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SOMMARIO 

Il dolore neuropatico determina una drastica riduzione della qualità della vita dei pazienti 

che ne sono colpiti e, purtroppo, i trattamenti farmacologici attualmente utilizzati sono 

spesso poco efficaci. Pertanto, al fine di imparare a riprodurre diversi modelli animali di 

dolore, ma soprattutto il modello di dolore neuropatico da legatura del nervo spinale L5 

(SNL) ed i tests comportamentali per lo studio della risposta dolorifica è stato necessario 

svolgere un periodo di esperienza formativa all’estero presso un gruppo di Ricerca esperto 

nel settore. Utilizzando il modello SNL è stato studiato, con approccio comportamentale, il 

coinvolgimento di diversi sottotipi di canali del sodio voltaggio-dipendenti (Nav1.3, Nav1.7 

e Nav1.8) e del fattore neurotrofico derivato dal cervello (BDNF) nello sviluppo dei 

fenomeni di ipersensibilità che accompagnano il dolore neuropatico in topi sottoposti a 

delezione genica sia globale che nocicettore-specifica del gene di interesse. Gli studi 

comportamentali hanno mostrato che l’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo 

spinale L5 si sviluppa normalmente sia in topi knock-out per i canali Nav1.3, Nav1.7 e 

Nav1.8 che per il fattore neurotrofico BDNF. Nonostante i risultati ottenuti siano negativi 

hanno permesso non solo di chiarire che i canali Nav1.3, Nav1.7 e Nav1.8 ed il BDNF 

rilasciato dai neuroni sensitivi non sono necessari per lo sviluppo del dolore neuropatico 

indotto da SNL, ma che il modello sperimentale utilizzato rappresenta un valido strumento 

per lo studio del dolore neuropatico. Infatti, dal momento che la legatura del nervo spinale 

L5 induce una severa allodinia meccanica che persiste almeno fino a 30 giorni ed è 

facilmente determinabile in maniera quantitativa, permette sia di studiare i meccanismi 

fisiopatologici alla base dello sviluppo del dolore neuropatico che di valutare il profilo 

analgesico di nuovi potenziali agenti farmacologici per il suo trattamento. In seguito alla 

messa a punto del modello SNL nelle nuove condizioni sperimentali, è stato effettuato lo 

studio del profilo farmacologico di sostanze di origine naturale ed in particolare dell’olio 

essenziale (OE) di bergamotto. Sebbene il trattamento subcronico con il fitocomplesso non 

abbia determinato una riduzione significativa dell’allodinia meccanica indotta da SNL, è 

stata riscontrata una tendenza alla riduzione 7 giorni dopo SNL suggerendo che il 

fitocomplesso possa interferire con i meccanismi di sviluppo del dolore neuropatico.  
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Successivamente, è stato caratterizzato anche il profilo farmacologico del linalolo, uno dei 

componenti presenti in maggiore quantità (6-18%) nella frazione volatile dell’OE di 

bergamotto. I risultati ottenuti hanno mostrato che il trattamento subcronico, ma non acuto, 

con il monoterpene determina una riduzione statisticamente significativa dell’allodinia 

meccanica indotta da SNL a 7 giorni, stesso tempo in cui era stata riscontrata una tendenza 

alla riduzione dopo trattamento subcronico con OE di bergamotto. Inoltre, al fine di studiare 

il coinvolgimento della serina/treonina protein chinasi B o Akt nello sviluppo del dolore 

neuropatico e nei meccanismi responsabili dell’azione analgesica del linalolo sono stati 

studiati i livelli di espressione di pAkt e Akt totale a livello del tratto lombare del midollo 

spinale 1, 3 e 7 giorni dopo SNL, mediante la metodica del western blotting. I risultati 

ottenuti hanno mostrato che i livelli di Akt non subiscono variazioni significative ai tempi 

studiati in seguito a legatura del nervo spinale L5 nel topo, né in assenza di trattamenti 

farmacologici né dopo trattamento subcronico con linalolo. Pertanto, è possibile escludere il 

coinvolgimento di tale chinasi nello sviluppo del dolore neuropatico indotto da SNL e nel 

meccanismo responsabile dell’azione antinocicettiva del linalolo. Tuttavia i meccanismi alla 

base dell’azione antiallodinica del linalolo rimangono da chiarire e necessitano di ulteriori 

studi. 
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1 INTRODUZIONE 
 

1. 1 Il dolore neuropatico  
 
1.1.1 Generalità 

  
Il dolore neuropatico è un tipo di dolore cronico associato tipicamente ad un danno a carico 

dei nervi o comunque del sistema nervoso, periferico o centrale. Si distingue pertanto dal 

dolore cronico di tipo infiammatorio che origina a partire da un evento flogistico che può 

derivare, per esempio, da un danno tissutale. Tuttavia tale distinzione non è così netta in 

quanto anche nel dolore neuropatico è spesso presente una importante componente 

infiammatoria (see Myers et al., 2006). La causa scatenante il dolore neuropatico può essere 

di origine traumatica oppure può essere associata a patologie dismetaboliche, quale per 

esempio il diabete (Veves et al., 2008), a tumori (see Allen, 1998) oppure a patologie 

immunoinfettive (vedi per esempio, la sindrome da immunodeficienza acquisita, HIV) 

soprattutto in fase terminale (Hewitt et al., 1997; Luciano et al., 2003). Il dolore neuropatico 

è una condizione patologica invalidante che determina uno scadimento della qualità della 

vita (Andersen & Worm-Pedersoen, 1989; Becker et al., 1997). Esso infatti è caratterizzato 

dalla presenza di allodinia ed iperalgesia che rendono difficoltosi attività semplici della vita 

quotidiana (un gentile tocco o anche il solo contatto con i vestiti può indurre dolore 

rendendo impossibile lo svolgimento delle normali azioni quotidiane). L’allodinia consiste 

nella risposta dolorifica in seguito all’applicazione di uno stimolo che in condizioni 

fisiologiche non dovrebbe essere interpretato come doloroso in quanto sottoliminare (fig. 

1.1). L’iperalgesia consiste, invece, in una risposta esagerata ad uno stimolo che comunque 

indurrebbe dolore cioè sovraliminare (fig. 1.1).  
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Fig. 1.1. Rappresentazione schematica dei concetti di iperalgesia e allodinia. 

Inoltre esso colpisce circa il 2-3 % della popolazione mondiale (Campbell & Meyer, 2006) e 

dallo 0.6 all’1.5% della popolazione USA (Warfield & Fausett, 2002; Schmader, 2002). 

Tale invalidante condizione patologica ha quindi un enorme impatto sia clinico che socio-

economico. Il primo studio sul dolore neuropatico è stato compiuto da Mitchell (1872) 

prendendo spunto dagli individui che avevano subito danno ai nervi durante la Guerra Civile 

Americana. Nei primi anni ’60, Melzach & Wall (1965) proposero la “gate control theory”, 

suggerendo l’esistenza di un sorta di cancello, a livello del Sistema Nervoso Centrale, in 

grado di aprirsi e chiudersi per lasciare passare o bloccare i messaggi dolorifici dalla 

periferia al cervello. A partire dall’ipotesi dell’esistenza di tale sistema di regolazione della 

trasmissione nocicettiva a livello spinale, ma soprattutto con la comparsa dei primi modelli 

animali di dolore neuropatico (Bennett & Xie, 1988; Seltzer et al., 1990 ; Kim & Chung, 

1992) lo studio del dolore ed, in particolare, di quello neuropatico, ha rappresentato un’area 

di intensa ricerca. Tra i diversi tipi di dolore cronico, il dolore neuropatico resta sicuramente 

il più difficile da trattare. Infatti, gli approcci farmacologici classicamente utilizzati per il 

trattamento del dolore, quali farmaci antinfiammatori non steroidei (FANS) e oppioidi, 

risultano spesso poco efficaci (Koltzenburg, 1998; Sindrup, 1999; Woolf & Mannion, 1999;  

Dellemijn, 1999). Dalla consapevolezza di tali problematiche e, soprattutto, dalla carenza di 

trattamenti farmacologici efficaci su tutta la popolazione sofferente, nasce la necessità di 

sviluppare nuove strategie terapeutiche in grado di alleviare il dolore neuropatico. La 

mancanza di agenti farmacologici validi è ascrivibile, almeno in parte, alla scarsa 
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comprensione dei meccanismi alla base dello sviluppo del dolore neuropatico. Pertanto, la 

maggiore conoscenza dei meccanismi che sottendono ai fenomeni di sensibilizzazione 

potrebbe permettere di individuare nuovi target farmacologici per la progettazione di 

farmaci maggiormente efficaci e con minori effetti collaterali. Recentemente, farmaci 

antiepilettici (gabapentin o carbamazepina) ed antidepressivi (amitriptilina, desimipramina) 

rappresentano un’ulteriore opportunità terapeutica (see Gordon & Love, 2004) per il dolore 

neuropatico resistente al trattamento con analgesici ed oppioidi. Tuttavia, anche tali farmaci 

risultano spesso inefficaci e possiedono un valore di N.N.T. (numero necessario da trattare) 

>2.5 cioè determinano una riduzione di almeno il 50% del dolore nel 40 % di pazienti 

trattati. Diverse evidenze sperimentali chiariscono, almeno in parte, i meccanismi alla base 

della ridotta efficacia degli oppioidi nel trattamento del dolore neuropatico. Per esempio, in 

seguito a danno ai nervi periferici è stata riportata la down-regulation dei recettori oppioidi 

(Ji et al., 1995; Zhang et al. 1998), l’aumentata espressione del peptide colecistochinina 

(CCK) che antagonizza l`azione degli oppioidi e la up-regulation del suo recettore CCK-B 

nei neuroni dei gangli delle radici dorsali (DRGs) (Hokfelt et al., 1994). Tuttavia, spesso 

sono poco noti i meccanismi alla base dell’azione analgesica dei farmaci utilizzati in terapia, 

anche di nuova introduzione. Per esempio, non si conosce il meccanismo responsabile 

dell’azione analgesica degli antidepressivi triciclici (TCAD) che rappresentano farmaci di 

prima scelta per il trattamento del dolore neuropatico. Tuttavia esso sembra essere 

indipendente dall’azione antidepressiva, in quanto la comparsa di analgesia è spesso più 

rapida (3-7 giorni) della comparsa dell’azione antidepressiva (14-21 giorni) (Mc Quay et al., 

1996). Per quanto riguarda il gabapentin, pur essendo strutturalmente correlato con il 

neurotrasmettitore a carattere inibitorio GABA non viene convertito metabolicamente in 

GABA o in un suo agonista e, pertanto, agisce con un meccanismo del tutto indipendente da 

tale neurotrasmettitore. Il gabapentin è stato oggetto di numerosi studi che ne hanno 

caratterizzato le proprietà farmacologiche e ne hanno dimostrato l’efficacia nell’alleviare il 

dolore neuropatico (Rosner et al., 1996; Mellick & Mellick, 1997; Rosenberg et al., 1997; 

Rowbotham et al., 1998, Taylor et al., 1998; Laird & Gidal, 2000) anche in condizioni 

patologiche quali le neuropatie diabetiche e la neuralgia posterpetica (Segal & Rordorf, 

1996; Backonja et al., 1998), Inoltre, sebbene il meccanismo alla base della sua azione 
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analgesica rimanga ancora da chiarire, studi in vitro hanno dimostrato che il gabapentin lega 

con alta affinità la subunità alfa2delta1 (Gee et al., 1996), ma non le subunità alfa2delta2 e 

alfa2delta3 (Marais et al., 2001), dei canali del calcio voltaggio-dipendenti. L’interazione 

del gabapentin con la subunità accessoria alfa2delta1 sembra essere la base molecolare per 

spiegarne gli effetti antiallodinici (Luo et al., 2001, 2002). Inoltre, è stato suggerito che essa 

possa determinare una riduzione dell’influsso di calcio a livello dei terminali nervosi 

presinaptici e, quindi, una riduzione del rilascio di amminoacidi eccitatori (Gee et al., 1996, 

Marais et al., 2001; Maneuf et al., 2001). A supporto di tale ipotesi, composti sintetizzati sul 

modello del gabapentin mostrano una potenza antinocicettiva che correla con la loro affinità 

di legame e la stereospecificità per la subunità alfa2delta (Suman-Chauhan et al., 1993; 

Dissanayake et al., 1997; Hwang & Yaksh, 1997). Diverse evidenze sperimentali 

suggeriscono, inoltre, che la subunità alfa2delta1 sia coinvolta nei meccanismi alla base del 

dolore neuropatico (Luo et al., 2001; Newton et al., 2001; Cole et al., 2005). Tuttavia, 

ancora è necessario investigare meglio il ruolo di diversi sistemi neurotrasmettitoriali e 

mediatori per poter sviluppare nuove strategie farmacologiche per il trattamento del dolore 

neuropatico. Per esempio, un recente studio condotto da Knabl e collaboratori (2008) ha 

riportato che l’L-838,417, un ligando del sito delle benzodiazepine privo di azione sedativa 

(α1 sparing) esplica un’azione antinocicettiva nel dolore neuropatico indotto dal danno da 

costrizione cronica (CCI) nel ratto suggerendo il possibile uso di ligandi del sito delle 

benzodiazepine ad azione non sedativa per il trattamento del dolore neuropatico. 

 

 

1.1.2 La fisiopatologia del dolore neuropatico   

L’elaborazione del messaggio dolorifico prevede quattro fasi: la conversione dello stimolo 

dolorifico in segnale elettrico a livello del terminale periferico (trasduzione), il passaggio 

del segnale dalla periferia alla corteccia passando attraverso le corna dorsali del midollo 

spinale (trasmissione), l’inibizione del segnale da parte del sistema nervoso (modulazione) e 

l’interpretazione dello stimolo a livello corticale (percezione). La via dolorifica coinvolge 
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numerose strutture sia a livello periferico che centrale (fig. 1.2), tuttavia gli elementi chiave 

sono: i nocicettori presenti a livello del terminale periferico del primo neurone della via che 

vengono attivati dallo stimolo dolorifico; i gangli delle radici dorsali (DRGs) che 

contengono i corpi cellulari del primo neurone; le corna dorsali del midollo spinale in cui si 

forma la prima sinapsi e che rappresentano il centro di integrazione dei segnali afferenti ed 

efferenti; la via ascendente e quella discendente che mediano la comunicazione tra il 

cervello ed il midollo spinale; i centri encefalici superiori (talamo, grigio periacqueduttale o 

PAG, corteccia, ecc.) che integrano il messaggio. I segnali provenienti dalla corteccia, dal 

talamo e dal PAG convergono a livello della medulla rostroventromediale (RVM) che invia 

sia messaggi a carattere inibitorio che eccitatorio a livello delle corna dorsali determinando 

la modulazione dell’eccitabilità del midollo spinale (see Vanegas & Schaible, 2004). In 

particolare, il PAG esercita un ruolo determinante nella modulazione inibitoria del dolore 

che è stato documentato per la prima volta da Reynolds e collaboratori (1969) mediante la 

dimostrazione che la stimolazione elettrica focale nel PAG di ratto possa permettere la 

chirurgia addominale in assenza di anestesia generale.  

