg; 1C95% = 0,24 — 5,87) del danno

ischemico cerebrale (Fig. 4-31) misurato 22 ore dopo la riperfusione.
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Figura 4-31: Effetto neuroprotettivo dell’azitromicina somministrata i.p. al momento della
riperfusione in ratti sottoposti ad MCAo transitoria (2h). Riduzione del volume di infarto (A) e
curva dose-risposta dell’azitromicina (0,15-300 mg/kg, i.p.) in ratti sottoposti a 2 ore di MCA0 seguite
da 22h di riperfusione (n=5 ratti per gruppo sperimentale). *P<0,05 e **P<0,01 vs veicolo (ANOVA
seguita dal test di Dunnett).
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Le conclusioni di due importanti studi (ECASS Il e SITS-ISTR) pubblicati di recente
su New England Journal of Medicine e su Lancet hanno mostrano come sia possibile
ampliare a 4,5 ore la finestra terapeutica del trattamento trombolitico endovenoso con
t-PA (alteplase). Sulla base di questo nuovo scenario terapeutico é stato valutato
I’ampliamento della finestra terapeutica dell’azitromicina nell’ottica di un suo utilizzo

clinico in concomitanza con la trombolisi.
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Figura 4-32: Effetto neuroprotettivo dell’azitromicina somministrata i.p. al momento della
riperfusione in ratti sottoposti ad MCAOo transitoria (4,5h). Riduzione dell’area di infarto (A) e del
volume (B) in ratti sottoposti a 4,5 ore di MCAo seguite da 19,5 ore di riperfusione (n=5 ratti per
gruppo sperimentale). *P<0,05 vs veicolo (t test di Student).
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Come ¢ possibile osservare dai grafici (Fig. 4-32), la somministrazione sistemica di
azitromicina (150 mg/kg, i.p.) dopo 4,5 ore di occlusione della MCA nei ratti continua
a produrre una significativa riduzione del danno cerebrale ischemico.

La neuroprotezione indotta dall’azitromicina ¢ stata valutata anche a tempi piu tardivi
ed ¢ emerso come I’effetto protettivo del farmaco sia long-lasting. In effetti dai
risultati emerge come in ratti sottoposti a 2h di MCAo0 seguite da 7 giorni di
riperfusione, la somministrazione sistemica di azitromicina (150 mg/kg, i.p. 2 ore
dopo D’inizio della riperfusione) produce una riduzione significativa dell’area di
infarto cerebrale, del volume ¢ dell’edema (Fig. 4-33 A, B e C).

Gli animali trattati con azitromicina mostrano un significativo recupero del deficit
neurologico (Fig. 4-33D) non accompagnato da differenze di peso rispetto agli animali

veicolo (Fig. 4-33E).

pag. 117



$

(A)

Area di infarto (mm?)
g 8 8

-
o
1

CAPITOLO 4 — Risultati

-e- Vehicle
o= AZT

0

o

400-

(B)

8

Ischemic Volume (mm?°)
n
S

Veicolo

(D) &

Neuroscore
»

]
N}
w
IS
3
)
~
oy

Fettina coronale

€ -

Veicolo AZM

Giorni

-8~ Veicolo
(E) 350 -e- Veicolo
- AZM = AZM
Chad
o
17
o
0.250_
7 0 1 2 3 4 5 6 7

Giorni

Figura 4-33: Valutazione dell’ effetto neuroprotettivo dell’azitromicina dopo sette giorni di
riperfusione nel ratto. Riduzione dell’area di infarto (A), del volume (B) e dell’edema (C) in ratti
sottoposti a 2 ore di MCAo0 seguite da 7 giorni di riperfusione (n=5 ratti per gruppo sperimentale).
L’azitromicina ¢ stata somministrata i.p., due ore dopo I’inizio della riperfusione alla dose di 150
mg/kg. Valutazione del deficit neurologico (D) e del peso corporeo (E) dopo 7 giorni dall’insulto
ischemico. *P<0,05 e **P<0,01 vs veicolo (t test di Student).
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Gli effetti dell’azitromicina sono stati caratterizzati anche in un modello di
ischemia cerebrale permanente nei ratti. | risultati ottenuti indicano come il
trattamento con il farmaco (azitromicina, 150 mg/kg, i.p., 2 ore dopo MCAO0) non

produce neuroprotezione in ratti sottoposti ad MCAo0 permanente (Fig. 4-34).
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Figura 4-34: Effetto dell’azitromicina somministrata i.p. 2h dopo MCAo permanente. L’area di
infarto cerebrale (A) e il volume (B) sono stati misurati dopo 24 ore di ischemia in ratti trattati con
AZM (150 mg/kg) o veicolo (n=6 ratti per gruppo sperimentale).
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4.6 Effetti del trattamento con azitromicina sul danno cerebrale indotto da

MCAO nei topi.

L’effetto neuroprotettivo dell’azitromicina ¢ stato dimostrato anche in topi
sottoposti ad occlusione transitoria (30 minuti) dell’arteria cerebrale media (Fig. 4-
35). La somministrazione sistemica del farmaco (1,5-150 mg/kg, i.p.) immediatamente
prima della riperfusione produce una riduzione dose-dipendente (EDso = 0,59 mg/Kkg;
IC95% = 0,24-1,43) del danno ischemico cerebrale (Fig. 4-36) misurato 48 ore dopo

la riperfusione.

Sham Veicolo AZM 150 mg/kg

Figura 4-35: Immagini rappresentative della riduzione del danno cerebrale in topi trattati con
AZM. Le sezioni coronali cerebrali di topo sono state colorate con cresil violetto in topi sham (prima
immagine) o sottoposti a 30 minuti di MCAo seguite da 48 ore di riperfusione senza e con trattamento
con azitromicina (rispettivamente seconda e terza immagine).
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Figura 4-36: Effetto dell’azitromicina somministrata i.p. al momento della riperfusione in topi
sottoposti ad MCA®o transitoria (30 min). L’area di infarto cerebrale (A), il volume (B) ¢ I’edema (C)
sono stati misurati dopo 48 ore di riperfusione nei topi trattati con AZM (150 mg/kg) o veicolo.
***p<(,001, **P<0,01 e *P<0,05 vs veicolo (ANOVA seguita dal test di Dunnett).

Negli animali trattati con la dose di azitromicina pari a 0,15 mg/kg il volume di infarto
misurato dopo 48 ore di riperfusione é risultato paragonabile a quello degli animali
controllo. Al contrario, le dosi di AZM pari a 1,5 e 15 mg/kg hanno prodotto una
riduzione del volume di infarto pari a circa il 60% rispetto a quello misurato negli
animali controllo. La dose di AZM pari a 150 mg/Kkg e risultata essere la piu efficace

(dosi piu alte di AZM non riducono ulteriormente il volume di infarto; dati non

mostrati) con una riduzione del danno cerebrale pari a circa il 75% rispetto al volume
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di infarto misurato a 48 ore di riperfusione negli animali in cui e stato somministrato il
solo veicolo.

Per escludere la possibilita che la neuroprotezione da azitromicina sia associata ad una
alterazione della perfusione ematica cerebrale, & stato monitorato il flusso ematico
cerebrale e non é stata osservata alcuna variazione tra gli animali trattati con AZM e

quelli a cui é stato somministrato il solo veicolo (Fig. 4-37).
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Figura 4-37: Monitoraggio del flusso ematico cerebrale nel ratto. Il trattamento con azitromicina
non influenza la riduzione del flusso ematico cerebrale (CBF) indotta dall’MCAo transitoria nei topi.

L’efficacia neuroprotettiva dell’azitromicina e la sua potenziale utilita clinica sono
ulteriormente avvalorate dall’evidenza che il farmaco € in grado di ridurre in maniera
significativa il volume di infarto cerebrale con una finestra temporale estesa (Fig. 4-

38).
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Figura 4-38: Finestra temporale dell’azitromicina in topi sottoposti a MCAo transitoria. La
somministrazione di azitromicina (150 mg/kg, i.p.) al momento della riperfusione (Oh) determina una
significativa riduzione del volume di infarto; tale effetto protettivo si mantiene anche quando il farmaco
viene somministrato entro 6 ore dall’inizio della riperfusione.

Nel modello di MCA®o transitoria nei topi, la somministrazione di azitromicina (150
mg/kg, i.p.) al momento della riperfusione determina una significativa riduzione del
volume di infarto; tale effetto protettivo si mantiene anche quando il farmaco viene
somministrato dopo 2 o 4 ore dall’inizio della riperfusione per poi annullarsi soltanto
quando la somministrazione viene effettuata dopo 6 ore di riperfusione.

Per determinare se, anche nei topi, 1’effetto neuroprotettivo dell’azitromicina persista
nel tempo, sono stati valutati la morte neuronale mediante immunofluorescenza e il
deficit neurologico 7 giorni dopo I’induzione della MCAo. Nei topi trattati con
azitromicina (150 mg/kg, i.p.) € stata osservata una significativa riduzione
dell’estensione del danno cerebrale valutata mediante immunofluorescenza con NeuN
dopo 7 giorni di riperfusione, rispetto agli animali controllo (Fig. 4-39A). La
neuroprotezione e risultata associata ad una significativa riduzione del deficit

neurologico a sette giorni dall’ischemia se paragonato a quello degli animali controllo