 

 

Fig. 1.2. Principali strutture coinvolte nell’elaborazione del messaggio dolorifico. 
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I meccanismi neurochimici e fisiopatologici che sottendono allo sviluppo del dolore 

neuropatico sono complessi e coinvolgono un ampio range di mediatori che possono 

sensibilizzare direttamente i terminali afferenti primari o agire a diversi livelli della via 

dolorifica. Tra i mediatori (see Julius & Basbaum, 2001) le prostaglandine (Nathan, 1987), 

le specie reattive all’ossigeno (ROS) (Faurschou & Borregaard, 2003), il nitrossido, 

l’istamina, i leucotrieni, le proteasi e diverse citochine (Metcalfe et al., 1997; Galli et al., 

2005) come il fattore di necrosi tumorale (TNF) (Sommer et al., 1998), l’interleuchina-1β e 

l’interleuchina-6 (Sommer & Kress, 2004) posono essere liberate, per esempio, in seguito 

all’attivazione di cellule del sistema immune. Infatti, il danno ai nervi induce una cascata di 

eventi neuroinfiammatori che sembra prendere inizio dalla degranulazione dei mastociti 

(Olsson, 1968; Olsson, 1967; Zuo et al., 2003) residenti nel nervo periferico ma coinvolge 

anche altre cellule quali i linfociti T, le cellule natural killer (Cui et al., 2000), i macrofagi 

(Liu et al., 2000b), i neutrofili (Perry et al., 1987; Clatworthy et al., 1995; Perkins & 

Tracey, 2000). Inoltre, mediatori quali l’ATP, la bradichinina, la sostanza P (Nichols et al., 

1999) e le prostaglandine (Hosli & Hosli,1993; Watkins et al., 2001) possono attivare la glia 

che allo stato attivato può rilasciare altri mediatori come le citochine proinfiammatorie 

(Piehl & Lidman, 2001) innescando un processo che si autoalimenta (see Moalem & Tracey, 

2006). Numerosi studi documentano il coinvolgimento delle cellule gliali (Watkins et al., 

2001; McMahon et al., 2005; Tsuda et al., 2005) sia nell’induzione che nel mantenimento 

del dolore neuropatico (Garrison et al., 1991; Colburn et al., 1999; Stuesse et al., 2001; 

Raghavendra et al., 2003; Tanga et al., 2004). Recenti evidenze sperimentali suggeriscono 

un ruolo chiave per la fractalkina (Milligan et al., 2004) ed il recettore del tipo Toll-like 4 

(TLR4) (Tanga et al., 2005) nell’attivazione della microglia e nei meccanismi di iniziazione 

del dolore neuropatico. La fractalkina è una chemochina espressa sulla superficie dei 

neuroni spinali (Asensio & Campbell, 1999) che attiva il suo unico recettore CX3CR1 

espresso prevalentemente sulla microglia (Verge et al., 2004), pertanto rappresenta un  

importante strumento di comunicazione tra neuroni e cellule gliali. Inoltre, l’attivazione 

ATP-mediata dei recettori del tipo P2X4, espressi selettivamente dalla glia attivata a livello 

del Sistema Nervoso Centrale sembra essere richiesta per lo sviluppo del dolore neuropatico 

(Tsuda et al., 2005). Diverse protein chinasi possono essere attivate dai mediatori 
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precedentemente descritti, per esempio la protein chinasi A può essere attivata dalla PGE2 

(Gold et al., 1998; Lai et al., 2004), mentre la protein chinasi C dalla bradichinina. Inoltre, 

la protein chinasi C può determinare la fosforilazione del recettore per la capsaicina 

(Caterina et al., 1997) (TRPV1, transient receptor potential ion channel o VR1, vanniloid 

receptor 1) e quindi la riduzione della sua soglia di attivazione dai 43 gradi centigradi alla 

temperatura corporea (see Julius & Basbaum, 2001). In seguito a danno ai nervi nei neuroni 

dei DRG si determina anche l`aumentata fosforilazione (Kenney & Kocris, 1998; Obata, 

2004) di tre importanti membri della famiglia delle MAP chinasi: ERK, p38 (Jin et al., 

2003) e JNK (c-Jun N-terminal Kinase) che possono fosforilare direttamente alcuni canali 

del calcio, del sodio ed il canale TRPV1 determinando un aumento della loro attività 

(Bonnington & Mc Naughton, 2003; Bhave et al., 2002; Bhave & Gereau, 2003). Inoltre, le 

MAP chinasi possono indurre la trascrizione genica agendo su fattori di trascrizione come 

per esempio CREB (cyclic AMP response element binding protein) la cui attivazione risulta 

aumentata nei neuroni delle corna dorsali dopo lesione ai nervi (Miletic et al., 2002). CREB 

può determinare un aumento della trascrizione di geni codificanti (Ji et al., 2002; Ji et al., 

2003) per diverse molecole coinvolte nello sviluppo del dolore neuropatico come c-fos, la 

ciclossigenasi del tipo 2 (COX-2), le prodinorfine ed il recettore TrkB. In seguito a lesioni ai 

nervi periferici, anche a livello dei DRG si verificano cambiamenti nell’espressione di 

centinaia di geni (Costigan et al., 2002) che codificano per proteine quali per esempio il 

peptide galanina, il neuropeptide Y e la colecistochinina (Hokfelt et al., 1994). Inoltre, alla 

base dello sviluppo dei fenomeni di sensibilizzazione vi sono alterazioni strutturali come il 

fenomeno dello sprouting delle fibre A: fibre mielinizzate a conduzione rapida che 

normalmente terminano nelle lamine più interne del midollo spinale (lamine III o IV) ed in 

seguito alla lesione nervosa subiscono riarrangiamenti anatomici e riorganizzano i loro 

terminali in modo da raggiungere la lamina II delle corna dorsali (Woolf et al., 1992; Ji & 

Woolf, 2001). Inoltre, variazioni dei livelli di neurotrasmettitori a carattere eccitatorio come 

il glutammato (Kawamata & Omote, 1996; Doubell et al., 1999; Hudson et al., 2002) ed 

inibitorio come il GABA (Lever et al., 2003) partecipano all’aumentata eccitabilità 

neuronale (sensibilizzazione centrale) alla base dello sviluppo del dolore neuropatico 

(Scholz & Woolf, 2002; see Woolf, 2004). I meccanismi di plasticità che accompagnano il 
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dolore neuropatico coinvolgono anche alcuni canali del sodio voltaggio-dipendenti e fattori 

neurotrofici come per esempio il BDNF il cui ruolo sarà trattato in dettaglio 

successivamente. Tuttavia, questi sono solo alcuni esempi di mediatori e meccanismi 

neurochimici che partecipano ai fenomeni di sensibilizzazione alla base del dolore 

neuropatico. 

 
  
1.2 I canali del sodio ed il dolore  

I canali del sodio voltaggio-dipendenti (VGSCs) sono indispensabili per l’insorgenza e la 

propagazione dei potenziali d’azione nei neuroni, di conseguenza alterazioni delle loro 

proprietà biofisiche e del loro pattern di espressione hanno un profondo impatto 

sull’eccitabilità neuronale (Cantrell & Catterall, 2001). E’ noto che cambiamenti 

dell’attività dei canali del sodio e dell’eccitabilità neuronale, soprattutto dei neuroni 

sensitivi, contribuiscono al dolore neuropatico. I nocicettori, una sottopopolazione di 

neuroni sensitivi che rispondono a stimoli di tipo meccanico, termico e chimico, esprimono 

molti sottotipi di VGSCs (Felts et al., 1997), sia sensibili (TTX-S) che resistenti (TTX-R) al 

blocco indotto da concentrazioni nanomolari di tetrodotossina (TTX), una tossina isolata dal 

pesce palla che si lega al poro di selettività di alcuni canali. Possiamo distinguere nove tipi 

di canali del sodio voltaggio-dipendenti, ognuno con un peculiare schema di espressione nei 

nervi e nei muscoli di mammifero suggerendo che ciascuna isoforma abbia una funzione 

specifica nei diversi sistemi fisiologici e patologici. I neuroni dei gangli delle radici dorsali 

(DRG) contengono i trascritti di sette canali del sodio ed esprimono sottotipi di conduttanze 

generate dall’attività di canali del sodio (Baker & Wood, 2001). E’ importante sottolineare 

che le correnti TTX-S sono presenti nei neuroni sensitivi dei DRG di largo e medio 

diametro, mentre quelle TTX-R sono presenti selettivamente nei neuroni dei DRG di 

piccolo diametro (Akopian et al., 1996), tipicamente con funzione nocicettiva. Inoltre, tra le 

correnti del tipo TTX-R, le correnti persistenti, che sembrano giocare un ruolo chiave nel 

determinare la soglia di attivazione, sono probabilmente dovute ai canali del tipo Nav1.9, 

mentre le correnti transienti sembrano dovute al sottotipo Nav1.8. Tuttavia l’espressione dei 

canali del sodio risulta notevolmente alterata in seguito a lesione del nervo e tali 
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cambiamenti, che influenzano fortemente l’eccitabilità neuronale, sono associati allo 

sviluppo del dolore neuropatico (Kim et al., 2001, Sleeper et al., 2000). In particolare, è 

stato riportato che in seguito a lesione dei nervi periferici, risulta ridotta l’espressione dei 

canali Nav1.8 e Nav1.9 (Sleeper et al., 2000) e anche di altri sottotipi di VGSC, quali 

Nav1.1, Nav1.2, Nav1.6 e Nav1.7 laddove, l’espressione del canale Nav1.3 (TTX-S), 

normalmente espresso solo nei neuroni sensitivi in via di sviluppo, risulta aumentata 

(Waxman et al., 1994, Iwahashi et al., 1994, Cummins & Waxman, 1997, Black et al., 

1999, Kim et al., 2001, 2002). In condizioni fisiologiche, tale canale del sodio, localizzato 

principalmente a livello del SNC,  risulta determinabile nei neuroni del midollo spinale a 

partire dal diciassettesimo giorno della vita embrionale ed espresso a livelli relativamente 

alti nei neuroni dei DRGs embrionali, mentre raggiunge livelli di espressione molto bassi, 

anche a  livello del midollo spinale e del resto del SNC, a partire dal trentesimo giorno post-

natale (Felts et al., 1997). Il fatto che la sua espressione risulti aumentata in seguito a danno 

dei nervi periferici suggerisce che possa giocare un ruolo nella patogenesi del dolore 

neuropatico. Inoltre, l’evidenza che il fattore neurotrofico di derivazione gliale (GDNF) sia 

in grado di revertire sia i cambiamenti di espressione dei canali Nav1.3, Nav1.8 e Nav1.9, 

indotti dal danno ai nervi che il dolore neuropatico (Boucher et al., 2000) supporta l’ipotesi 

che tale canale abbia un ruolo chiave nel dolore neuropatico. Alterazioni dei livelli di 

espressione di Nav1.3 sono state documentate in diversi modelli animali di dolore 

neuropatico. In particolare, l’aumentata espressione sia dei livelli proteici che di mRNA di 

Nav1.3 è stata riscontrata, nei neuroni dei DRGs, in seguito a legatura serrata del nervo 

spinale (Kim et al., 2001) e a danno da costrizione cronica (Dib-Hajj et al., 1999). Inoltre, 

aumentati livelli dell’mRNA di Nav1.3 sono stati riscontrati anche nei neuroni delle corna 

dorsali dopo danno da contusione spinale (Hains et al., 2003). E’ stato dimostrato che la 

somministrazione di oligonucleotidi antisenso diretti contro l’mRNA per Nav1.3 attenua 

l’allodinia meccanica e riporta a valori normali la cinetica di attivazione di tali correnti che a 

livello dei neuroni danneggiati risulta quattro volte più veloce rispetto ai neuroni non 

danneggiati (Hains et al., 2004). Pertanto, sebbene sia presente in letteratura un recente 

studio in contrasto con tale ipotesi (Lindia et al., 2005a), diverse evidenze sperimentali 

suggeriscono che la ri-espressione del canale Nav1.3 che è noto recuperare rapidamente 
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dall’inattivazione (Cummins et al., 2001) permettendo un firing neuronale a frequenze più 

alte del normale (Cummins & Waxman, 1997), possa contribuire in maniera importante alla 

ipereccitabilità dei neuroni danneggiati (Kim et al., 2001). La selettività di espressione dei 

canali Nav1.7 e Nav1.8 a livello dei neuroni di piccolo calibro suggerisce un loro 

coinvolgimento nella modulazione della trasmissione dolorifica. L’espressione del canale 

Nav1.7 a livello dei neuroni periferici, principalmente di piccolo diametro, sensitivi e 

simpatici (Djourhri et al., 2003) risulta regolata dall’NGF (Wada et al., 2004) ed è 

caratterizzata da un livello di espressione molto basso nel SNC (Toledo-Aral et al., 1997). 

E’ stato dimostrato che il gene SCN9A, che codifica per Nav1.7, è il sito di mutazioni che 

portano alla sindrome da dolore rettale familiare con eritermalgia primaria (Yang et al., 

2004). Il fatto che questa patologia cronica, caratterizzata da bruciore alle estremità, dolore 

evocato dalla posizione eretta e con un generalizzato fenotipo infiammatorio, sia correlata 

con mutazioni a carico di tale gene suggerisce che questo canale possa avere un importante 

ruolo nel dolore infiammatorio. Infatti, a supporto di un ruolo guida per tale canale negli 

stati dolorosi infiammatori, topi knock-out nocicettore-specifici per Nav1.7 hanno mostrato 

un forte deficit nello sviluppo del comportamento dolorifico in modelli di dolore 

infiammatorio. In particolare, tali topi knock-out hanno mostrato una riduzione nella prima 

fase del comportamento dolorifico indotto dalla somministrazione intraplantare di 

formalina, ed una riduzione ancora più accentuata, accompagnata da una ritardata 

insorgenza, nella seconda fase (Nassar et al., 2004). Inoltre, nei topi del tipo nocicettore-

specifico knock-out per Nav1.7 la somministrazione di carragenina e di NGF non ha indotto 

l’iperalgesia termica tipicamente presente ed anche la somministrazione dell’adiuvante 

completo di Freund (CFA) non ha determinato iperalgesia termica o meccanica (Nassar et 

al., 2004). Sebbene tali topi ingegnerizzati avessero mostrato un chiaro fenotipo in modelli 

animali di dolore infiammatorio, nessuna informazione era disponibile riguardo l’effetto di 

tale delezione genica nel dolore neuropatico. La caratterizzazione funzionale dei neuroni 

positivi per Nav1.8 ha rivelato che più del 85% sono nocicettori (Djouhri et al., 2003) 

suggerendo un ruolo funzionale per tale canale nella conduzione dolorifica. Inoltre, è stato 

riportato che tale canale contribuisce alla fase depolarizzante del potenziale d’azione nelle 

cellule in cui è presente (Renganathan et al., 2001). Esperimenti comportamentali hanno 
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documentato che Nav1.8 è un substrato necessario per la piena espressione dell’iperalgesia 

termica indotta da NGF (Kerr et al., 2001) ma non da PGE2. Tuttavia, Nav1.8 non sembra 

contribuire alla comparsa del comportamento nocicettivo che accompagna il dolore 

neuropatico indotto da danno parziale del nervo sciatico (Kerr et al., 2001), anche se tali 

risultati sono in contrasto con quelli ottenuti da Lai e collaboratori (2002) che hanno 

riportato la completa reversione del comportamento nocicettivo neuropatico in seguito a 

somministrazione intratecale di oligonucleotidi antisenso per Nav1.8. Tuttavia, questa 

discrepanza potrebbe essere dovuta all’aumento dell’espressione di Nav1.7 riscontrata nei 

topi knock-out per Nav1.8 (Akopian et al., 1999) che potrebbe mascherare l’eventuale ruolo 

di Nav1.8 nel dolore neuropatico. A supporto del coinvolgimento di tale canale nel dolore 

neuropatico, è stato riportato come in seguito a legatura del nervo spinale L5, l’espressione 

di Nav1.8 aumenta sia a livello dei gangli danneggiati che non (Porreca et al., 1999); 

tuttavia, in altri modelli di dolore neuropatico tale canale presenta una ridotta espressione 

(Cummins & Waxman, 1997, Dib-Hajj et al., 1999). Inoltre, i topi knock-out per Nav1.8 

esibiscono un fenotipo resistente alla sensibilità meccanica misurata con il test di Randall-

Selitto (Akopian et al., 1999), mentre non mostrano alcuna differenza rispetto ai topi 

controllo, per quanto riguarda la sensibilità meccanica determinata con il test di Von Frey.  

 

1.3 Il fattore neurotrofico derivato dal cervello (BDNF) ed il dolore 

Il BDNF è un membro della famiglia delle neurotrofine (Huang & Reichardt, 2003) 

sintetizzato nei corpi cellulari dei neuroni sensitivi primari e costitutivamente espresso in 

una sotto-popolazione di neuroni nocicettivi dei gangli delle radici dorsali (DRG) con assoni 

amielinici che terminano nelle lamine superficiali delle corna dorsali (Emfors et al., 1990). 

Tale fattore neurotrofico assume un importante ruolo non solo nella sopravvivenza dei 

neuroni (Jones et al., 1994) e nei meccanismi di plasticità sinaptica (per es. long-term 

potentiation, LTP) (Lu & Figurov, 1997; Rivera et al., 2004), ma anche come regolatore 

dell’eccitabilità neuronale. Inoltre, recentemente è stato suggerito che il BDNF agisce anche 

come neuromodulatore della prima sinapsi della via dolorifica ed è necessario per la piena 
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attivazione del neurone di secondo ordine (see Pezet et al., 2002). I livelli di espressione del 

BDNF risultano alterati in diversi modelli di dolore, sia infiammatorio (Cho et al., 1997a,b) 

che neuropatico (Fukuoka et al., 2001; Zhou et al., 2000). Per esempio, nel modello di 

dolore infiammatorio dell’adiuvante completo di Freund (CFA), sia i livelli proteici di 

BDNF (Cho et al., 1997a) che di mRNA (Cho et al., 1997b) risultano drammaticamente 

aumentati nei neuroni dei DRGs. Inoltre, è stato riportato che in seguito a transezione del 

nervo sciatico la sintesi del fattore neurotrofico non avviene più nei neuroni di piccolo 

diametro dei gangli delle radici dorsali, dove avviene in condizioni fisiologiche, ma nei 

neuroni di grande diametro suggerendo che tale cambiamento possa contribuire allo 

sviluppo del dolore neuropatico indotto da danno ai nervi (Zhou et al., 1999). E’ stato anche 

suggerito che il BDNF è in grado di attivare la cascata delle MAP chinasi di tipo ERK 

(Kaplan & Miller, 2000) che media l’iperalgesia associata a processi flogistici (Ji et al., 

1999, Ji et al., 2002). Inoltre, è stato riscontrato che il BDNF è capace di indurre la 

fosforilazione della subunità NR1 del recettore NMDA nel midollo spinale di ratto (Slack & 

Thompson, 2002; Slack et al., 2004). Anche Kerr e collaboratori (1999) avevano riportato 

che il fattore neurotrofico è in grado di aumentare l’attività mediata dal recettore NMDA a 

livello delle corna dorsali, sebbene altri studi risultino in contrasto con tale ipotesi 

(Heppenstall & Levin, 2001). Le evidenze sopra riportate documentano come la 

neurotrofina interferisce con i meccanismi di plasticità sinaptica alla base dello sviluppo del 

dolore. Il coinvolgimento del BDNF nello sviluppo del dolore neuropatico è stato anche 

proposto. Infatti, è stato documentato un aumento di espressione, nei neuroni dei DRG a 

livello L4, in seguito a legatura del nervo spinale L5 (Fukuoka et al., 2001). Recentemente, 

è stato anche riportato che somministrazioni intratecali ripetute di anticorpi diretti contro 

TrkB, recettore per il BDNF, siano in grado di sopprimere l’allodinia indotta dalla legatura 

parziale del nervo sciatico e che tale allodinia risulti ridotta in topi knock-out eterozigoti per 

il BDNF (Yajima et al., 2005). Tuttavia, in contrasto con tali ipotesi, uno studio di terapia 

genica suggerisce che il BDNF esogeno possa avere effetti analgesici nel dolore neuropatico 

(Eaton et al., 2002).  
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1.4 La protein chinasi B (Akt) ed il dolore  

La serina/treonina protein chinasi B o Akt (PKB/Akt) è stata descritta per la prima volta nel 

1991 ed è stata definita protein chinasi B a causa dell’omologia con le protein chinasi A e C 

(Jones et al., 1991). Nello stesso anno, essa è stata identificata come il prodotto 

dell’oncogene v-Akt del retrovirus AKT8 (Bellacosa et al., 1991). L’Akt risulta attivata 

tramite fosforilazione della treonina Thr308 e della serina Ser473 (Alessi et al., 1996; Meier 

et al., 1997, Alessi & Cohen, 1998; Toker & Newton, 2000), presenti nella coda carbossi-

terminale (fig. 1.3). L’Akt è attivata dal BDNF (Cheng et al., 2003) ed in risposta ad 

un’ampia varietà di stimoli (Downard, 1998) quali l’insulina (Lawlor & Rotwein, 2000), la 

trombina e diversi altri fattori di crescita (Kaplan & Miller, 2000) come il fattore di crescita 

derivato dalle piastrine (PDGF) (Taylor, 2000; Simakjornboon et al., 2001), il fattore di 

crescita epidermico (EGF) (Chaudhary & Hruska, 2001) e l’NGF. Inoltre, è stata 

documentata l’esistenza di una via di attivazione di Akt mediata dal recettore NMDA 

(Bhave et al., 1999; Perkinton et al., 2002) che risulta calcio- e fosfatidil-inositolo-3-kinasi 

(PI3k)-dipendente, diversamente dall’attivazione mediata dai recettori a tirosin chinasi per 

le neurotrofine (Kaplan & Miller 2000) che risulta essere calcio-indipendente. E’ stato 

anche dimostrato che l’attivazione di Akt possa richiedere il coinvolgimento dei recettori 

accoppiati a proteine G, in maniera indipendente dall’attivazione in tirosina (Murga et al. 

1998, 2000). La defosforilazione di Akt è mediata, invece, dalle fosfatasi di tipo PP2A, 

PHLPP1 e PHLPP2 che direttamente defosforilano in corrispondenza della serina (Mendoza 

& Blenis, 2007). L’Akt è un effettore a valle della pathway della PI3K, una chinasi lipidica 

che fosforila i fosfatidilinositoli in posizione D-3 per produrre PI(3,4,5)P3 che agisce come 

un secondo messaggero (Toker & Cantley, 1997). L’Akt sembra mediare la maggior parte 

degli effetti del PI3K (Franke et al., 1997; Chan et al., 1999) che è tipicamente attivato da 

neurotrofine che mediano la sopravvivenza neuronale e la crescita assonale (Atwal et al., 

2000; Patapoutian & Reichardt, 2001; Markus et al., 2002). Tale chinasi è ben conosciuta 

come fattore pro-sopravvivenza che agisce inattivando la proteina Bad, membro 

proapoptotico della famiglia di Bcl-2, attraverso la fosforilazione della serina 136 (Datta et 

al., 1997). Inoltre PKB esiste in tre isoforme: PKBα/Akt1, PKBβ/Akt2 e PKBγ/Akt3 (fig. 
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1.3) (see Sale & Sale, 2008). Akt1 è espressa a livello ubiquitario, Akt2 è espressa in 

maniera predominante nei tessuti bersaglio dell’insulina quali le cellule adipose, il fegato ed 

i muscoli scheletrici, mentre Akt 3 è altamente espressa nel cervello. 

 

Fig.1.3. Strutture delle tre isoforme di PKB o Akt (Sale & Sale, 2008).  

L’Akt, oltre ad essere un importante fattore pro-sopravvivenza che partecipa al controllo 

dell’apoptosi, esplica un ruolo chiave in una grande varietà di processi fisiologici, come per 

esempio il trasporto del glucosio, la sintesi del glicogeno, il controllo della lipolisi e della 

lipogenesi, l’angiogenesi, la regolazione del ciclo cellulare e della genesi di tumori (see Sale 

& Sale, 2008). Inoltre, diverse evidenze sperimentali suggeriscono un ruolo chiave per 

l’attivazione di Akt nei meccanismi di sviluppo del dolore sia infiammatorio che 

neuropatico. In particolare, utilizzando la tecnica dell’immunoistochimica, è stato riportato 

l’aumento di neuroni immunoreattivi per pAkt a livello delle corna dorsali ispilaterali del 

tratto L5 del midollo spinale a partire da 1 giorno fino a 7 giorni dopo SNL nel ratto (Xu et 

al., 2007). Mentre a livello del rispettivo DRG nel ratto l’aumento è stato riscontrato a 

partire da 12 ore fino a 3 giorni dopo SNL (Xu et al., 2007). E’ stato anche suggerito che 

l’Akt contribuisce all’induzione dell’iperalgesia termica indotta dall’NGF (Zhuang et al., 

2004) e allo sviluppo della sensibilizzazione meccanica indotta dalla capsaicina (Sun et al., 

2006). Infatti, un’aumentata immunoreattività per pAkt si riscontra nelle corna dorsali 

ipsilaterali a livello lombare, soprattutto nelle lamine I-II, e nei neuroni dei DRGs a livello 
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L5, in seguito alla somministrazione intradermica di capsaicina nella zampa posteriore di 

ratto (Sun et al., 2006). Inoltre, sia il  pretrattamento che il post-trattamento con diversi 

inibitori dell’Akt, determina una riduzione dell’ipersensibilità meccanica indotta dalla 

capsaicina, suggerendo il coinvolgimento di Akt nello sviluppo e nel mantenimento 

dell’iperalgesia meccanica (Sun et al., 2006). Tuttavia, in contrasto con tali studi che 

suggeriscono il coinvolgimento dell’Akt nei meccanismi di sviluppo del dolore Guedes e 

collaboratori (2008) documentano che l’aumento dei livelli di pAkt può rappresentare un 

meccanismo di protezione dal danno ossidativo. Infatti, 7 giorni dopo transezione del nervo 

sciatico, periodo in cui il midollo spinale è particolarmente esposto allo stress ossidativo, si 

osservano aumentati livelli di pAkt e di Akt totale nel tratto lombosacrale del midollo 

spinale di ratto (Guedes et al., 2008). Studi condotti su cellule di endotelio cerebrale 

suggeriscono che le specie reattive dell’ossigeno (ROS) attivano l’Akt mentre sostanze ad 

azione antiossidante ne possono inibire la fosforilazione supportando l’esistenza di una 

stretta relazione tra i livelli di Akt e la formazione di specie radicaliche (Schreibelt et al., 

2007). Evidenze sperimentali documentano che, 1 giorno dopo la lesione del midollo 

spinale indotta da occlusione vascolare (SCI), la forma fosforilata di Akt risulta ridotta nel 

core ed aumentata nell’area periferica, dove molti motoneuroni riescono a sopravvivere, 

suggerendo un ruolo neuroprotettivo per Akt (Yu et al.,  2005). Come sopra detto, il BDNF 

è costitutivamente espresso nei neuroni dei DRGs ed il genoma di queste cellule sembra 

essere regolato dall’Akt (Pezet et al., 2005). Tuttavia, resta da chiarire se l’Akt possa 

mediare i processi alla base degli stati di ipersensibilizzazione ed in particolare, dello 

sviluppo del dolore neuropatico.  

 

1.5 I modelli sperimentali di dolore 

1.5.1 I modelli sperimentali di dolore infiammatorio 

A partire dagli anni ’70 sono stati elaborati diversi modelli animali di dolore infiammatorio, 

quali il formalin test, il modello della carragenina, il Complete Freud`s Adjuvant (CFA). Tra 

questi risulta essere ampiamente utilizzato il formalin test (Dubuisson & Dennis, 1977) che 
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prevede la somministrazione di una soluzione acquosa di formalina al 5% (s.c., 20 µl/50 µl) 

nella zampa posteriore di topo/ratto. Tale test prevede la determinazione del tempo in cui 

l’animale manifesta un comportamento dolorifico che consiste nel leccarsi e mordersi la 

zampa (licking/biting) e/o dal muovere velocemente la zampa (flinching) durante l`ora 

successiva alla somministrazione dell’agente algogeno e la sua registrazione ad intervalli di 

5 minuti. Il formalin test risulta caratterizzato dalla presenza di una risposta 

comportamentale nocicettiva bifasica in cui la prima fase dura approssimativamente 10 

minuti, mentre la seconda, che avviene in seguito ad un periodo di latenza di circa 10 

minuti, dura 40 minuti. Hunskaar e collaboratori (1985) hanno mostrato che la 

somministrazione sistemica di oppioidi inibisce entrambe le fasi, mentre la 

somministrazione sistemica di FANS e corticosteroidi inibisce solo la seconda fase. Tali dati 

suggeriscono che la prima fase possa essere causata dalla diretta attivazione delle fibre C dei 

nocicettori, mentre la seconda fase possa essere determinata dalla risposta infiammatoria in 

atto. Pertanto, possiamo considerare la prima fase come indice della risposta dolorifica di 

tipo nocicettiva e la seconda fase come indice della risposta dolorifica di tipo infiammatoria. 

Il formalin test rimane ancora uno dei modelli animali di dolore più utilizzati. Esso è facile 

da riprodurre e permette di avere informazioni sia sulla componente nocicettiva che 

infiammatoria del dolore. Pertanto, risulta utile per esempio nel caso della caratterizzazione 

farmacologica di potenziali agenti analgesici.  Il modello della carragenina (Winter et al., 

1962; Tonussi & Ferreira, 1992) prevede la somministrazione sottocutanea di 

λ−carragenina, unico sottotipo di carragenina che non forma gel a temperatura ambiente, 

all’1% nella zampa posteriore di ratto (Kayser & Guilbaud, 1987). I carragenani sono un 

complesso gruppo di polisaccaridi estratti dalle alghe rosse e costituiti da mononeri 

galattosidici ripetuti che formano gel termoreversibili. Il Complete Freund`s Adjuvant è una 

emulsione acqua-olio contenente componenti della parete batterica del mycobacterium 

butyricum che induce una risposta infiammatoria. In particolare, la somministrazione 

intraplantare di CFA (<0.5 mg/Kg) nel ratto induce infiammazione ed edema (Millan et al., 

1988) che compaiono dopo poche ore e durano per 5 settimane, mentre l`iperalgesia termica 

e meccanica raggiungono il picco dopo 24 ore e persistono per l`intero periodo. La 
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somministrazione intradermica di CFA, a livello della coda nel topo/ratto risulta, invece, in 

un modello di poliartrite (Millan et al., 1986). Esistono inoltre, altri modelli di dolore 

infiammatorio che prevedono la somministrazione intraplantare di sostanze algogene, quali 

la prostaglandina E2 (PGE2) (Kuhn & Willis, 1973) ed il fattore di crescita del nervo (NGF) 

(Taiwo et al., 1991; Lewin et al., 1993). Recentemente, è stato caratterizzato un modello di 

dolore infiammatorio cutaneo indotto da un danno sterile provocato da una singola 

irradiazione ultravioletta (Davies et al., 2005). Il modello appena descritto differisce  dai 

classici modelli di dolore infiammatorio che coinvolgono componenti del sistema 

immunitario specializzate nel combattere i patogeni. Infine, il modello della neurite 

infiammatoria del nervo sciatico (SIN) (Chacur et al., 2001) consiste nell’applicazione dello 

zymosan (pareti cellulari di lievito) intorno al nervo sciatico nel ratto ed induce allodinia 

meccanica sia a livello della zampa ipsilaterale che controlaterale.  

 

1.5.2 I modelli sperimentali di dolore neuropatico 

I modelli sperimentali di dolore neuropatico correntemente utilizzati sono diversi e si 

basano sulla legatura serrata o blanda dell’intero nervo (spinale o periferico) o di una sua 

parte o di alcune sue branche. Tra quelli classicamente utilizzati possiamo distinguere il 

modello della legatura spinale del nervo L5 (SNL) che sarà trattato dettagliatamente nel 

prossimo paragrafo, il modello del danno da costrizione cronica (CCI) ed il modello della 

legatura parziale del nervo sciatico (PSL). Recentemente, sono stati introdotti altri modelli 

di dolore neuropatico quali il modello del danno nervoso di tipo spared (SNI), il modello 

del danno al nervo tibiale, il modello di neuropatia diabetica ed, infine, il modello della 

legatura parziale del nervo safeno (SPL). Il modello del CCI (Bennett & Xie, 1988) prevede 

l’esposizione del nervo sciatico a mezza coscia per 4-5 mm e quattro legature con filo 

cromato 4.0 intorno al nervo in prossimità della triforcazione del nervo sciatico e a distanza 

di 1 mm l’uno dall’altro. Il modello del CCI determina irritazione, rigonfiamento e danno 

agli assoni (Basbaum et al., 1991; Guilbaud et al., 1993) e gran parte del danno da CCI è 

dovuto all’infiammazione determinata dal cromo presente nelle suture (Maves et al., 1993). 
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Il modello PSL (Seltzer et al., 1990) prevede l’esposizione del nervo sciatico nella coscia 

superiore e la legatura di circa la metà del nervo con un filo di seta 8.0 in un sito adiacente 

al punto in cui il bicipite posteriore ed il nervo semitendineo si diramano. Il modello SNI 

(Decosterd & Woolf, 2000) rappresenta una variante del modello PSL e si basa sulla lesione 

di due delle tre branche terminali del nervo sciatico, i nervi tibiale e del peroneo comune, 

lasciando intatto il restante nervo surale. Il modello SPL (Walczak et al., 2005) è un nuovo 

modello di dolore neuropatico, facilmente riproducibile, che consiste in un parziale danno 

unilaterale del nervo safeno. Il modello della neuropatia diabetica (Wang & Wang, 2003) 

prevede la somministrazione di streptozotocina (i.p., 1 mg/Kg) per una sola volta nel ratto e  

per 5 giorni consecutivi nel topo. La streptozotocina  è un antibiotico che possiede tossicità 

selettiva per le cellule pancreatiche, determinando la comparsa di diabete in circa 3 

settimane. In seguito all’accertata insorgenza di diabete, una percentuale variabile di animali 

sviluppa il dolore neuropatico.   

 

1.5.3 Il modello di dolore neuropatico della legatura del nervo spinale L5 (SNL)  

Il modello della Spinal Nerve Ligation (Kim & Chung, 1992) prevede l`esposizione e la 

legatura con un filo di seta 6-0 del nervo spinale L5 nel topo e dei nervi spinali L5 e L6 nel 

ratto, nervi che insieme al nervo L4 afferiscono al nervo sciatico. Il modello SNL induce 

una severa allodinia meccanica che inizia a svilupparsi sin dai primi giorni successivi alla 

chirurgia, raggiunge il picco una settimana dopo e si mantiene stabile fino ad almeno 30 

giorni. La legatura del nervo spinale L5 non determina variazioni della sensibilità termica, 

sebbene nella letteratura siano presenti anche dati contrastanti. Tra i diversi farmaci studiati 

il gabapentin, la morfina ed il WIN55,212-2, un agonista non selettivo dei recettori 

cannabinoidi, sono in grado di revertire l’allodinia meccanica indotta da legatura del nervo 

spinale L5 nel ratto (La Buda & Little, 2005); l’amitriptilina e la fluoxetina determinano 

solo una parziale riduzione; l’indometacina, la carbamazepina, la fenitoina (Hunter et al., 

1997) e U-50,488-H, un agonista del recettore oppioide K, risultano inefficaci (La Buda & 

Little, 2005). Dal momento che il danno interessa soltanto un nervo spinale (L5), tale 
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modello presenta il vantaggio di pemettere lo studio dei meccanismi neurochimici che 

avvengono a livello del DRG danneggiato (L5) in paragone a quello non danneggiato (L4). I 

meccanismi fisiopatologici che sottendono allo sviluppo dell’allodinia indotta da SNL 

coinvolgono numerosi mediatori del dolore neuropatico. Per esempio, 3 giorni dopo SNL è 

stato riportato l’aumento dell’immunoreattività per la fractalkina (Lindia et al., 2005b) e per 

la forma fosforilata del recettore NMDA (Gao et al., 2005) e l’aumento dell’espressione 

della COX2, nNOS e iNOS (O’Rielly & Loomis, 2006) nelle corna dorsali ipsilaterali a 

livello del tratto L5 del midollo spinale nel ratto. Allo stesso livello 7 giorni dopo 

transezione del nervo spinale L5, mediante indagini innunoistochimiche, è stato riscontrato 

un aumento dell’attivazione microgliale ed astrocitica nel topo (Burzstajn et al., 2004). 