(Fig. 4-39B).
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Figura 4-39: Valutazione dell’effetto neuroprotettivo dell’azitromicina dopo 7 giorni di
riperfusione. (A) L’estensione del danno ischemico cerebrale ¢ stata valutata mediante tecnica di
immunofluorescenza con NeuN in topi sottoposti a 30 minuti di MCAo seguiti da 7 giorni di
riperfusione. (B) Dopo 3 e 7 giorni di riperfuione & stato valutato anche il deficit neurologico.
***p<0,001 vs il corrispondente score degli animali veicolo (t test di Student).
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Nel presente studio abbiamo caratterizzato le proprieta neuroprotettive di un
antibiotico macrolide, 1’azitromicina, in modelli sperimentali di ischemia cerebrale
focale. La dimostrazione dell’efficacia dell’azitromicina conferma la validita
dell’approccio del drug repurposing per 1’identificazione di nuove terapie per 1’ictus
ischemico (Bagetta et al., 2011). 1l razionale della scelta del farmaco si basa sulla sua
capacita, dimostrata in altri modelli sperimentali, di modulare meccanismi cruciali
coinvolti nella patofisiologia dell’ischemia cerebrale. Difatti, dall’analisi della risposta
inflammatoria conseguente all’insulto ischemico nei roditori &€ emerso come
I’attivazione precoce della microglia residente e la rapida infiltrazione cerebrale dei
macrofagi e dei neutrofili possano rappresentare utili target terapeutici. Cio €
ulteriormente corroborato di recenti studi di microarray che hanno documentato come
la maggior parte dei geni modulati acutamente nel sangue dei pazienti colpiti da ictus
ischemico risiede proprio nei PMN e nei monociti (Tang et al., 2006). L’azitromicina
e capace di accumularsi in queste cellule e di modularne I’attivazione ¢ le funzioni in
numerose patologie inflammatorie sistemiche (Carlier et al., 1994; Lin et al., 2000;
Meyer et al., 2009). Nei nostri modelli di ischemia cerebrale focale abbiamo
dimostrato che 1’azitromicina riduce in maniera significativa il danno cerebrale e il

deficit neurologico, confermando la sua azione neuroprotettiva (Bagetta et al., 2011).
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L’effetto si osserva a dosi di farmaco inferiori a quelle normalmente utilizzate per
ottenere D’effetto antibatterico e con una finestra temporale molto estesa. Ci0
sottolinea il potenziale terapeutico dell’azitromicina nei pazienti colpiti da ictus
ischemico e pone le basi per la validazione dell’efficacia del farmaco in studi clinici.

Il primo obiettivo dello studio é stato quello di caratterizzare la risposta
inflammatoria post-ischemica, sia centrale che periferica, mettendola in relazione con
I’evoluzione del danno cerebrale. A tal fine abbiamo utilizzato un modello di ischemia
cerebrale basato sull’occlusione transitoria dell’arteria cerebrale media nel topo che
produce un danno ischemico focale a livello dello striato e della corteccia
frontoparietale. Tale insulto e associato ad un danno significativo a carico della BEE
evidente nell’emisfero ischemico gia dopo due ore di riperfusione. Studi precedenti
hanno documentato come entro due ore dall’inizio dell’ischemia la lamina basale
endoteliale cominci a dissolversi (Hamann et al., 1995) portando ad un aumento della
permeabilita della BEE. In accordo con la letteratura (Belayev et al., 1996; Huang et
al., 1999), abbiamo inoltre documentato che il picco di rottura della barriera avviene
dopo 48 ore di riperfusione nei topi sottoposti a 30 minuti di MCAuo.

L’analisi  spazio-temporale della risposta infiammatoria in seguito
all’occlusione dell’arteria cerebrale media ¢ stata condotta mediante esperimenti di
immunofluorescenza. In accordo con i dati riportati in letteratura le cellule microgliali
sono risultate essere le prime a rispondere all’insulto tissutale ischemico nel cervello
mostrando segni di attivazione entro pochi minuti dall’inizio dell’ischemia (Aloisi,
2001; Schilling et al., 2003). Nelle aree non interessate dall’ischemia e nell’emisfero
controlaterale la microglia presenta sottili ramificazioni e piccoli corpi cellulari, tipici

dello stato quiescente. Dopo 48 ore di riperfusione, la microglia e apparsa fortemente
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attivata  nell’emisfero  ischemico presentando  modificazioni  morfologiche
caratterizzate da rigonfiamento cellulare e accorciamento e ispessimento dei processi,
fino ad assumere un fenotipo fagocitico ameboide. A questi tempi, abbiamo infatti
osservato come alcune di queste cellule siano in una fase di fagocitosi dei neutrofili.
Questi dati sono confermati dagli studi di Denes e colleghi (2007) nei quali e stata
osservata un’intensa fagocitosi dei neutrofili da parte della microglia presente nel core
ischemico gia 48 ore dopo I’insulto ischemico. Abbiamo inoltre identificato due
principali aree: il margine della lesione in cui le cellule microgliali presentano un
soma cellulare piu grande e le tipiche ramificazioni, e la regione del core ischemico in
cui le cellule presentano una forma ameboide con soma ipertrofico. Questa
caratteristica localizzazione della microglia attivata dall’insulto ischemico ¢ in
accordo con quanto descritto in altri modelli di ischemia cerebrale (Nowicka et al.,
2008). Zhang e colleghi (1997b) hanno descritto, in un modello di MCAo transitoria,
il profilo temporale della risposta microgliale all’insulto ischemico. In accordo con
quanto osservato nel nostro studio, essi hanno rilevato la presenza di cellule
microgliali con morfologia ameboide prevalentemente nel core ischemico, mentre una
microglia attivata e ramificata era presente nelle regioni attorno al core. L’attivazione
precoce della microglia porta alla produzione di numerosi mediatori pro-infiammatori,
inclusi IL-1p e TNF-a, specie reattive di ossigeno e azoto e proteasi come le MMP
che amplificano il danno tissutale (del Zoppo et al., 2007); tuttavia, la microglia
contribuisce anche alla risoluzione dell’inflammazione mediante il rilascio di IL-10 e
TGF-p e, nella fase piu tardiva del processo riparativo, tramite la produzione di fattori
di crescita (IGF-1) e I’attivita fagocitica (Ransohoff & Cardona, 2010). Nel nostro