Sempre allo stesso livello 14 giorni dopo SNL risulta aumentata l’espressione del recettore 

P2X4R, determinata con tecniche di immunofluorescenza, nelle cellule gliali secondo un 

andamento temporale simile a quello dello sviluppo dell’allodinia meccanica (Tsuda et al., 

2003). Inoltre, topi knock-out per l’interleuchina-1beta presentano una riduzione 

dell’allodinia indotta da SNL (Honore et al., 2006) suggerendo che la citochina possa essere 

un mediatore del dolore neuropatico indotto da SNL. Tale deduzione è supportata da uno 

studio condotto utilizzando il modello di costrizione del nervo sciatico nel ratto che ha 

riportato l’aumento di espressione dell’mRNA per l’interleuchina-1beta nel nervo sciatico 7 

giorni dopo la lesione ed un ritardato aumento della citochina anti-infiammatoria IL-10 che 

sembra mediare la fase di risoluzione della sensitizzazione (Okamoto et al., 2001). In 

seguito ad SNL è stata riscontrata anche l’up-regulation della subunità alfa2delta1 del 

canale del calcio voltaggio-dipendente (VGCC) a livello dei DRG e del midollo spinale. 

Inoltre, l’aumento ha raggiunto livelli superiori rispetto a quelli determinati in altri modelli 

di dolore neuropatico come per esempio il CCI (Luo et al., 2001). Anche l’espressione del 

canale del sodio voltaggio-dipendente Nav 1.8 risulta aumentata a livello dei DRGs (Porreca 

et al., 1999) e del nervo sciatico (Gold et al. 2003) dopo SNL. Tuttavia, i meccanismi 

fisiopatologici alla base del dolore neuropatico indotto dalla legatura del nervo spinale L5 

restano in gran parte da chiarire. 
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1.6 I tests comportamentali per lo studio della risposta dolorifica  

Accanto ai numerosi modelli animali di dolore sono stati elaborati anche diversi metodi per 

lo studio della risposta nocicettiva quali per esempio il test di Von Frey ed il test di 

Haregreaves’. Il test di Von Frey è stato descritto da diversi autori (Fuchs et al., 1999; Kim 

& Chung, 1992; Seltzer et al., 1990) come metodo per determinare la presenza di allodinia 

meccanica utilizzando filamenti numerati di diversa rigidità che imprimono una forza 

incrementale secondo una scala logaritmica (i filamenti di Von Frey). Tali filamenti 

vengono applicati sulla superficie plantare della zampa posteriore per 3-5 secondi. Per 

determinare la risposta di withdrawal, in seguito all`applicazione dei filamenti di Von Frey, 

esistono due metodi: il metodo up-down (Chaplan et al., 1994; Dixon, 1980) che consente di 

determinare il valore corrispondente al 50% della soglia di withdrawal ed il metodo full 

battery (Fuchs et al., 1999) che permette di calcolare la percentuale di risposta. Il metodo 

up-down consiste nell`applicazione dei diversi filamenti secondo una sequenza che tiene 

conto del tipo di risposta dell’animale. In particolare, si applica come primo filamento 

quello corrispondente al 50% della soglia di withdrawal in condizioni basali. 

Successivamente, in seguito a presenza di risposta dolorifica, si applica un filamento di 

forza decrescente, mentre si applica quello di forza crescente in seguito ad assenza di 

risposta dolorifica. Il test continua fino a che si ottengono almeno sei misurazioni intorno al 

valore del 50% di soglia di withdrawal. Il test di Haregreaves’ (Haregreaves et al., 1988) 

consiste, invece, nella proiezione di una sorgente di calore radiante sulla zampa di ratto/topo 

e permette di determinare l`eventuale presenza di iperalgesia termica misurando il tempo di 

reazione.  

 

1.7 Approccio fitoterapico al controllo del dolore  

Il dolore è stato alleviato con rimedi fitoterapici fin dai tempi più antichi. In natura sono 

presenti, infatti, numerose specie contenenti principi attivi ad azione analgesica, quali per 

esempio l’oppio, la cannabis sativa ed il capsicum. Studi clinici, inoltre, documentano 



 

21 

l’efficacia di sostanze di origine naturale nel trattamento del dolore che accompagna 

condizioni patologiche, quali per esempio l’osteoartrite (Chrubasik et al., 2007) e 

l’emicranea (Agosti et al., 2006). Inoltre, uno studio in vivo ha mostrato che l’acido 

tormentico, un triterpene pentaciclico isolato dalla pianta brasiliana Vochysia divergens 

Pohl (Vochysiaceae), possiede proprietà antiallodiniche paragonabili a quelle del gabapentin 

nel dolore neuropatico indotto dalla legatura parziale del nervo sciatico nel topo (Bortalanza 

et al., 2002). Uno studio clinico a doppio cieco ha riportato l’efficacia di un rimedio 

contenente l’intera pianta di cannabis nel ridurre il dolore neuropatico associato a sclerosi 

multipla (Rog et al., 2005).  

 

1.7.1 Gli olii essenziali ed il dolore  

Gli olii essenziali sono miscele complesse di diversi composti aromatici, estratte dalle piante 

mediante distillazione o spremitura, la cui composizione è determinata principalmente dal 

patrimonio genetico di ciascuna varietà (cultivar) e può essere influenzata dal metodo di 

estrazione (McGimpsey & Porter, 1999). Essi vengono utilizzati da diversi decenni 

nell’aromaterapia, un metodo curativo naturale, al fine di migliorare la percezione dello 

stato di benessere fisico e mentale, ma soprattutto come sostanze ad azione coadiuvante per 

il trattamento di numerose patologie (Wiebe, 2000, Komori et al., 1995, Smallwood et al., 

2001). Infatti, gli olii essenziali risultano utili nell'alleviare la sintomatologia di alcune 

malattie cutanee, come la psoriasi, la dermatite e l'eczema (see Cavanagh & Wilkinson, 

2002). Inoltre, posseggono proprietà antiinfiammatorie, antibatteriche, antifungine, 

antivirali, insetticide, espettoranti, digestive, diuretiche, immunostimolanti, spasmolitiche e 

sono in grado di facilitare l’induzione del sonno e di stimolare l'appetito e la circolazione 

(Price & Price, 1995). E’ importante sottolineare che gli olii essenziali sono utilizzati da 

diversi decenni anche allo scopo di alleviare il dolore; è noto il loro uso in situazioni 

associate a dolore quali le procedure odontoiatriche. Numerose evidenze sperimentali 

documentano le proprietà antinocicettive di diversi olii essenziali quali per esempio l’olio 

essenziale di Eremanthus erythropappus (Sousa et al., 2008), di Alpinia zerumbet (De 

Araújo et al., 2005), di Croton sonderianus (Santos et al., 2005), di Dracocephalum kotschyi 
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(Golshani et al., 2004), di Zataria multiflora (Jaffary et al., 2004), di Laurus nobilis Linn 

(Sayyah et al., 2003) in modelli di dolore infiammatorio nel topo e nel ratto. Studi clinici 

hanno riportato che l’olio essenziale di lavanda in combinazione con l’agopuntura è efficace 

nel ridurre il dolore al collo (Yip & Tse, 2006) e che gli olii essenziali di arancia e ginger in 

associazione ai massaggi sono in grado di alleviare il dolore alle ginocchia (Yip & Tam, 

2008). Inoltre, l’olio essenziale di lavanda ed in particolare, il linalolo, uno dei componenti 

presente in maggiore quantità, insieme ad il suo estere linalil-acetato, ha mostrato esplicare 

attività antinocicettiva nel test della piastra calda e nel test dell’acido acetico (Barocelli et 

al., 2004). Le proprietà antiinfiammatorie ed analgesiche di tale interessante monoterpene 

sono state documentate in diversi modelli di dolore infiammatorio (Peana et al., 2002; 

2004a; 2004b; 2005) e saranno trattate in seguito, visto che il linalolo è stato per noi oggetto 

di studio. Indagini sperimentali hanno investigato le proprietà di altre sostanze isolate dagli 

olii essenziali. Per esempio, il beta-pinene ed il 1,8-cineolo, due monoterpeni presenti 

nell’olio essenziale di Eucalipto della varietà camaldulensis, hanno mostrato possedere 

proprietà antinocicettive nel test della piastra calda e nel test del tail-flick (Liapi et al., 

2008). Recentemente, uno studio elettrofisiologico ha mostrato che l’eugenolo, sostanza 

presente in diverse piante come il garofano, l’alloro ed il pepe, è capace di inibire le correnti 

del sodio, sia quelle sensibili che resistenti alla tetrodotossina andando a rallentare il 

recupero dall’inattivazione, e che tale meccanismo è verosimilmente responsabile della sua 

azione analgesica (Cho et al., 2008).  

 

1.7.2 L’olio essenziale (OE) di bergamotto  

1.7.2.1 Il bergamotto 

Il bergamotto è un agrume che viene classificato come Citrus Bergamia Risso et Poiteau ed 

appartiene alla famiglia delle Rutacee, genere Citrus. Il bergamotto è un frutto endemico 

calabrese che fruttifica con successo solo lungo la sottile striscia costiera, lunga un centinaio 

di chilometri, che si estende tra Villa San Giovanni e Gioiosa Jonica. Tale zona, in provincia 

di Reggio Calabria è caratterizzata da un terreno di tipo argilloso-calcareo e da peculiari 
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caratteristiche climatiche che forniscono l’habitat ideale per l’agrume. Tuttavia, il 

bergamotto viene coltivato anche in altri Paesi (Florida, California, Costa d'Avorio, Tunisia, 

Sud America) e la sua origine rimane ancora da chiarire, sebbene l’ipotesi più accreditata 

sembra essere quella di un ibrido tra due diverse varietà del genere Citrus. Il frutto maturo 

ha una forma sferica o leggermente piriforme, con un peso medio intorno ai 100 gr. e una 

colorazione gialla. La buccia è mediamente sottile, con una superficie liscia e, a volte, 

moderatamente rugosa, mentre la polpa, di colore verde-giallo pallido, è caratterizzata da un 

sapore fortemente acido e amaro. Il periodo di raccolta dei frutti va da Novembre a Marzo, 

mentre la fioritura avviene nel mese di Aprile. Esistono tre diverse varietà di bergamotto che 

si differenziano l'una dall'altra per caratteristiche botaniche e morfologiche, quali l'aspetto 

della pianta, la forma delle foglie e dei frutti, lo spessore della buccia e il periodo di raccolta 

dei frutti (Verzera et al., 2003): le varietà Femminello, Castagnaro e Fantastico. Tuttavia, 

quest’ultima varietà rappresenta, attualmente, circa il 90% delle piante produttive (Dugo et 

al., 1987). La tutela della coltivazione del Citrus Bergamia Risso et Poiteau è affidata al 

Consorzio del Bergamotto di Reggio Calabria che ha il compito di garantire la qualità del 

prodotto. 

 

1.7.2.2 L’olio essenziale (OE) di bergamotto  

L'olio essenziale (OE) di bergamotto si ottiene per spremitura a freddo dell'epicarpo e parte 

del mesocarpo del frutto fresco di Citrus Bergamia Risso et Poiteau (FUI X ed.). In epoche 

precedenti alla pima opera di industrializzazione del processo di estrazione dell'essenza di 

bergamotto, che è avvenuta nel 1844, l'essenza veniva estratta per pressione manuale dalla 

scorza del frutto e veniva fatta assorbire da spugne naturali. Oggi, l'essenza viene ricavata 

per abrasione della parte superficiale dei frutti mediante un sistema di grattugie di cui sono 

dotate le "macchine pelatrici". Tale processo permette di ottenere un impasto che è una 

miscela di acqua e olio essenziale. Successivamente, la fase acquosa viene separata dalla 

fase oleosa che costituisce l'essenza. L’essenza ha una consistenza oleosa e si presenta 

liquida, talvolta con depositi solidi, volatile, con colorazione verde o giallo-verdastro, un 
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caratteristico odore gradevole ed un sapore aromatico amaro. L’OE di bergamotto è un 

fitocomplesso contenente oltre trecento componenti ed è formato da una frazione volatile, 

che rappresenta il 93-96% dell'essenza, e da una frazione non volatile, che ne costituisce il 

4-7% (Di Giacomo & Mincione, 1993). La complessa composizione chimica dell’OE di 

bergamotto è stata resa nota mediante l'uso di tecniche analitiche quali la gascromatografia 

accoppiata alla spettrometria di massa (GC-MS), per la frazione volatile (Verzera et al., 

1998), e la cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC), per quella non volatile (Dugo 

et al., 1997). I componenti della frazione volatile possono essere classificati in terpeni (es. 

linalolo), sesquiterpeni ed idrocarburi, mentre la frazione non volatile è costituita 

prevalentemente da composti eterociclici ossigenati, distinti in furano cumarine (psoraleni) e 

metossicumarine. La frazione volatile dell’OE di bergamotto è caratterizzata da un 

contenuto elevato di composti ossigenati e soprattutto dalla presenza in quantità superiori a 

quelle di tutti gli altri olii essenziali agrumari, di un alcool, il linalolo (6-18%) e del suo 

corrispondente estere, l'acetato di linalile (19-28%). Queste due sostanze determinano le 

caratteristiche aromatiche dell'essenza e costituiscono, infatti, dei markers di qualità del 

prodotto (Dugo et al., 1987). Inoltre, il limonene, un monoterpene monociclico che 

rappresenta il costituente principale delle essenze del genere Citrus, con percentuale 

generalmente non inferiore al 60% (Moufida & Marzouk, 2003), nell’OE di bergamotto non 

è mai superiore al 50% e talvolta la sua percentuale è pari a quella dell'acetato di linalile. 

Tuttavia, la composizione dell’OE di bergamotto è soggetta ad una enorme variabilità per 

quanto riguarda la composizione percentuale di ciascun componente dell'essenza. Infatti, la 

composizione del fitocomplesso subisce ampie oscillazioni in funzione della stagione di 

raccolta e dell'area di produzione dei frutti. Per esempio, per quanto riguarda la quantità di 

linalolo presente nella frazione volatile, essa diminuisce dal 12% al 6% durante la stagione 

di raccolta, mentre il contenuto di acetato di linalile aumenta, durante lo stesso periodo di 

raccolta, dal 23% al 31% (Dugo et al., 1987). Analogamente, anche la quantità dei 

componenti della frazione non volatile dell'essenza viene influenzata dal periodo di 

produzione: passando da gennaio a marzo, infatti, la bergamottina aumenta 

significativamente, mentre il bergaptene e il ciproptene diminuiscono di circa due terzi 

rispetto al contenuto iniziale (Dugo et al., 1997). L’OE di bergamotto è ampiamente 
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utilizzato in diversi settori industriali ed in particolare, è indispensabile nell'industria 

profumiera a livello internazionale. Infatti, il fitocomplesso ha la peculiare funzione non 

solo di fissare il bouquet aromatico dei profumi, ma anche di armonizzare le altre essenze 

contenute, esaltandone freschezza e fragranza. L’OE di bergamotto trova impiego anche nel 

settore alimentare come aromatizzante di gelati, bibite, liquori e nel settore cosmetico per la 

preparazione di prodotti quali deodoranti, saponi, prodotti solari e dentifrici. Inoltre, è 

utilizzato anche come correttivo degli odori nelle preparazioni farmaceutiche. 

Analogamente ad altri olii essenziali, è utilizzato nell’aromaterapia per ridurre l’ansia e 

facilitare l’induzione del sonno (Komori et al., 1995; Lehrner et al., 2000), oltre che nella 

medicina popolare come analgesico, digestivo, cicatrizzante, etc. Per quanto riguarda i 

meccanismi alla base delle azioni farmacologiche dell’olio essenziale, la maggior parte delle 

evidenze sperimentali riportate in letteratura sono relative alle azioni di singoli componenti 

dell’OE di bergamotto, quali il linalolo o alcuni psoraleni, mentre si hanno a disposizione 

poche informazioni riguardo agli effetti del fitocomplesso. In particolare, l’azione 

analgesica dell’OE di bergamotto è verosimilmente ascrivibile principalmente al linalolo le 

cui proprietà antiinfiammatorie ed analgesiche, che verranno trattate nel dettaglio, sono state 

ampiamente documentate in diversi modelli di dolore infiammatorio (Peana et al., 2003, 

2004a, 2004b, 2005). Recentemente, è stato riportato che l’OE di bergamotto è dotato di 

attività biologica, dimostrata a livello del sistema nervoso centrale. In particolare, è stato 

documentato che l'olio essenziale interferisce con processi fondamentali della 

comunicazione sinaptica, quali per esempio, il rilascio di amminoacidi con funzione di 

neurotrasmettitori in specifiche aree cerebrali del ratto (Morrone et al., 2007). Inoltre, è 

stato documentato che l’OE di bergamotto conferisce neuroprotezione in sistemi in vitro 

(Corasaniti et al., 2007) ed in vivo (Morrone et al., 2006). In particolare, l’OE ha esplicato 

effetti neuroprotettivi in ratti sottoposti ad ischemia focale permanente, verosimilmente 

mediante modulazione dei livelli sinaptici di amminoacidi eccitatori quali aspartato e 

glutammato (Morrone et al., 2006).  
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1.7.3 Il linalolo 

1.7.3.1 Generalità 

 

Il (-)-linalolo (Fig.1.3) è l’enantiomero presente in natura del monoterpene comunemente 

reperibile nella frazione volatile degli olii essenziali di diverse piante aromatiche come il 

bergamotto, il gelsomino e la lavanda. 

 

Fig. 1.3. Formula di struttura del (-)-linalolo.   

Il monoterpene esplica proprietà antiinfiammatorie ed analgesiche documentate da diversi 

studi sperimentali (Peana et al., 2002, 2004a, 2004b, 2005) che saranno trattati 

successivamente.  

  

1.7.3.2 Profilo farmacologico del linalolo 

Dati presenti in letteratura hanno riportato l’attività antinfiammatoria (Peana et al., 2002)  

del linalolo suggerendo che le proprietà antinfiammatorie esercitate da diversi olii essenziali 

siano da ascrivere al monoterpene. Le proprietà antiinfiammatorie del (-)-linalolo, del suo 

racemo e del suo estere, il linalil acetato, sono state studiate utilizzando il modello di edema 

indotto da carragenina nel ratto (Peana et al.,  2002). La somministrazione subcutanea di (-)-

linalolo, a livello addominale e alle dosi di 50 e 75 mg/Kg nel ratto, ha determinato una 

drastica riduzione dell’edema 1 ora dopo la somministrazione di carragenina (1%; s.c.). 

Invece, alla dose più bassa di 25 mg/kg una significativa riduzione dell’edema è stata 

riscontrata 3 e 5 ore dopo la somministrazione. L’enantiomero puro ha dimostrato avere una 
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più lunga durata d’azione rispetto al racemo sebbene anche la forma racemica ha indotto 

una rilevante riduzione dell’edema indotto da carragenina (Peana et al., 2002). Gli effetti del 

linalolo, somministrato nell’addome alle dosi di 50, 100, 150 e 200 mg/Kg (s.c.) 30 minuti 

prima della somministrazione della sostanza algogena, sono stati studiati utilizzando 3 

modelli di iperalgesia (Peana et al., 2004a) termica nel ratto. Il monoterpene ha revertito 

l’iperalgesia termica indotta dalla somministrazione di L-glutammato (30 nmol/zampa; s.c.) 

a livello della zampa ipsilaterale, solo quando somministrato alla dose di 200 mg/kg. Inoltre, 

esso ha esplicato un’azione antiiperalgesica anche a livello della zampa controlaterale alla 

somministrazione di glutammato che non ha sviluppato iperalgesia termica. Nel modello di 

iperalgesia termica indotta dalla somministrazione intraplantare di prostaglandina E2 (200 

ng/zampa), il linalolo ha determinato una riduzione del tempo di latenza in risposta allo 

stimolo termico sia a livello ipsilaterale che contro laterale. Invece, la drastica attenuazione 

dose-dipendente dell’iperalgesia termica indotta dalla somministrazione di λ−carragenina (1 

mg/zampa; s.c.) ha interessato la zampa controlaterale, ma non la ipsilaterale (Peana et al., 

2004a). Un recente studio in vivo ha dimostrato che la somministrazione sistemica di 

linalolo determina un effetto antinocicettivo in un importante modello animale di dolore 

infiammatorio: il formalin test (Peana et al., 2004b). In particolare, il (-)-linalolo alle dosi di 

50 e 100 mg/kg ha determinato una riduzione della prima, ma non della seconda fase del 

comportamento nocicettivo indotto dalla  somministrazione intraplantare di una soluzione di 

formalina a bassa concentrazione (1%) nel ratto. Invece, quando somministrato alla dose più 

alta (150 mg/kg) ha determinato anche una drastica riduzione (32%) della seconda fase del 

comportamento dolorifico caratterizzato da flinching e licking/biting. Inoltre, la 

somministrazione di linalolo (25, 50 e 75 mg/Kg; s.c.) 30 minuti prima della 

somministrazione di una soluzione acquosa di acido acetico (1,2%; i.p.) ha ridotto 

significativamente il numero delle costrizioni addominali indotte dalla somministrazione 

dell’agente algogeno nel topo. L’effetto antinocicettivo del linalolo nel test di writhing, 

modello di dolore infiammatorio addominale, è stato completamente antagonizzato dal 

naloxone (i.p.; 5 mg/Kg) e dall’atropina (i.p.; 5 mg/Kg) (Peana et al., 2002). Alla dose di 

100 mg/Kg ha indotto una pronunciata risposta analgesica (Peana et al., 2005) anche nel test 
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della piastra calda, modello di analgesia sovraspinale e tale effetto è stato ridotto in maniera 

significativa dal pretrattamento con un antagonista selettivo del recettore per l’adenosina 

A1, l’ 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (DPCPX) (0.1 mg/kg; i.p.) e con un antagonista 

selettivo del recettore per l’adenosina A2A, il 3,7-dimetil-1-propargilxantina (DMPX) (0.1 

mg/kg; i.p.) (Peana et al., 2005). Numerosi studi hanno, quindi, documentato le proprietà 

antiinfiammatorie ed antinocicettive del linalolo in diversi modelli sperimentali di dolore 

infiammatorio. Inoltre, studi di binding hanno dimostrato che il linalolo si comporta come 

antagonista competitivo dei recettori NMDA (N-Metil-D-aspartato) (Elisabetsky et al., 

1999; Silva Brum et al., 2001). In particolare, Elizabetsky e collaboratori (1999) hanno 

mostrato che il linalolo inibisce il binding del [3H] glutammato in maniera competitiva e 

che il binding del [3H] MK801 diminuisce con concentrazioni crescenti di linalolo, mentre 

il binding del [3H] muscimolo rimane inalterato. E’ stato anche documentato che il linalolo 

è in grado di interferire con altri sistemi neurotrasmettitoriali. In particolare, il linalolo 

determina l’aumento del rilascio di dopamina in fettine striatali di ratto (Okuyama et al., 

2004) e l’inibizione del rilascio di acetilcolina a livello delle giunzioni neuromuscolari di 

topo (Re et al., 2000). Infine, utilizzando la tecnica del patch clamp è stato mostrato che il 

linalolo sopprime, in maniera significativa e reversibile, ma non selettivamente, le correnti 

voltaggio-dipendenti (INa, ICa,L, ICa,T, IK e IKCa) nei neuroni sensitivi delle ORCs (cellule del 

recettore olfattorio) (Narusuye et al., 2005) nella salamandra. Una simile soppressione è 

stata riportata negli ORCs in risposta a sostanze odorose come il limonene e l’amil acetato 

(Kawai et al., 2000). Inoltre, è stato riportato che il linalolo sopprime le correnti voltaggio-

dipendenti anche nelle cellule di Purkinjie nel ratto (Narusuye et al., 2005).  

 

1.8 Scopo della tesi 

Il dolore neuropatico è il tipo di dolore cronico più difficile da trattare e manca ancora di 

trattamenti farmacologici efficaci. Esso rappresenta una condizione patologica invalidante 

che determina sofferenza e riduzione della qualità della vita dei pazienti che ne sono colpiti. 

Lo scopo principale di tale lavoro di tesi è stato pertanto quello di studiare i meccanismi alla 
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base dello sviluppo del dolore neuropatico al fine di identificare nuovi targets farmacologici 

per lo sviluppo di innovativi approcci terapeutici. A tal fine, è stato necessario effettuare un 

periodo di formazione all’estero presso un gruppo di Ricerca esperto del settore, il 

Molecular Nociception Group dell’University College of London (UCL), Londra, sotto la 

guida del Prof. John Wood. Durante tale periodo, della durata di circa tredici mesi, oltre ad 

aver avuto l’opportunità di confrontarmi con dottorandi e giovani ricercatori che da diversi 

anni lavorano nel campo del dolore, ho potuto sviluppare una specifica competenza 

nell’impiego di diversi modelli animali compreso il modello di dolore neuropatico mediante 

legatura del nervo spinale L5 (SNL) nel topo. Al fine di determinare la risposta dolorifica in 

seguito all’applicazione di stimoli di diverso tipo, sono stati utilizzati diversi tests 

comportamentali. Inoltre, ho avuto anche modo di portare avanti esperimenti volti a studiare 

il coinvolgimento di alcuni sottotipi di canali del sodio voltaggio-dipendenti, quelli del tipo 

Nav1.3, Nav1.7 e Nav1.8, nei meccanismi di sviluppo del dolore neuropatico indotto dalla 

legatura del nervo spinale L5. Tali esperimenti sono stati condotti con un approccio 

comportamentale, utilizzando topi knock-out per i geni di interesse ottenuti nello stesso 

laboratorio. Inoltre, sempre con lo stesso approccio, ho potuto effettuare degli esperimenti 

volti a valutare l’eventuale coinvolgimento del fattore neurotrofico derivato dal cervello 

(BDNF) nei meccanismi di sviluppo del dolore neuropatico. Quindi, al rientro nel 

laboratorio di Farmacologia della Facoltà di Farmacia dell’Università della Calabria, presso 

il quale ho svolto il corso di Dottorato di Ricerca, ho potuto continuare a studiare il modello 

di dolore neuropatico precedentemente appreso caratterizzandone l’applicabilità allo studio 

dello sviluppo di nuovi approcci terapeutici, ivi compresi prodotti di origine naturale, per il 

trattamento del dolore neuropatico. Così, sono stati studiati gli effetti dell’olio essenziale 

(OE) di bergamotto (Citrus Bergamia, Risso) nel dolore neuropatico indotto da SNL; infatti, 

di recente è stato riportato come questo fitocomplesso sia in grado di interferire con i 

meccanismi fondamentali alla base della comunicazione sinaptica e di conferire 

neuroprotezione in sistemi in vitro (Corasaniti et al., 2007) ed in vivo (Morrone et al., 

2007). Successivamente, nello stesso modello di dolore neuropatico sono stati valutati gli 

effetti del linalolo, uno dei componenti maggiormente rappresentati nel fitocomplesso e di 

cui sono note le proprietà antinocicettive in modelli di dolore infiammatorio. A tal scopo, 
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sono stati valutati gli effetti antinocicettivi e sull’attivazione della serina-treonin protein 

chinasi B (Akt), un prodotto genico pro-survival coinvolto nei meccanismi di dolore 

infiammatorio, ma scarsamente studiato nei modelli di dolore neuropatico.  
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2 MATERIALI E METODI 

 

2.1 Animali 
 

Per il presente studio, sono stati usati, topi maschi adulti del ceppo C57/BL6 (20-22 g; 

Charles River, Calco, Italy), topi knock-out per diversi sottotipi di canali del sodio 

voltaggio-dipendenti (Nav1.3, Nav1.7, Nav1.8) e per il fattore neurotrofico derivato dal 

cervello (BDNF) ed i rispettivi topi wild-type. Gli animali sono stati stabulati in condizioni 

controllate di  temperatura (22 ± 1 °C) e umidità relativa (65%), sono stati sottoposti ad un 

ciclo buio/luce di 12 ore (7:00-19:00), con libero accesso all’acqua e al cibo. 

Le procedure sperimentali sono state condotte in accordo alle linee guida del Ministero della 

Salute (D.M. 116/1992) cercando di ridurre le condizioni di sofferenza per l’animale e 

utilizzando solo il numero di topi strettamente necessario per ottenere risultati apprezzabili. 

 

 

2.2 Procedura chirurgica per la legatura del nervo spinale L5 

 

Il dolore neuropatico è stato indotto dalla legatura del nervo spinale L5 (Fig. 2.1) nel topo 

secondo il modello descritto da Kim & Chung (1992). Prima di procedere alla procedura 

chirurgica, gli animali sono stati anestetizzati con isoflurano al 2% e l’anestesia è stata 

mantenuta durante l’operazione attraverso la continua somministrazione di isoflurano a 

basse concentrazioni (1-1,5 %). In seguito ad una incisione mediana nella cute della regione 

dorso-lombare del tronco, a livello delle vertebre L2-S2, i muscoli paraspinali del lato 

sinistro sono stati separati dai processi spinali, dalle articolazioni e dai processi trasversi a 

livello L4-S1. Il nervo spinale L5 del lato di sinistra è stato isolato e strettamente legato con 
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un filo di seta 6-0. La ferita chirurgica è stata quindi suturata utilizzando un filo di sutura 3-

0.  

 

Fig.2.1. Schema rappresentativo del modello di dolore neuropatico da legatura del 
nervo spinale L5 (Ueda, 2006). 
 
 
Per il gruppo degli animali sham, la procedura chirurgica è stata identica a quella del gruppo 

neuropatico eccetto che per la legatura del nervo spinale. Successivamente gli animali sono 

stati lasciati ad acclimatare per 24 ore, al fine di riprendersi dall’anestesia e dalla procedura 

chirurgica, prima di effettuare le procedure sperimentali. Inoltre, la postura è stata  

monitorata attraverso tutto il periodo post-operatorio e gli animali che hanno riportato 

lesioni sono stati esclusi dal gruppo sperimentale. Tuttavia, tra tutti gli esperimenti 

effettuati, solo un numero estremamente ridotto di animali ha mostrato segni di lesioni. 

Dopo aver effettuato gli opportuni trattamenti farmacologici, i tests comportamentali, che 

sono stati condotti fino a 30 giorni dopo la chirurgia, e gli eventuali prelievi di campioni per 

poter effettuare gli studi biochimici, gli animali sono stati sacrificati con la 

somministrazione (i.p.) di una dose letale di anestetico (cloralio idrato). 
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2.3 Topi knock-out del tipo nocicettore-specifico, globale e NFH-Cre per i 

geni di interesse  

La delezione genica dei geni di interesse è stata effettuata con tre diversi metodi che hanno 

portato rispettivamente alla generazione di topi knock-out del tipo nocicettore-specifico, 

globale e NFH-Cre (neurofilament heavy chain-Cre). I topi knock-out tessuto-specifici sono 

stati prodotti utilizzando il sistema del Cre-loxP (Le & Sauer, 2001; Nagi, 2000) che 

permette di incrociare di topi che esprimono la ricombinasi del tipo Cre (DNA Cyclization 

Recombination protein) con topi che possiedono il gene target affiancato da due siti lox-P 

(gene “floxed”). Tale ricombinasi derivante dal batteriofago P1 va ad eliminare 

selettivamente la sequenza di DNA affiancata da due sequenze di riconoscimento con siti 

loxP. Inoltre, al fine di ottenere topi knock-out specificamente a livello dei nocicettori 

(nocicettore-specifico knock-out), sono stati utilizzati topi del tipo Cre-Nav1.8 in cui la 

ricombinasi del tipo Cre è stata specificamente espressa nei nocicettori guidando il gene con 

il promotore Nav1.8 (Stirling et al., 2005), canale del sodio voltaggio dipendente espresso 

selettivamente nei neuroni nocicettivi e completamente assente in altri tessuti (Akopian et 

al., 1996). Dall’incrocio tra topi trasngenici in cui due siti loxP affiancano la sequenza del 

gene di interesse e topi transgenici in cui la ricombinasi del tipo CRE è espressa 

selettivamente nel tessuto di interesse, sono stati ottenuti topi in cui la delezione genica è 

avvenuta selettivamente a livello dei nocicettori. Con tale tecnica di delezione genica sono 

stati ottenuti topi del tipo nocicettore-specifico knock-out per i sottotipi di canali del sodio 

voltaggio-dipendenti Nav1.3, Nav1.7 e Nav1.8 e per il fattore neurotrofico BDNF. Invece, 

la delezione genica globale è stata effettuata solo per il gene che codifica per il canale 

Nav1.3 (SCN3A) e Nav1.8 (SCN10A), dal momento la delezione globale del gene che 

codifica per Nav1.7 (SCN9A) (Nassar et al., 2004) e per il BDNF (Rios et al., 2001) 

risultava letale. La delezione tempo-specifica, infine, è stata effettuata solo per il gene che 

codifica per il canale Nav1.3. Dall’incrocio tra topi che esprimono la ricombinasi del tipo 

NFH-Cre, espressa principalmente nelle fibre mieliniche e nel cervello (Mallucci et al., 

2002) e topi con il gene per Nav1.3 floxed sono stati ottenuti topi knock-out del tipo NFH-

Cre per Nav1.3 cioè in cui il gene è stato eliminato selettivamente nei neuroni sensitivi di 
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grande diametro. Tale tecnica di delezione sfrutta l’espressione tempo-specifica di questo 

peculiare sottotipo di Cre che si esprime 10-12 settimane dopo la nascita e permette, quindi, 

di ottenere topi knock-out in assenza delle alterazioni compensative, in questo caso di altri 

canali del sodio, che verosimilmente avvengono durante la vita embrionale. Gli animali 

ingegnerizzati sono stati, quindi, sottoposti ad esperimenti controllo al fine di verificare che 

la delezione genica non determini variazioni della crescita in peso (fig. 2.2.a) e delle 

prestazioni motorie (Fig. 2.2.b). Solo nel caso in cui non siano state verificate variazioni 

significative della crescita in peso e della coordinazione motoria, determinata mediante il 

test di Rotarod, si è potuto procedere alle opportune procedure sperimentali.  