modello abbiamo osservato come lo stato di attivazione delle cellule microgliali si
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mantenga sia a 3 che a 7 giorni dall’induzione dell’insulto ischemico. Tuttavia, dopo 7
giorni di riperfusione, parte delle cellule microgliali inizia ad assumere una
morfologia aberrante, tipica delle cellule che vanno incontro a morte. La
degenerazione della microglia a tempi tardivi € stata riportata anche da altri studi in
modelli di MCAo0 permanente nel topo (Tanaka et al., 2003).

L’astrogliosi reattiva ¢ una componente chiave della risposta cellulare
all’insulto cerebrale ischemico (Ridet et al., 1997). Pochi minuti dopo ischemia, i
neuroni e le cellule gliali iniziano a rilasciare mediatori pro-infiammatori, citochine e
ROS che portano all’attivazione degli astrociti con conseguente alterazione
dell’espressione molecolare e ipertrofia cellulare, seguite da proliferazione e
formazione della cicatrice gliale (Tuttolomondo et al., 2008; Sofroniew, 2009). A
differenza delle cellule microgliali, la cui attivazione é risultata limitata al core e al
margine della lesione, gli astrociti sono apparsi attivati a 48 ore di riperfusione in aree
pit estese, incluse la penombra e le regioni peri-ischemiche. Nelle regioni di core
ischemico come lo striato laterale gli astrociti hanno mostrato morfologie aberranti
probabilmente legate ad un danno cellulare indotto dalla MCAo. Nella regione peri-
ischemica, invece, e stata osservata una piu intensa espressione di GFAP se
paragonata con I’emisfero controlaterale. Le nostre osservazioni sono in accordo con
quanto riportato da altri autori che hanno utilizzato modelli sperimentali simili al
nostro. In seguito ad MCAo transitoria € stato osservato, infatti, che gli astrociti
GFAP-positivi sono praticamente assenti nel core della lesione ischemica, mentre un
elevato numero di astrociti reattivi & presente in regioni periferiche e tale stato di
attivazione si mantiene fino a 7 giorni di riperfusione (Chen et al., 1993; Li et al.,

1995¢). Rispetto agli astrociti dell’emisfero controlaterale, quelli presenti nelle aree
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delimitanti la lesione ischemica (sia a 3 che a 7 giorni di ripefusione), hanno mostrato
un corpo cellulare pit grande e con una elevata espressione di GFAP. A 3 giorni di
riperfusione, le immagini di immunofluorescenza hanno rivelato una piu elevata
concentrazione di cellule astrocitarie attorno al core della lesione. E risultata evidente
una sostenuta proliferazione di cellule astrocitarie e la loro migrazione verso la zona
di delimitazione del core ischemico. Tale “bordo” di astrociti ¢ risultato piu marcato e
ben definito dopo 7 giorni di riperfusione, quando si € osservata la formazione della
“cicatrice gliale”. La gliosi reattiva € stata descritta in vari modelli di danno a carico
del SNC ed e stata da sempre considerata un evento deleterio dal momento che induce
la formazione dell’edema, ’inibizione della rigenerazione assonale, la produzione di
mediatori pro-infiammatori come il fattore di necrosi tumorale (TNF)-a e I’'IL-1 e,
entro poche ore dall’evento ischemico, la produzione di IL-1p e MMP che
contribuiscono alla rottura della BEE (Dvoriantchikova et al., 2009). Tuttavia, nuove
evidenze suggeriscono che le risposte degli astrociti all’insulto ischemico possono
essere coinvolte anche nella neuroprotezione e nella riparazione del tessuto mediante
il recupero del glutammato extracellulare, la riparazione della BEE e la sintesi di
fattori neurotrofici (del Zoppo, 2009; Shen et al., 2010); inoltre la cicatrice gliale tra
I’area danneggiata irreversibilmente e la zona peri-ischemica, e di fondamentale
importanza nel prevenire I’infiltrazione di cellule inflammatorie e nella stimolazione
della rivascolarizzazione (Herrmann et al., 2008).