 

 

Fig. 2.2. Esempio di esperimento controllo per verificare eventuali effetti della delezione genica di 

Nav1.3 sull’andamento della crescita in peso (a) e sulle prestazioni motorie (b) di topi knock-out in 

paragone a topi wild-type. Effetti della delezione genica di Nav1.3 sull’andamento della crescita in peso (a) e 

sulle prestazioni motorie (b), determinate mediante il test di Rotarod, di topi knock-out (KO) in paragone a topi 

wild-type (WT). I dati sono espressi come media ± ES (n=8-10 animali) e le differenze valutate statisticamente 

utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA). p < 0.05 è stato considerato significativo. La 

delezione genica di Nav1.3 non detemina variazioni significative né della crescita in peso né delle prestazioni 

motorie degli animali.  
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2.4 Tests comportamentali 

 

I tests comportamentali sono stati condotti, due volte al giorno, 3 e 5 giorni prima (giorno -5 

e -3) dell’induzione del dolore neuropatico al fine di determinare i livelli basali di ciascun 

animale  e, nel periodo post-operatorio 1, 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28 e 30 giorni dopo la 

legatura del nervo spinale. I valori ottenuti nei giorni successivi alla chirurgia sono stati 

normalizzati ad 1 considerando unitario il valore basale misurato in ciascun animale. Per la 

determinazione della sensibilità meccanica, gli animali sono stati sottoposti al von Frey test 

seguendo il metodo dell’up-down (Chaplan et al., 1994) ed utilizzando filamenti calibrati da 

0.04 a 12.75 g. Per la determinazione della sensibilità termica, invece, è stato utilizzato il 

test di Haregreaves’ (Haregreaves et al., 1988).  

 

2.4.1 Test di Von Frey 

  

Il test di Von Frey è stato descritto da diversi autori (Fuchs et al., 1999; Kim & Chung, 

1992; Seltzer et al., 1990) come metodo per determinare la presenza di allodinia meccanica 

utilizzando filamenti numerati di diversa rigidità che imprimono una forza incrementale 

secondo una scala logaritmica (filamenti di von Frey). Inizialmente gli animali vengono 

acclimatati nel Perspex box (75 mm per 90 mm) con pavimento metallico per un periodo di 

circa 60 minuti. Successivamente i filamenti di von Frey vengono applicati sulla superficie 

glabra della zampa posteriore sinistra per 3-5 secondi al fine di determinare la latenza di 

withdrawal (tempo espresso in s) della zampa dalla sorgente dolorosa. Per determinare la 

soglia di withdrawal esistono due metodi: l`up-down method (Chaplan et al., 1994; Dixon,  

1980) che consente di determinare il valore corrispondente al 50% della soglia di 

withdrawal ed il full battery testing (Fuchs et al., 1999) che permette di calcolare la 

percentuale di risposta in seguito all’applicazione di otto filamenti, in ordine crescente di 

forza compresa tra gli 0.219g e i 7.59g, per cinque volte ciascuno. Tra questi è stato 
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utilizzato il metodo up-down che consiste nell’applicare come primo filamento quello 

corrispondente al 50% della soglia di withdrawal in condizioni basali e successivamente un 

filamento di forza decrescente in seguito a presenza di risposta nocicettiva ed uno di forza 

crescente in seguito ad assenza di risposta. Il test continua fino a che si ottengono almeno 

sei misurazioni intorno al valore del 50% di soglia di withdrawal. Ogni misurazione viene 

eseguita a distanza di 3 minuti dalla successiva per evitare la presenza di risposte 

amplificate a causa delle ravvicinate stimolazioni. I risultati sono espressi come media ± ES 

e le differenze valutate statisticamente utilizzando l’analisi della varianza ad una via 

(ANOVA) seguita, dove appropriato, da un test per comparazioni multiple come il test di 

Tukey.    

                                   

2.4.2  Test di Haregreaves’  

Il test di Haregreaves’ (Haregreaves et al., 1988) permette di determinare l`eventuale 

presenza di iperalgesia termica  misurando il tempo di reazione del topo/ratto allo stimolo 

termico e consiste nella proiezione di una sorgente di calore radiante sulla zampa (Plantar 

Test, modello 7650, Ugo Basile, Italia). In seguito alla cessazione dell’attività esplorativa 

dell’animale, si proietta tale sorgente sulla zampa posteriore sinistra utilizzando un’intensità 

del 20% per il topo e del 50% per il ratto ed un cut-off di 20 secondi per evitare eventuali 

danni tessutali. I risultati sono espressi come media ± ES e le differenze valutate 

statisticamente utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) seguita, dove 

appropriato, da un test per comparazioni multiple come il test di Tukey.  

 

2.4.3  Test di Rotarod  

Il test di Rotarod (Janes & Roberts, 1968) è il test più utilizzato per valutare le capacità 

motorie dei roditori e prevede l`uso di un cilindro rotante sul quale l`animale deve 

camminare per evitare di cadere. Gli animali vengono posizionati sul Rotarod (modello 
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7650, Ugo Basile, Italia) ad una velocità costante di 20 giri al minuto per 60 secondi per 

consentire l’acclimatamento. Successivamente vengono sottoposti ad una velocità crescente 

per un tempo massimo di 5 minuti e viene registrato il tempo in cui il topo/ratto riesce a 

mantenersi in equilibrio sul cilindro rotante. Il test viene eseguito 4 volte al fine di ottenere 

una misura più accurata. I risultati sono espressi come media ± ES e le differenze valutate 

statisticamente utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) seguita, dove 

appropriato, da un test per comparazioni multiple come il test di Tukey.  

 

2.5 Formalin test 

Il formalin test (Dubuisson & Dennis, 1977) è un modello di dolore infiammatorio 

ampiamente utilizzato nell’ambito della ricerca scientifica. Tale test e` caratterizzato da una 

risposta comportamentale nocicettiva bifasica in cui la prima fase dura approssimativamente 

10 minuti, mentre la seconda, che avviene in seguito ad un periodo di latenza di circa 10 

minuti, dura 40 minuti. I topi/ratti vengono lasciati acclimatare rispettivamente per circa 

60/20 minuti e successivamente vengono inseriti in un restrainer per la somministrazione 

intraplantare di una soluzione acquosa di formalina al 5% (s.c., 20 µl/50 µl) nella zampa 

posteriore sinistra. La formalina induce un comportamento nocicettivo spontaneo 

caratterizzato da licking/biting e flincking. Durante l`ora successiva alla somministrazione 

viene, quindi, registrato il tempo di durata del comportamento di licking/biting per ogni 

intervallo di tempo della durata di 5 minuti. I risultati sono espressi come media ± ES e le 

differenze valutate statisticamente utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) 

seguita, dove appropriato, da un test per comparazioni multiple come il test di Tukey. 
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2.6 Studio ex-vivo: isolamento e prelievo della porzione lombare di midollo 

spinale 

L’isolamento ed il prelievo delle porzione lombare di midollo spinale sono stati effettuati 

immediatamente dopo il sacrificio dell’animale. Nel primo set di esperimenti, è stata 

prelevata la porzione lombare L4-L6 considerandola come ipsilaterale in quanto prossima al 

sito del danno e la porzione toracica T5-T9 considerandola come porzione contro laterale. I 

prelievi sono stati effettuati 1, 3 e 7 giorni dopo la legatura del nervo spinale L5. I dati 

ottenuti non sono risultati chiari, a causa dell’elevata variabilità, tra un esperimento e l’altro, 

dei livelli di espressione della proteina. Al fine di poter escludere la possibilità che eventuali 

variazioni dell’espressione della proteina di interesse risultassero diluite dal prelievo di una 

porzione ipsilaterale troppo estesa, nel successivo set di esperimenti è stata prelevata 

l’emisezione sinistra della porzione L4-L5 considerandola come ipsilaterale e la rispettiva 

emisezione destra considerandola come controlaterale. I tessuti prelevati sono stati 

velocemente immersi in azoto liquido, conservati alla temperatuta di -80 °C e 

successivamente sottoposti alla metodica del western blotting al fine di studiare i livelli di 

espressione dell’Akt.  

 

 

2.7  Western blotting 

I livelli delle proteine studiate sono stati analizzati quantizzandone l’espressione con la 

tecnica del Western Blotting, utilizzando l’elettroforesi sul gel di poliacrilammide, in 

condizioni denaturanti e riducenti. Per l’estrazione delle proteine totali, ogni pool, risultante 

dall’unione di tre campioni di midollo spinale, è stato omogeneizzato, utilizzando un potter 

vetro/teflon, in 90 µl di tampone di lisi freddo contenente 50 mM di Tris-HCl (pH 7.5), 150 

mM di NaCl, 2 mM di EDTA, 2 mM di EGTA, 1% Triton X-100, 1 nM di acido okadaico,  
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inibitori delle proteasi (cod. P8349, Sigma, Milano, Italia) e inibitori delle fosfatasi (cod. 

524625, Calbiochem, La Jolla, USA). Il lisato tissutale è stato centrifugato per 15 minuti a 

10.000 g a 4°C ed infine è stato raccolto il surnatante destinato all’analisi. La 

concentrazione delle proteine è stata determinata utilizzando il metodo DC per l’analisi 

delle proteine (Laboratori Bio-Rad, Milano, Italia) con albumina sierica bovina (BSA) usata 

come standard. Cinque microgrammi di proteine totali sono stati risolti attraverso 

elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-PAGE) al 12% e successivamente trasferite su 

membrana di nitrocellulosa (Optitran BA-S 83, Schleicher & Schuell, Bioscienze, Dassel, 

Germania). I siti aspecifici sulla membrana sono stati bloccati utilizzando latte al 5% in un 

tampone salino contenente Tris 10mM, (pH8), NaCl 150mM, Tween20 0.05% (TBS-T) per 

1 ora a temperatura ambiente. Successivamente la membrana è stata incubata per una notte a 

4°C con l’anticorpo primario, diretto contro la proteina d’interesse. In particolare, sono stati 

determinati non solo i livelli della forma fosforilata di Akt (pAkt), ma anche della Akt 

totale, per stabilire che eventuali cambiamenti nei livelli di pAkt non fossero dovuti a 

cambiamenti nell’espressione della proteina. Inoltre, al fine di confermare il caricamento di 

un uguale quantità di proteina in ogni pozzetto è stata effettuata l’ibridazione con un 

anticorpo anti-tubulina, anti-actina o anti-GAPDH. Per identificare la forma fosforilata di 

Akt è stato utilizzato l’anticorpo primario policlonale anti-fosfo-Akt (serina 473) prodotto 

nel coniglio e anti-topo alla diluizione di 1:1000 (Cell Signaling Technology). L’anticorpo è 

stato utilizzato in esperimenti di westrn blotting effettuati nel nostro laboratorio utilizzando 

omogenati di tessuto corticale, striatale e di retina (Russo et al., 2008) nel ratto. Inoltre, 

sono stati utilizzati i seguenti anticorpi primari policlonali prodotti nel coniglio: anti-Akt 

alla diluizione di 1:2000 (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA); anti 

gliceraldeide trifosfato deidrogenasi (GAPDH) alla diluizione di 1:4000 (Ambion). Sono 

stati inoltre utilizzati i seguenti anticorpi monoclonali prodotti nel topo: anti-actina (clone 

AC-40, Sigma) alla diluizione di 1:1000; anti-tubulina (clone B-5-1-2, Sigma) alla 

diluizione di 1:30.000. Per la rilevazione del segnale le membrane di nitrocellulosa sono 

state incubate con un anticorpo secondario (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA), 

coniugato con perossidasi di rafano, per 1 ora a temperatura ambiente e l’attività enzimatica 

determinata in chemiluminescenza (ECL, Amersham Biosciencies, GE Healthcare, Milano, 



 

40 

Italia) esponendo le membrane ad una lastra fotografica. Le lastre fotografiche sono state 

scannerizzate e l’analisi densitometrica delle bande relative alla proteina d’interesse è stata 

realizzata utilizzando il Software QuantiScan (Biosoft, Cambridge, Regno Unito).  

 

2.8 Trattamenti farmacologici 

L’olio essenziale (OE) di bergamotto (Consorzio del Bergamotto, Reggio Calabria),  

concentrato è stato somministrato sistemicamente (1 ml/Kg, s.c.) 1 ora prima della legatura 

del nervo spinale L5 in topi maschi C57/BL6 (20-22 g) (n=7) e successivamente una volta al 

giorno fino a 14 giorni dopo la chirurgia. Agli animali controllo è stato somministrato un 

identico volume (1 ml/Kg) di una miscela di polietilen glicole 200 (PEG) (Sigma-Aldrich, 

Milano, Italia) e soluzione salina (NaCl 0.9%) (1:1). Tale schema di trattamento è stato 

utilizzato negli esperimenti condotti utilizzando il modello sperimentale di dolore 

neuropatico. Invece, per quanto riguarda gli esperimenti effettuati utilizzando il formalin 

test, l’OE di bergamotto è stato somministrato concentrato sia per via intraplantare (20 µl, 

intrapl.) (n=9) nella zampa posteriore sinistra che a livello della regione interscapolare (2 e 

20 µl, s.c.) (n=7, n=10), 15 minuti prima della somministrazione della soluzione di 

formalina al 5 %. Il fitocomplesso è stato somministrato concentrato alla dose di 20 µl/topo. 

Agli animali controllo è stato somministrato un identico volume di due diversi tipi di olii di 

origine naturale, l’olio di oliva (20 µl, intrapl. e s.c.) (n=6, n=3) e l’olio di semi (20 µl, 

intrapl.) (n=4). Invece, la dose inferiore di 2 µl/topo è stata somministrata disciolta in una 

miscela di cremophor/etanolo/soluzione salina in rapporto 1:1:18. Pertanto, tale miscela è 

stata utilizzata anche come controllo (20 µl, s.c.) (n=8). Il (-)-linalolo (Sigma-Aldrich, 

Milano, Italia) è stato disciolto in una miscela di polietilen glicole 200 (PEG) (Sigma-

Aldrich, Milano, Italia) e soluzione salina (NaCl 0.9%) (1:1) ed è stato somministrato (100 

mg/Kg; s.c.) 1 ora prima della legatura del nervo spinale L5 in topi maschi C57/BL6 (20-22 

g) in un primo gruppo di animali (n=9) ed una volta al gionro fino a 14 giorni in un secondo 

gruppo di animali (n=19). Agli animali controllo (n=6 per ciascun gruppo) è stato 

somministrato lo stesso volume (116 µl/Kg, s.c.) di polietilen glicole 200/ soluzione salina.  
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2.9 Analisi Statistiche 

Tutti i risultati sono stati espressi come media ± ES e le differenze sono state valutate 

statisticamente utilizzando il test “t” di Student o l’analisi della varianza ad una via 

(ANOVA) seguita, dove appropriato, da un test per comparazioni multiple come il test di 

Tukey. p < 0.05 è stato considerato significativo. I calcoli sono stati eseguiti utilizzando 

GraphPad Prism. 
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3 RISULTATI 

 

3.1 La legatura del nervo spinale L5 induce allodinia meccanica, ma non 

determina variazioni della sensibilità termica nel topo  

La legatura del nervo spinale L5 del lato sinistro induce nel topo (n=10) allodinia 

meccanica, a livello della zampa ipsilaterale. L’allodinia inizia a svilupparsi dopo 3 giorni e 

si mantiene fino a 30 giorni dopo il completamento della procedura chirurgica. Nel gruppo 

degli animali sottoposti alla procedura sham (n=3) non si riscontra lo sviluppo di allodinia 

(Fig. 3.1).  

 

 

Fig. 3.1. Time course della sensibilità meccanica della zampa ipsilaterale nel modello di dolore 

neuropatico da legatura del nervo spinale L5 (SNL) nel topo. Effetti della legatura del nervo spinale L5 o 

della procedura sham sulla sensibilità meccanica di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6. I dati sono 

espressi come media ± ES (n=10 per il gruppo di animali neuropatici, n=3 per il gruppo di animali sottoposti a 

procedura sham) del 50% della soglia di dolore. I valori del 50% della soglia del dolore ottenuti nei giorni 

successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando unitario il valore basale misurato in ciascun 

animale. La legatura del nervo spinale L5 induce, a livello della zampa ipsilaterale al danno, una severa e 

persistente allodinia meccanica che è invece assente nel gruppo di animali sham.      
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L’allodinia meccanica corrisponde ad una drastica riduzione del valore corrispondente al 

50% della soglia di dolore, che si determina mediante il test di von Frey, in seguito 

all’applicazione di uno stimolo di tipo meccanico. L’allodinia meccanica è una componente 

caratterizzante tale modello, infatti tutti gli animali sottoposti a legatura del nervo spinale 

sviluppano una severa riduzione del valore della soglia di dolore in seguito all’applicazione 

di uno stimolo meccanico. Il gruppo degli animali sham, invece, non sviluppa allodinia. 

Inoltre, non si riscontrano variazioni della sensibilità termica della zampa ipsilaterale (Fig. 

3.2), determinata mediante test di Haregreaves’ che, pertanto, in tale modello, rappresenta 

un importante controllo negativo.  

 

Fig. 3.2. Time course della sensibilità termica della zampa ipsilaterale nel modello di legatura 

del nervo spinale L5 nel topo. Effetti della legatura del nervo spinale L5 o della procedura sham sulla 

sensibilità termica di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6. I dati sono espressi come media ± ES (n=10 

per il gruppo di animali neuropatici, n=3 per il gruppo di animali sottoposti a procedura sham) della latenza di 

withdrawal (tempo espresso in s) della zampa dalla sorgente dolorosa. I valori del tempo di latenza ottenuti nei 

giorni successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando unitario il valore basale misurato in 

ciascun animale. La legatura del nervo spinale L5 non determina variazioni della sensibilità termica a livello 

della zampa ipsilaterale dal momento che i valori del tempo di latenza sono simili a quelli del gruppo di 

animali sham.  
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Inoltre, lo sviluppo di allodinia meccanica interessa esclusivamente la zampa ipsilaterale al 

danno, infatti a livello della zampa controlaterale non si riscontra alcuna variazione della 

sensibilità meccanica (Fig. 3.3).  

 

 

Fig. 3.3. Time course della sensibilità meccanica della zampa controlaterale nel modello di 

legatura del nervo spinale L5 nel topo. Effetti della legatura del nervo spinale L5 o della procedura sham 

sulla sensibilità meccanica della zampa controlaterale di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6. I dati sono 

espressi come media ± ES (n=10 per il gruppo di animali neuropatici, n=3 per il gruppo di animali sottoposti a 

procedura sham) del 50% della soglia di dolore. I valori del 50% della soglia del dolore ottenuti nei giorni 

successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando unitario il valore basale misurato in ciascun 

animale. La legatura del nervo spinale L5 non determina allodinia meccanica a livello della zampa 

controlaterale. 

Inoltre, anche per quanto riguarda la sensibilità di tipo termico, a livello della zampa 

controlaterale, non si riscontrano variazioni del tempo di latenza (Fig.3.4). 
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Fig. 3.4. Time course della sensibilità termica della zampa controlaterale nel modello di 

legatura del nervo spinale L5 nel topo. Effetti della legatura del nervo spinale L5 o della procedura sham 

sulla sensibilità termica della zampa controlaterale di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6. I dati sono 

espressi come media ± ES (n=10 per il gruppo di animali neuropatici, n=3 per il gruppo di animali sottoposti a 

procedura sham) della latenza di withdrawal (tempo espresso in s) della zampa dalla sorgente dolorosa. I 

valori del tempo di latenza ottenuti nei giorni successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando 

unitario il valore basale misurato in ciascun animale. La legatura del nervo spinale L5 non determina 

variazioni della sensibilità termica a livello della zampa controlaterale dal momento che i valori del tempo di 

latenza sono simili a quelli del gruppo di animali sham.  

I risultati ottenuti, in accordo con i dati presenti in letteratura sul modello sperimentale 

utilizzato, mostrano che la legatura del nervo spinale induce esclusivamente allodinia di tipo 

meccanico, ma non termico ed essa interessa selettivamente la zampa ipsilaterale. Inoltre, si 

sviluppa in tutti gli animali sottoposti alla legatura, ma non negli animali sottoposti a 

procedura sham. La possibilità di determinare in maniera quantitativa la variazione del 50% 

della soglia del dolore, mediante il test di von Frey, permette, pertanto, di utilizzare questo 

modello sperimentale come strumento per valutare eventuali azioni antiallodiniche di 

sostanze di origine naturale o sintetica che potrebbero rappresentare nuove strategie 

farmacologiche per il trattamento del dolore neuropatico. 
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3.2 L’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 si 

sviluppa normalmente in topi con delezione del gene che codifica per il 

canale Nav1.3   

 

Il modello SNL è stato riprodotto in animali sottoposti a delezione genica della sequenza 

che codifica per il canale del sodio voltaggio-dipendente del tipo 1.3 (Nav1.3), al fine di 

studiare, con un approccio comportamentale, il coinvolgimento del gene di interesse nei 

meccanismi di sviluppo del dolore neuropatico. In particolare, la legatura del nervo spinale 

L5 è stata indotta in 22 topi (20-30 g) knock-out del sottotipo nocicettore-specifico, di cui 12 

knock-out (KO) per Nav1.3 e 10 wild-type (WT). Sia i tests per la determinazione della 

sensibilità meccanica (test di von Frey) che termica (test di Haregreaves’) sono stati 

effettuati come descritto precedentemente per un periodo di 25 giorni post-operatori. I 

risultati dimostrano che la delezione genica tessuto-specifica, a livello dei gangli delle radici 

dorsali, del canale Nav1.3 non altera lo sviluppo ed il mantenimento dell’allodinia 

meccanica (fig. 3.5) suggerendo che il canale Nav1.3 espresso a livello dei DRG non ha un 

ruolo importante nel dolore neuropatico. 

 

 

 

Fig. 3.5. Time course dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in 

topi del tipo nocicettore-specifico knock-out per Nav1.3.  Effetti della delezione genica tessuto-
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specifica del canale Nav1.3 sull’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in topi del tipo 

nocicettore-specifico knock-out (KO, n= 7) in paragone a topi wild-type (WT, n= 5). I dati sono espressi come 

media ± ES del 50% della soglia del dolore e le differenze valutate statisticamente utilizzando l’analisi della 

varianza ad una via (ANOVA). p < 0.05 è considerato significativo. I valori del 50% della soglia del dolore 

ottenuti nei giorni successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando unitario il valore basale 

misurato in ciascun animale. La delezione genica tessuto-specifica, a livello dei neuroni nocicettivi, del canale 

Nav1.3 non determina variazioni significative dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale 

L5 nel topo. 

Inoltre, la delezione genica non determina variazioni della sensibilità termica (dati non 

mostrati). E’ stato, quindi, studiato sia il coinvolgimento di quella porzione del gene di 

interesse che è espressa a livello dei gangli delle radici dorsali che del gene Nav1.3 nella sua 

totalità. Un ulteriore set sperimentale è stato condotto, sempre con lo stesso approccio, 

utilizzando topi in cui il gene era stato eliminato in toto (del tipo globale knock-out). La 

legatura del nervo spinale L5 è stata indotta in 19 topi, di cui 10 knock-out del tipo globale 

per Nav1.3 (KO) e 9 wild-type (WT) e successivamente gli animali sono stati sottoposti ai 

tests comportamentali, come nel gruppo sperimentale precedente. I dati ottenuti mostrano 

che anche la delezione genica globale del canale Nav1.3 non altera né lo sviluppo nè il 

mantenimento dell’allodinia meccanica (fig. 3.6) suggerendo che il canale Nav1.3 in toto 

non esplica un ruolo chiave nel dolore neuropatico. 

 

Fig. 3.6. Time course dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in 

topi knock-out del tipo globale per Nav1.3.  Effetti della delezione genica globale del canale Nav1.3 
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sull’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in topi knock-out del tipo globale (KO, n= 

10) utilizzando come controllo i topi wild-type (WT, n= 9). I dati sono espressi come media ± ES del 50% 

della soglia del dolore e le differenze valutate statisticamente utilizzando l’analisi della varianza ad una via 

(ANOVA). p < 0.05 è considerato significativo. I valori del 50% della soglia del dolore ottenuti nei giorni 

successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando unitario il valore basale misurato in ciascun 

animale. La delezione genica globale del canale Nav1.3 non determina variazioni significative dell’allodinia 

meccanica indotta da SNL nel topo. 

Al fine di studiare il ruolo di Nav1.3 espresso nei neuroni sensitivi di grande diametro nel 

dolore neuropatico, sono stati utilizzati topi knock-out del sottotipo NFH-Cre (neurofilament 

heavy chain-Cre). Dal momento che anche con tale peculiare tipo di animali ingegnerizzati 

non si riscontrano variazioni (dati non mostrati) dell’allodinia meccanica indotta dalla 

legatura del nervo spinale L5, possiamo affermare che anche il canale Nav1.3 espresso nei 

neuroni sensitivi di grande diametro non possiede un ruolo funzionale nei meccanismi di 

dolore neuropatico. Inoltre, tutti i sottotipi di topi knock-out per il canale Nav1.3 utilizzati in 

tale studio non determinano variazioni (dati non mostrati) della sensibilità termica che 

tipicamente rimane invariata in seguito ad induzione del dolore neuropatico mediante SNL. 

Tuttavia, il test di Haregreaves’ rappresenta un importante controllo negativo del modello e 

delle condizioni sperimentali.  

 

3.3 La legatura del nervo spinale L5 induce allodinia anche in topi knock-

out per i canali Nav1.7 e Nav1.8 

 

Dal momento che è stato riportato l’aumento di espressione del canale Nav1.7 in topi knock-

out per Nav1.8, al fine di eliminare gli effetti di tali aumenti compensatori, è stato studiato, 

sempre con un approccio comportamentale, l’andamento dello sviluppo dell’allodinia 

meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in topi sottoposti alla delezione genica 
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di entrambi i canali di interesse. Considerando il fatto che la delezione genica globale del 

canale Nav1.7 è letale non è stato possibile utilizzare topi del tipo globale knock-out per 

entrambi i geni di interesse. Pertanto, sono stati utilizzati topi del tipo nocicettore-specifico 

knock-out per Nav1.7 e globale knock-out per Nav1.8. La legatura del nervo spinale L5 è 

stata indotta in un gruppo di 10 topi, di cui 6 knock-out (KO) e 4 wild-type (WT). I topi 

knock-out per i canali Nav1.7 e Nav1.8 sviluppano una robusta allodinia meccanica che 

inizia a partire dal terzo giorno post-operatorio e che non risulta significativamente diversa 

(Fig. 3.7) da quella sviluppata dal gruppo controllo. 

 

 

 

Fig. 3.7. Time course dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in 

topi knock-out per Nav1.7 e Nav1.8.  Effetti della doppia delezione genica del canale Nav1.7 e Nav1.8 

sull’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in topi knock-out (KO, n= 6) in paragone a 

topi wild-type (WT, n= 4). I dati sono espressi come media ± ES del 50% della soglia del dolore e le 

differenze valutate statisticamente utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA). p < 0.05 è 

considerato significativo. I valori del 50% della soglia del dolore ottenuti nei giorni successivi alla chirurgia 

sono normalizzati ad 1 considerando unitario il valore basale misurato in ciascun animale. La doppia delezione 

genica del canale Nav1.7 e Nav1.8 non determina variazioni significative dell’allodinia meccanica indotta 

dalla legatura del nervo spinale L5 nel topo. 
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Inoltre la doppia delezione genica non determina variazioni della sensibilità termica (dati 

non mostrati) che tipicamente rimane inalterata in seguito ad induzione del dolore 

neuropatico mediante SNL. Tuttavia, il test di Haregreaves’ rappresenta un importante 

controllo negativo del modello e delle condizioni sperimentali. Tali risultati mostrano, 

quindi, che il dolore neuropatico si sviluppa normalmente in topi knock-out per i canali 

Nav1.7 e Nav1.8 suggerendo che la presenza di tali canali non è necessaria per lo sviluppo 

del dolore neuropatico. 

 

3.4 L’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 si 

sviluppa normalmente anche in topi con delezione tessuto-specifica del 

gene che codifica per il fattore neurotrofico derivato dal cervello (BDNF)  

 

Considerando l’importante ruolo che fattori neurotrofici quali l’NGF (Wada et al., 2004) ed 

il GDNF (Boucher et al., 2000) giocano nella regolazione dell’espressione dei canali del 

sodio, sia in condizioni fisiologiche che patologiche, è stato studiato, sempre con un 

approccio comportamentale, l’eventuale coinvolgimento del fattore neurotrofico derivato 

dal cervello (BDNF) nello sviluppo del dolore neuropatico. La legatura del nervo spinale L5 

è stata indotta in 16 topi (25-30 g), di cui 7 del tipo nocicettore-specifico knock-out per il 

BDNF e 9 wild-type. I tests di von Frey e Haregreaves’ sono stati effettuati 1, 3, 6, 9, 12, 15, 

20, 25 e 30 giorni dopo SNL. Tutti i topi sottoposti a tale modello sperimentale mostrano 

livelli di allodinia meccanica del tutto simili, senza alcuna differenza tra il gruppo knock-out 

e quello wild-type (fig. 3.8).  
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Fig. 3.8. Time course dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in 

topi del tipo nocicettore-specifico knock-out per il fattore neurotrofico derivato dal cervello 

(BDNF). Effetti della delezione genica tessuto-specifica del BDNF sull’allodinia meccanica indotta dalla 

legatura del nervo spinale L5 in topi del tipo nocicettore-specifico knock-out (KO, n= 7) in paragone a topi 

wild-type (WT, n= 9). I dati sono espressi come media ± ES del 50% della soglia del dolore. I valori del 50% 

della soglia del dolore ottenuti nei giorni successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando unitario 

il valore basale misurato in ciascun animale. La delezione genica tessuto-specifica, a livello dei neuroni 

nocicettivi, del BDNF non determina variazioni dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo 

spinale L5 nel topo. 

Inoltre tale delezione tessuto-specifica, non determina variazioni della sensibilità termica 

(fig. 3.9) che tipicamente rimane invariata in seguito ad induzione del dolore neuropatico 

mediante legatura del nervo spinale L5. Tuttavia, il test di Haregreaves’ rappresenta un 

valido controllo negativo del modello e delle condizioni sperimentali.   
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Fig. 3.9. Time course della sensibilità termica della zampa ipsilaterale in topi del tipo 

nocicettore-specifico knock-out per il fattore neurotrofico derivato dal cervello (BDNF) 

sottoposti a legatura del nervo spinale L5. Effetti della delezione genica tessuto-specifica del BDNF 

sulla sensibilità termica di topi del tipo nocicettore-specifico knock-out (KO, n= 7) in paragone a topi wild-type 

(WT, n= 9), sottoposti a legatura del nervo spinale L5.  I dati sono espressi come media ± ES della latenza di 

withdrawal (tempo espresso in s) della zampa dalla sorgente dolorosa. I valori del tempo di latenza ottenuti nei 

giorni successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando unitario il valore basale misurato in 

ciascun animale. La delezione genica tessuto-specifica, a livello dei neuroni nocicettivi, del BDNF non 

determina variazioni della sensibilità termica a livello della zampa ipsilaterale dal momento che i valori del 

tempo di latenza del gruppo knock-out sono simili a quelli del gruppo wild-type.  

I risultati ottenuti dimostrano, quindi, che il BDNF rilasciato dai neuroni sensitivi non è un 

importante mediatore del dolore neuropatico. 

 

3.5 La legatura del nervo spinale L5 non determina variazioni dei livelli di 

Akt 1, 3 e 7 giorni dopo la lesione 

Oltre a studiare il ruolo del fattore neurotrofico BDNF nello sviluppo del dolore 

neuropatico, abbiamo voluto studiare anche l’eventuale coinvolgimento di una chinasi 

attivata dalla neurotrofina (Cheng et al., 2003) e che sembra essere coinvolta nei 
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meccanismi di sviluppo del dolore sia infiammatorio (Zhuang et al., 2004; Sun et al., 2006) 

che neuropatico (Xu et al., 2007): la serina/treonina protein chinasi B o Akt (PKB/Akt). Al 

fine di determinare eventuali variazioni dei livelli di Akt nella porzione lombare del midollo 

spinale in seguito alla legatura del nervo spinale L5, è stata utilizzata la metodica del 

Western Blotting. Nel primo set di esperimenti, condotti utilizzando la porzione L4-L6 del 

midollo spinale (L) di topi neuropatici o sham considerandola ipsilaterale, e la rispettiva 

porzione toracica T5-T9 (T), considerandola come controlaterale, si ottengono risultati 

molto variabili tra un esperimento e l’altro. Sebbene nei singoli esperimenti a volte si 

riscontrino delle variazioni dei livelli di Akt (fig. 3.10.a) in seguito ad analisi densitometrica 

dei tre esperimenti indipendenti si verifica che i livelli di pAkt e Akt totale non variano in 

maniera significativa (fig. 3.10.b) nella porzione lombare rispetto alla porzione toracica 1, 3 

e 7 giorni dopo la legatura del nervo spinale L5 nel topo. Tuttavia, è riscontrabile una 

tendenza all’aumento di pAkt (fig. 3.10.b) nella porzione lombare degli animali neuropatici 

rispetto alla porzione toracica sia a 3 che a 7 giorni. 

 

 

Figura 3.10.a. Western Blotting rappresentativo degli effetti della legatura del nervo spinale L5 sui livelli di 

espressione della pAkt (Ser 473) e Akt totale effettuati utilizzando omogenati della porzione L4-L6 (L= 

lombare) e della porzione  T5-T9 (T= toracica) di midollo spinale di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6 

sacrificati 3 giorni dopo la legatura del nervo spinale L5 (SNL) o la procedura sham. Ogni campione di 

omogenato si ottiene da un pool di 3 animali. Seppure in tale esperimento sia riscontrabile una tendenza 

all’aumento dei livelli di pAkt nella porzione lombare (L) rispetto alla toracica (T) sia negli animali sham che 
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SNL, in seguito all’analisi densitometrica dei tre esperimenti indipendenti (fig. 3.11.b) nessuna variazione 

raggiunge livelli di significatività.     