La risposta inflammatoria al danno cerebrale ischemico, oltre ad attivare le
cellule gliali residenti, induce il reclutamento di cellule ematiche, inclusi macrofagi,
neutrofili, cellule dendritiche e linfociti T, come dimostrato sia in modelli animali sia

in pazienti ischemici (Kamel & ladecola, 2012). Nel nostro modello di ischemia
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focale transitoria abbiamo osservato come dei vari tipi di leucociti, i neutrofili sono tra
I primi a infiltrare il parenchima. Abbiamo osservato la presenza di numerose cellule
nell’emisfero ischemico gia dopo 24 ore dall’insulto; esse sono apparse come
aggregati cellulari o come cellule isolate ma prevalentemente localizzate a livello dei
vasi sanguigni, attaccati alle pareti e a vari stadi di diapedesi nella regione del core
ischemico. Questo accumulo di neutrofili nei vasi, prima della loro massiccia
fuoriuscita nel parenchima cerebrale é stato descritto anche in un modello di MCAo
permanente (Garcia et al., 1994). Il picco di infiltrazione di neutrofili lo abbiamo
osservato dopo 48 ore di riperfusione, tempo al quale queste cellule sono apparse
distribuite in numerose aree dell’emisfero ischemico, inclusi lo striato e le regioni
della penombra e peri-ischemiche. E interessante notare come il picco di infiltrazione
di neutrofili corrisponda al picco di apertura della BEE. L’importanza
dell’infiltrazione dei neutrofili durante 1’ischemia cerebrale ¢ stata documentata in
diverse specie. L’accumulo cerebrale di queste cellule é stato correlato allo sviluppo
del danno cerebrale in modelli sperimentali di ischemia nei roditori (Atochin et al.,
2000) e alla gravita del danno tissutale e all’esito finale sfavorevole nei pazienti
ischemici (Buck et al., 2008). A tempi piu tardivi (3 e 7 giorni) abbiamo osservato una
tendenziale riduzione del numero di neutrofili nell’emisfero ischemico. I neutrofili
vengono rapidamente mobilizzati dal midollo osseo ed entrano nella circolazione
sistemica in risposta all’insulto ischemico (Hedrich & Bullock, 2004). In accordo con
questa nota risposta all’insulto, abbiamo osservato, mediante analisi citofluorimetrica
un incremento significativo (2 ore dopo I’insulto) del numero di neutrofili nel sangue
e nella milza in topi sottoposti a ischemia transitoria rispetto agli animali sham. A

tempi piu tardivi (24 ore e 7 giorni), pur mantenendosi elevato il numero di neutrofili
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in circolo rispetto agli animali sham, abbiamo osservato una tendenza alla riduzione
del numero di queste cellule nel sangue e tale riduzione &, probabilmente, associata
all’infiltrazione di queste cellule nel tessuto cerebrale.

In aggiunta ai neutrofili, i macrofagi sono risultati essere le cellule
maggiormente presenti nell’emisfero ischemico. L’infiltrazione dei macrofagi ¢
risultata evidente gia dopo 24 ore di riperfusione per raggiungere il picco a 48 ore
dall’inizio dell’ischemia. Nel core ischemico il numero di macrofagi presenti e
risultato considerevolmente inferiore rispetto a quello evidenziato ai margini del
tessuto leso e nelle regioni peri-ischemiche. L’emisfero controlaterale ¢ risultato
completamente privo di macrofagi infiltranti. Dopo 3 e 7 giorni di riperfusione i
macrofagi presenti nel tessuto leso sono risultati considerevolmente di numero
inferiore rispetto alle 48h. L’infiltrazione cerebrale dei macrofagi ¢ stata documentata
sia in modelli animali di ischemia che in pazienti con stroke (Jander et al., 2007) ed é
stato messo in evidenza il ruolo dualistico di queste cellule nell’evoluzione del danno
cerebrale (Hu et al., 2012). Il fenotipo M1 promuove il danno mediante la produzione
di NO, ROS e citochine pro-inflammatorie, mentre i macrofagi M2 sono implicati
nella rimozione dei detriti cellulari, nella stimolazione dell’angiogenesi, nel
rimodellamento e nella riparazione del tessuto leso (Shechter & Schwartz, 2013). |
macrofagi possono assumere numerosi fenotipi diversi in relazione ai segnali
provenienti dal microambiente e che sono correlati in maniera spazio-temporale
all’evoluzione del danno cerebrale ischemico (Perego et al., 2011). Uno studio recente
ha documentato come una sottopopolazione di macrofagi derivanti dal midollo osseo,
reclutati attraverso CCR2 ¢ in grado di mantenere I’integrita dell’unita neurovascolare

e di prevenire la trasformazione emorragica in modelli murini di stroke (Gliem et al.,
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2012a). Importanti informazioni circa le funzioni dei macrofagi e la loro infiltrazione
nel tessuto cerebrale 24-48 ore dopo I’insulto ischemico sono presenti in letteratura
(ladecola, 1997) cosi come la caratterizzazione del ruolo di queste cellule
nell’ischemia cerebrale e in altre patologie neurodegenerative (Biju et al., 2010;
Butovsky et al., 2012b; Prinz et al., 2011b). In un elegante studio, Gliem e colleghi
hanno dimostrato come una specifica popolazione di macrofagi abbia un ruolo
determinante nell’evoluzione dell’infiammazione associata alla lesione (Gliem et al.,
2012a). Essi hanno messo in evidenza come i macrofagi siano reclutati entro 24 ore
dall’inizio dell’ischemia e possano trasformarsi localmente in un fenotipo anti-
inflammatorio che gioca un ruolo determinante nel mentenimento dell’integrita
dell’unita neurovascolare (Gliem et al., 2012a). Nel nostro studio abbiamo osservato
come immediatamente dopo I’insulto ischemico, a livello sistemico, la popolazione
macrofagica che viene mobilizzata sia quella pro-infiammatoria M1. In effetti
abbiamo documentato come a tempi precoci (dopo 2 ore di riperfusione) vi sia un
drastico incremento di questa popolazione cellulare nel peritoneo ma anche nel sangue
e nella milza di topi sottoposti a MCAo0. Questa popolazione macrofagica infiltra il
cervello ischemico esplicando le sue funzioni fagocitiche e di mantenimento della
risposta pro-inflammatoria a 24-48 ore dall’insulto. A partire dalle 48 ore abbiamo
osservato come alcune di queste cellule siano Argl positive (marker del fenotipo M2;
dati non mostrati) indice del fatto che una parte dei macrofagi, gia a questi tempi,
inizia ad esplicare le proprie funzioni benefiche sulla riparazione e il rimodellamento
del tessuto leso.

I nostri risultati hanno messo in evidenza la presenza di linfociti T citotossici

nell’emisfero ischemico solo a tempi piu tardivi, ovvero dopo 3 e, soprattutto, 7 giorni
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di riperfusione nei topi sottoposti a MCAo. Il ruolo deleterio dei linfociti T CD4" e
CD8" ¢ stato descritto in diversi modelli sperimentali di ischemia nel topo (Yilmaz et
al., 2006). Queste cellule sono state individuate, in seguito ad ischemia cerebrale,
anche nei ratti e nei pazienti ischemici, testimoniando la loro funzione cruciale
nell’evoluzione del danno (Jander et al., 1995; Schwab et al., 2001). Tuttavia, il fatto
che tali cellule infiltrino il cervello a tempi piu tardivi rispetto ai neutrofili e ai
macrofagi suggerisce una loro minore rilevanza quali target terapeutici per la
neuroprotezione. L’analisi genomica nei pazienti colpiti da ictus ischemico conferma
ulteriormente la nostra ipotesi secondo cui i macrofagi e i neutrofili, attivati
precocemente dopo [I’insulto ischemico, potrebbero rappresentare utili bersagli
terapeutici. La tecnologia microarray ha reso possibile 1’analisi dell’espressione di
migliaia di geni e studi recenti hanno descritto le variazioni dell’espressione genica
nel sangue sia di animali che di pazienti colpiti da ischemia cerebrale. In particolare, e
stato osservato che sono almeno 1335 i geni regolati in seguito ad un evento
ischemico e tra questi 134 risultano regolati entro 5 ore dall’insulto. La maggior parte
dei geni modulati acutamente nel sangue dei pazienti colpiti da ictus ischemico risiede
nei PMN e nei monociti (Tang et al., 2006; Brooks et al., 2013) suggerendo un ruolo
chiave di questi tipi cellulari nella patofisiologia ischemica. Utilizzando 1’approccio
del drug repurposing abbiamo individuato nell’azitromicina un potenziale farmaco
per il trattamento dell’ischemia cerebrale essendo quest’ultimo in grado di
accumularsi in queste cellule (Fieta et al., 1997; Bearden & Rodvold, 1999; Mtairag et
al., 1995; Wildfeuer et al., 1996) modulandone 1’attivazione e le principali funzioni in
numerose patologie infiammatorie (Anderson, 1989; Roche et al., 1986).

L’azitromicina & un antibiotico a struttura macrolidica utilizzato in clinica per il
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trattamento di infezioni delle vie respiratorie, della cute e dei tessuti molli, di infezioni
odontostomatologiche, di uretriti non gonococciche (da Chlamydia trachomatis) e
dell’ulcera molle (da Haemophilus ducreyi) (Zuckerman et al., 2009). Numerosi studi
sia in vitro che in vivo (es. pazienti affetti da patologie quali la fibrosi cistica o la
DPB) hanno messo in evidenza alcune importanti proprieta anti-infiammatorie
dell’azitromicina tra cui I’inibizione della chemotassi dei neutrofili e della produzione
di specie reattive dell’ossigeno, la riduzione dell’espressione di molecole di adesione,
gli effetti pro-apoptotici sui neutrofili e 1’inibizione della produzione di citochine pro-
inflammatorie quali IL-1, IL-6, TNF-a e IL-10 da parte di cellule fagocitiche e
neutrofili (Wenisch et al., 1996; Lin et al., 2000; Inamura et al., 2000; Khan et al.,
1999). Diversi studi hanno dimostrato come I’azitromicina sia in grado di polarizzare i
macrofagi verso il fenotipo benefico M2 determinando una ridotta produzione di IL-
12 e IL-6 e un aumento di IL-10 (Murohy et al., 2008). E stata anche osservata una
riduzione dei livelli di IL-1B, CCL-2 e TNF-a nei macrofagi alveolari M1 in seguito al
trattamento con questo farmaco in soggetti affetti da fibrosi cistica (Meyer et al.,
2009).

Tali evidenze suggeriscono il potenziale terapeutico dell’azitromicina in
patologie caratterizzate da un’importante attivazione/disregolazione di risposte
inflammatorie mediate da macrofagi e neutrofili. Pertanto, nel presente lavoro
abbiamo caratterizzato gli effetti neuroprotettivi di questo farmaco in modelli
sperimentali di ischemia cerebrale focale caratterizzati, come sopra descritto, da un
importante coinvolgimento sia delle cellule macrofagiche che dei neutrofili circolanti.
Al fine di implementare la rilevanza traslazionale dei dati, gli esperimenti sono stati

condotti in accordo con le indicazioni dello STAIR (Fisher et al., 2009), ovvero é stata
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caratterizzata la curva dose-risposta del farmaco ed é stata definita una finestra
temporale di efficacia in modelli di MCAo. Gli esperimenti sono stati effettuati sia nei
ratti che nei topi e le analisi istologiche e funzionali sono state effettuate sia
acutamente che a lungo-termine.

La somministrazione orale di azitromicina ad una dose di 150 mg/kg, prima
dell’induzione della MCAo, ha prodotto una significativa riduzione del volume di
infarto cerebrale in modelli di MCAO sia transitoria che permanente. Sebbene nel caso
di pazienti colpiti da ictus ischemico il trattamento farmacologico debba essere
necessariamente effettuato dopo la comparsa dei sintomi e, quindi dopo I’insulto
ischemico, il dato della protezione dell’azitromicina in pre-trattamento potrebbe
trovare altre utili applicazioni come trattamento profilattico durante procedure
chirurgiche (per es. chirurgia vascolare) che comportano un elevato rischio di danno
tissutale ischemico. In tali casi, il pre-trattamento con azitromicina puo ridurre il
danno tissutale ischemico che pud essere causato dalle procedure chirurgiche che
coinvolgono vasi di grosso calibro, come per esempio procedure per il trattamento
degli aneurismi dell’aorta toracica o dell’aorta addominale. Altre situazioni in cui il
danno tissutale ischemico puo essere prevenuto impiegando il trattamento descritto
qui, includono il bypass coronarico, 1’angioplastica coronarica, 1’impianto di Stent
arteriosi, la ricostruzione mesenterica e renale, le procedure infrainguinali,
I’endoarterectomia carotidea e le ricostruzioni dei vasi maggiori (Kantonen et al.,
1998; Axelrod et al., 2004; Sharifpour et al., 2013). E importante sottolineare che
I’azitromicina ¢ un farmaco ben tollerato nell’uomo. Cid risulta notevolmente
interessante dal punto di vista clinico poiché la maggior parte dei composti con

documentata azione neuroprotettiva nei modelli sperimentali e quindi potenzialmente
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benefici anche nei pazienti colpiti da ischemia, non é sfruttabile in clinica per la
comparsa di gravi effetti tossici (Ginsberg, 2008). Tali effetti indesiderati ostacolano
I’utilizzo di questi farmaci per il trattamento profilattico dei pazienti ad alto rischio di
patologie ischemiche. Al contrario, I’azitromicina potrebbe essere efficace Sia per la
profilassi, che per il trattamento delle lesioni ischemiche senza produrre effetti
collaterali gravi nell’uomo.

E ancora pill interessante notare come l’attivita neuroprotettiva
dell’azitromicina si mantenga anche quando il farmaco viene somministrato dopo un
insulto ischemico di natura transitoria. | risultati ottenuti indicano come la
somministrazione sistemica del farmaco (0,15-150 mg/kg), produce una riduzione
dose-dipendente del danno ischemico cerebrale, senza modificare il flusso ematico
locale. L’effetto protettivo € stato osservato sia in un modello di ischemia cerebrale
severa (2 ore di MCAO nei ratti) sia in un modello di ischemia meno intensa (30
minuti di MCAo0 nei topi), confermando ed estendendo precedenti osservazioni
(Bagetta et al., 2011). In accordo con le raccomandazioni STAIR, abbiamo infatti
caratterizzato la finestra temporale di efficacia del farmaco e i risultati ottenuti hanno
messo in evidenza che la somministrazione sistemica di azitromicina (150 mg/kg, i.p.)
dopo 4,5 ore di occlusione della MCA continua a produrre una significativa riduzione
del danno ischemico cerebrale. Questa estesa finestra temporale avvalora la potenziale
utilita clinica del farmaco. In effetti, dal momento che 1’azitromicina ¢ in grado di
prevenire il danno cerebrale in modelli di ischemia transitoria caratterizzata dal
ripristino del flusso ematico, il farmaco puo essere impiegato per il trattamento dello
stroke ischemico in combinazione con la trombolisi con Alteplase (rt-PA), unico

trattamento farmacologico approvato per pazienti colpiti da ictus ischemico (Guidlines
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for management of ischaemic stroke and transient ischaemic attack, 2008; SPREAD,
2012). Le conclusioni di due importanti studi pubblicati di recente su New England
Journal of Medicine e su Lancet hanno mostrato come la finestra terapeutica del
trattamento trombolitico endovenoso con t-PA (alteplase) possa essere ampliata a 4,5
ore (Furlan, 2012). Lo studio ECASS Ill ha dimostrato che i pazienti trattati con
alteplase in tale finestra temporale estesa mostrano un aumento del 34% delle
probabilita di avere un esito favorevole a 3 mesi rispetto al gruppo placebo. Risultati
analoghi si sono ottenuti dal SITS-ISTR (Safe Implementation of Treatments in Stroke
— International Stroke Thrombolysis Registry), in cui 664 pazienti trattati fra le 3 e le
4,5 ore sono stati paragonati a 11.865 pazienti trattati entro le 3 ore (Ahmed et al.,
2013). Non e emersa differenza significativa fra i due gruppi per quanto riguarda la
comparsa di emorragie sintomatiche. A tal proposito, di recente, anche I’Italia, come
la maggior parte dei Paesi Europei, ha recepito 1’approvazione dell’estensione della
finestra di trattamento con alteplase nei casi di ictus ischemico acuto, entro 4,5 ore
dall’insorgenza dei sintomi e dopo aver escluso la diagnosi di emorragia intracranica o
la presenza di altri fattori che rendono controindicato 1’utilizzo (pazienti in terapia
anticoagulante orale, ipertensione arteriosa grave non controllata, insufficienza
epatica, ecc.) (SPREAD, 2012). Alla luce di queste nuove evidenze ¢ ipotizzabile che
’azitromicina possa essere utilizzata in combinazione con la trombolisi nell’ambito
della finestra temporale estesa.

La neuroprotezione indotta dall’azitromicina ¢ stata valutata anche a tempi piu
tardivi ed ¢ emerso come 1’effetto protettivo del farmaco sia long-lasting. In effetti dai
risultati € emerso come sia nei ratti sottoposti a 2h di MCAo che nei topi sottoposti a

30 minuti di ischemia, la somministrazione sistemica acuta di azitromicina produce
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una riduzione significativa dell’area di infarto cerebrale, del volume e dell’edema
misurati dopo sette giorni di riperfusione. Gli animali trattati acutamente con
azitromicina hanno mostrato, inoltre, un significativo recupero dei deficit neurologici
valutati fino a sette giorni dopo I’insulto. La valutazione di questo parametro ¢ di
estrema importanza. Le analisi istologiche e le valutazioni comportamentali devono
essere condotte a tempi tardivi rispetto all’insulto ischemico al fine di dimostrare un
beneficio persistente del trattamento farmacologico proposto (Fisher et al., 2009). |
nostri dati dimostrano che una singola somministrazione del farmaco produce effetti
protettivi che si mantengono nel tempo, inoltre & interessante notare come la dose
neuroprotettiva di azitromicina sia minore rispetto alla dose antimicrobica. Sulla base
dei dati nei roditori, I’EDsg per ’azione antimicrobica di azitromicina ¢ circa 10
mg/kg (Girard et al., 1987) mentre, in accordo con il presente lavoro, la EDsy per
I’effetto neuroprotettivo ¢ risultata essere pari a 0,59 mg/kg nei topi e a 1,19 mg/kg
nei ratti sottoposti ad ischemia cerebrale. Questi dati suggeriscono che la dose da
utilizzare nei pazienti ischemici dovrebbe essere paragonabile o addirittura inferiore a
quella normalmente impiegata in clinica per I’effetto antibatterico e di cui ¢ gia
documentata I’ampia tollerabilita nell’'uomo.

Riassumendo, le caratteristiche che rendono 1’azitromicina un buon candidato
per la terapia dell’ischemia includono: 1) una via di somministrazione che puo essere
orale o parenterale, 2) una buona biodisponibilita orale e una lunga emivita plasmatica
(Lalak & Morris, 1993), 3) elevato accumulo nelle cellule, in particolare nei
macrofagi, dove si raggiungono livelli centinaia di volte superiori rispetto a quelli

sierici (Gladue et al., 1989), 4) non ci sono controindicazioni per I’utilizzo nei
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bambini e nelle donne in gravidanza (FDA categoria B), 5) il farmaco ¢ ben tollerato e
gli effetti tossici sono poco gravi (Steigbigel, 1995).

Sulla base dei risultati ottenuti in questo lavoro, verra a breve avviato lo studio
clinico ASTRIS. Si tratta di uno studio multicentrico, randomizzato, in doppio cieco, a
gruppi paralleli, per valutare I’efficacia e la sicurezza d’impiego dell’azitromicina,
somministrata entro 5 ore dall’esordio dei sintomi, in pazienti con ictus ischemico
acuto nel territorio dell’arteria cerebrale media e sottoposti a trattamento trombolitico.
Si prevede I’arruolamento di circa 80 pazienti, i quali saranno trattati con azitromicina
alla dose di 500 mg in 250 cc di fisiologica o con placebo (fisiologica 250 cc) per via
endovenosa in un’unica somministrazione € saranno osservati per un periodo di 90
giorni. Per validare I’efficacia clinica dell’azitromicina, obiettivo primario dello studio
sara quello di documentare una riduzione significativa del deficit neurologico a 7
giorni nei pazienti trattati. Questo paramentro sara valutato anche dopo 30 giorni e 3
mesi dall’esordio della patologia. Infine, saranno valutate la tollerabilita e la sicurezza
d’impiego del trattamento. | risultati dello studio ASTRIS saranno fondamentali per
I’approvazione dell’azitromicina come nuova strategia terapeutica per il trattamento

dei pazienti colpiti da ictus ischemico.
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