 

 

Figura 3.10.b. e c. Gli istogrammi mostrano i risultati dell’analisi densitometrica delle bande 

autoradiografiche dei Western Blotting effettuati per determinare quantitativamente gli effetti della legatura 

del nervo spinale L5 sui livelli di espressione della pAkt (Ser 473) e Akt totale. Tali esperimenti sono stati 

effettuati utilizzando omogenati della porzione L4-L6 (L= lombare) e della porzione T5-T9 (T= toracica) di 

midollo spinale di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6 sacrificati 1, 3 e 7 giorni dopo la legatura del 

nervo spinale L5 (SNL) o la procedura sham.  I dati sono normalizzati al segnale densitometrico della tubulina 

ed espressi come media ± ES dei valori di densità ottica relativa, espressi in unità arbitrarie, di tre esperimenti 

indipendenti. La legatura del nervo spinale L5 non induce variazioni significative dei livelli di pAkt e Akt 

totale, né tra gli animali neuropatici e quelli sham, né tra il tratto lombare e quello toracico, 1, 3 e 7 giorni 

dopo SNL.  
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Al fine di escludere un eventuale effetto di diluizione delle variazioni dei livelli di Akt, 

probabilmente dovuto al prelievo dell’intera porzione L4-L6, di seguito si riportano i 

risultati di esperimenti condotti impiegando omogenati ottenuti da emisezioni di tessuto 

spinale della porzione L4-L5 ipsilaterale e controlaterale alla legatura del nervo spinale L5. 

Inoltre, si studiano i livelli di Akt solo 7 giorni dopo la lesione, tempo in cui l’allodinia 

meccanica si sviluppa pienamente.  Tuttavia, anche in tale set di esperimenti non si 

riscontrano differenze significative né tra gli animali neuropatici rispetto agli animali sham 

né tra le rispettive porzioni ipsilaterali rispetto alle controlaterali (fig. 3.11.b), sebbene i 

risultati ottenuti risultino più omogenei.   

 

Figura 3.11.a. Western Blotting  rappresentativo degli effetti della legatura del nervo spinale L5 sui livelli di 

espressione della pAkt (Ser 473) e Akt totale effettuati utilizzando omogenati delle emisezioni ipsilaterali (I) e 

controlaterali (C) della porzione lombare L4-L5 del midollo spinale di topi maschi (20-22 g) del ceppo 

C57/BL6 sacrificati 7 giorni dopo la legatura del nervo spinale L5 (SNL) o la procedura sham. Ogni campione 

di omogenato si ottiene da un pool di 3 animali. Il western mostrato è rappresentativo di 3 esperimenti 

indipendenti. Non si riscontra nessuna variazione significativa dei livelli di pAkt e Akt totale, né tra gli animali 

neuropatici e quelli sham, né tra il tratto lombare e quello toracico, 7 giorni dopo SNL.  

 

.     
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Figura 3.11.b. e c. Gli istogrammi mostrano i risultati delle analisi densitometriche delle bande 

autoradiografiche dei Western Blotting effettuati per determinare quantitativamente gli effetti della legatura 

del nervo spinale L5 sui livelli di espressione della pAkt (Ser 473) e Akt totale. Tali esperimenti sono stati 

effettuati utilizzando omogenati delle emisezioni ipsilaterali (I) e controlaterali (C) della porzione lombare L4-

L5 del midollo spinale di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6 sacrificati 7 giorni dopo la legatura del 

nervo spinale L5 (SNL) o la procedura sham. I dati sono normalizzati al segnale densitometrico di GAPDH ed 

espressi come media ± ES dei valori di densità ottica relativa, espressi in unità arbitrarie, di tre esperimenti 

indipendenti. La legatura del nervo spinale L5 non induce variazioni significative dei livelli di pAkt e Akt 

totale 7 giorni dopo SNL.  

 

3.6 Effetti della somministrazione subcronica di olio essenziale (OE) di 

bergamotto sull’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo 

spinale L5 nel topo 

Considerando la capacità di diverse sostanze di originale naturale di alleviare il dolore 

(Chrubasik et al., 2007; Agosti et al., 2006) ed in particolare quello di tipo neuropatico 

(Bortalanza et al., 2002; Rog et al., 2005), è stato ritenuto interessante caratterizzare il 

profilo farmacologico di una sostanza di origine naturale. In particolare, dal momento che 

l’olio essenziale (OE) di bergamotto risulta in grado di interferire con i meccanismi 

fondamentali alla base della comunicazione sinaptica e di conferire neuroprotezione in 

sistemi in vitro (Corasaniti et al., 2007) ed in vivo (Morrone et al., 2007), è stata studiata la 
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capacità dell’OE di bergamotto di modulare la plasticità sinaptica alla base dello sviluppo 

del dolore neuropatico. Pertanto, sono stati valutati gli effetti del trattamento subcronico con 

OE di bergamotto sull’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 nel 

topo. Tale studio mostra che il trattamento con il fitocomplesso (1 ml/Kg; s.c.) 1 ora prima 

della legatura del nervo spinale ed una volta al giorno per 14 giorni non determina una 

riduzione significativa dell’allodinia meccanica. Tuttavia, nel gruppo di animali trattati con 

OE di bergamotto (n=7) si riscontra una tendenza della curva verso la riduzione a 7 e 10 

giorni dalla SNL (fig. 3.12) rispetto al gruppo di animali (n=6) trattati con un identico 

volume di una miscela di polietilenglicole 200 e soluzione salina (0.9 % di NaCl) in 

rapporto 1:1.  

 

Fig. 3.12. Time course dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in 

topi trattati subcronicamente con olio essenziale (OE) di bergamotto. Effetti del trattamento 

subcronico con olio essenziale (OE) di bergamotto (Consorzio del Bergamotto, Reggio Calabria) (1 ml/Kg; 

s.c.), 1 ora prima della legatura del nervo spinale L5 ed una volta al giorno per 14 giorni, sull’allodinia 

meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6.  Il gruppo 

degli animali controllo è stato trattato con un identico volume (1 ml/Kg; s.c.) di una miscela di 

polietilenglicole 200 (PEG) e soluzione salina (0.9 % di NaCl) in rapporto 1:1. I dati sono espressi come media 

± ES (n=7 per il gruppo di animali trattati con OE, n=6 per il gruppo di animali trattati con PEG) del 50% 

della soglia del dolore e le differenze valutate statisticamente utilizzando l’analisi della varianza ad una via 

(ANOVA) seguita da un test per comparazioni multiple come il test di Tukey. p < 0.05 è considerato 

significativo. I calcoli sono eseguiti utilizzando GraphPad Prism. I valori ottenuti nei giorni successivi alla 

chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando unitario il valore basale misurato in ciascun animale. Il 

trattamento subcronico con OE di bergamotto non determina una riduzione significativa dell’allodinia 
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meccanica, sebbene si riscontri una tendenza della curva verso la riduzione 7 e 10 giorni dopo la legatura del 

nervo spinale L5.  

Inoltre, in accordo con il modello sperimentale utilizzato e con i risultati precedentemente 

mostrati, anche il trattamento subcronico con OE di bergamotto non determina variazioni 

della sensibilità termica (fig. 3.13); tuttavia, il test di Haregreaves’ rappresenta un 

importante controllo negativo delle condizioni sperimentali. 

 

Fig. 3.13. Time course della sensibilità termica in topi neuropatici trattati subcronicamente con 

olio essenziale (OE) di bergamotto. Effetti del trattamento subcronico con olio essenziale (OE) di 

bergamotto (1 ml/Kg; s.c.) 1 ora prima della legatura del nervo spinale L5 ed una volta al giorno per 14 giorni, 

sulla sensibilità termica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in topi maschi (20-22 g) del ceppo 

C57/BL6.  Il gruppo degli animali controllo è stato trattato con un identico volume (1 ml/Kg; s.c.) di una 

miscela di polietilenglicole 200 (PEG) e soluzione salina (0.9 % di NaCl) in rapporto 1:1. I dati sono espressi 

come media ± ES (n=7 per il gruppo di animali trattati con OE, n=6 per il gruppo di animali trattati con PEG) 

della latenza di withdrawal (tempo espresso in s) della zampa dalla sorgente dolorosa. I valori ottenuti nei 

giorni successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando unitario il valore basale misurato in 

ciascun animale. Il trattamento subcronico con OE di bergamotto non determina variazioni della sensibilità 

termica in topi sottoposti alla legatura del nervo spinale L5.  
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3.7 Il pretrattamento con olio essenziale (OE) di bergamotto determina 

una riduzione del comportamento dolorifico indotto dalla formalina 

 

Dal momento che il trattamento con olio essenziale (OE) di bergamotto determina una 

tendenza alla riduzione, seppure senza raggiungere livelli di significatività, dell’allodinia 

meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 nel topo, al fine di completare il 

profilo antinocicettivo del fitocomplesso sono stati studiati gli effetti del pretrattamento con 

OE in un modello di dolore infiammatorio ampiamente conosciuto: il formalin test. 

Pertanto, prima di procedere con tale studio, è stato condotto un esperimento controllo al 

fine di verificare che le condizioni sperimentali utilizzate fossero ottimali. Diversi 

parametri, come per esempio la temperatura, possono alterare la risposta dolorifica indotta 

dalla formalina. Tuttavia, nelle condizioni sperimentali utilizzate e soprattutto alla 

temperatura di 24 °C si ottiene l’andamento bifasico classicamente riportato in letteratura 

(fig.3.14). 

 

Fig. 3.14. Formalin test.  Time course del comportamento dolorifico (licking/biting) indotto dalla 

somministrazione intraplantare di una soluzione di formalina al 5 % (20 µl/topo) nella zampa sinistra di topi 

maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6. I dati sono espressi come media ± ES (n=3) del tempo di 

comportamento di licking/biting (espresso in s). I valori sono ottenuti sommando il tempo in cui ciascun 

animale manifesta il tipico comportamento dolorifico di licking/biting,  per ogni intervallo di tempo di 5 

minuti, a partire dalla somministrazione di formalina per 60 minuti. In accordo con i dati riportati in 

letteratura, la somministrazione intraplantare di formalina induce il comportamento di licking/biting con il 

tipico andamento bifasico.    



 

60 

Dopo aver standardizzato le condizioni sperimentali, è stato studiato l’effetto del 

pretrattamento con OE di bergamotto (20µl/topo), somministrato sia per via intraplantare 

(n=9) che a livello della regione interscapolare (n=10) sul formalin test. Come controllo 

sono stati utilizzati l’olio di semi (n=4), l’olio di oliva (n=3) ed il cremophor (n=8). Inoltre, 

è stato valutato l’effetto di una dose inferiore di OE di bergamotto (2 µl/topo) (n=7), 

somministrata sempre a livello della regione interscapolare. I dati ottenuti mostrano che il 

fitocomplesso interferisce con entrambe le fasi del comportamento nocicettivo indotto da 

formalina, ma in maniera diversa a seconda della dose e della via di somministrazione 

utilizzate. Infatti, il fitocomplesso somministrato per via intraplantare alla dose di 20 µl/topo 

(s.c.) determina una significativa riduzione della prima fase (*** = p < 0.001 vs formalina) 

del comportamento nocicettivo indotto da formalina, mentre non determina variazioni nella 

seconda fase (fig. 3.15 e 3.16.a). Quando somministrato a livello della regione 

interscapolare alla stessa dose l’OE determina una significativa riduzione sia della prima (** 

= p< 0.01 vs formalina) che della seconda (*** = p< 0.001 vs formalina) fase del formalin 

test (fig. 3.15 e 3.16a). E’ interessante notare come la somministrazione per la stessa via 

della dose inferiore (2 µl/topo) di OE utilizzata determina una significativa riduzione (*** = 

p< 0.001 vs formalina) della seconda fase del comportamento di licking/biting ma non 

esercita effetti antinocicettivi sulla prima fase del test.  

 

Fig. 3.15. Effetti del trattamento con olio essenziale (OE) di bergamotto sul comportamento 

dolorifico bifasico del formalin test. Effetti del pretrattamento con olio essenziale (OE) di bergamotto 

(Consorzio del Bergamotto, Reggio Calabria) 15 minuti prima della somministrazione intraplantare di una 
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soluzione di formalina al 5 % (20 µl/topo) nella zampa sinistra di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6, 

sul comportamento dolorifico (licking/biting) bifasico indotto dalla formalina. Il fitocomplesso è stato 

somministrato per via intraplantare (n=9) alla dose di 20 µl/topo oppure a livello della regione interscapolare 

sia alla dose di 20 µl/topo (n=10) che alla dose inferiore di 2 µl/topo (n=7). Come controlli sono stati utilizzati 

l’olio di semi (n=4), l’olio di oliva (n=3) ed il cremophor (n=8). Tuttavia, i dati relativi ai controlli sono 

riportati solo in forma di istogramma nella figura 3.16.b. I dati sono espressi come media ± ES  del tempo di 

comportamento di licking/biting (espresso in s). I valori sono ottenuti sommando il tempo in cui ciascun 

animale manifesta il tipico comportamento dolorifico di licking/biting,  per ogni intervallo di tempo di 5 

minuti, a partire dalla somministrazione di formalina per 60 minuti. Le differenze statistiche sono riportate 

nella figura 3.16.a e .b in cui i risultati, rappresentati sotto forma di istogramma, risultano più chiari.   

 

Fig. 3.16.a. Istogramma rappresentativo degli effetti del trattamento con olio essenziale (OE) 

di bergamotto sulla prima e sulla seconda fase del comportamento nocicettivo di licking/biting 

indotto dalla formalina. Istogramma rappresentativo degli effetti del pretrattamento con olio essenziale 

(OE) di bergamotto (Consorzio del Bergamotto, Reggio Calabria) 15 minuti prima della somministrazione 

intraplantare di una soluzione di formalina al 5 % (20 µl/topo) nella zampa sinistra di topi maschi (20-22 g) del 

ceppo C57/BL6, sulle due fasi del comportamento dolorifico (licking/biting) indotto dalla formalina. Il 

fitocomplesso è stato somministrato per via intraplantare (n=9) alla dose di 20 µl/topo oppure a livello della 

regione interscapolare (s.c.) sia alla dose di 20 µl/topo (n=10) che alla dose inferiore di 2 µl/topo (n=7). I dati 

sono espressi come media ± ES del tempo di comportamento di licking/biting (espresso in s). I valori sono 

ottenuti sommando il tempo in cui ciascun animale manifesta il tipico comportamento dolorifico di 

licking/biting  durante i 10 minuti (prima fase) successivi alla somministrazione di formalina e per i successivi 

50 minuti (seconda fase). Le differenze sono valutate statisticamente utilizzando l’analisi della varianza ad una 

via (ANOVA) seguita da un test per comparazioni multiple come il test di Tukey. p < 0.05 è considerato 

significativo. I calcoli sono eseguiti utilizzando GraphPad Prism. ** = p< 0.01 vs formalina, *** = p< 0.001 vs 
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formalina. L’OE di bergamotto interferisce con entrambe le fasi del formalin test, ma in maniera diversa a 

seconda della dose e della via di somministrazione utilizzata.  

Tuttavia, tutti i controlli utilizzati (olio di semi, olio di oliva e cremophor) determinano una 

significativa riduzione (* = p< 0.05 vs formalina, *** = p< 0.001 vs formalina) della 

seconda, ma non della prima fase del formalin test (fig. 3.16.b). Inoltre, l’olio di oliva 

somministrato a livello della regione interscapolare (s.c.) determina una riduzione ancora 

più marcata (*** = p< 0.001 vs formalina) della seconda fase.  

 

Fig. 3.16.b. Istogramma rappresentativo degli effetti del trattamento con i controlli sulla prima 

e sulla seconda fase del comportamento nocicettivo di licking/biting indotto dalla formalina. 

Istogramma rappresentativo degli effetti del pretrattamento con i controlli utilizzati (olio di semi, olio di oliva 

e cremophor) (20 µl/topo) 15 minuti prima della somministrazione intraplantare di una soluzione di formalina 

al 5 % (20 µl/topo) nella zampa sinistra di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6, sulle due fasi del 

comportamento dolorifico (licking/biting) indotto dalla formalina. L’olio di semi (n=4) è stato somministrato 

per via intraplantare, il cremophor (n=8) a livello della regione interscapolare (s.c.) e l’olio di oliva per 

entrambe le vie di somministrazione (n=3 per ciascun gruppo). I dati sono espressi come media ± ES del 

tempo di comportamento di licking/biting (espresso in s). I valori sono ottenuti sommando il tempo in cui 

ciascun animale manifesta il tipico comportamento dolorifico di licking/biting durante i 10 minuti (prima fase) 

successivi alla somministrazione di formalina e per i successivi 50 minuti (seconda fase). Le differenze sono 

valutate statisticamente utilizzando l’analisi della varianza ad una via (ANOVA) seguita da un test per 

comparazioni multiple come il test di Tukey. p < 0.05 è considerato significativo. I calcoli sono eseguiti 

utilizzando GraphPad Prism. * =  p< 0.05 vs formalina, *** = p< 0.001 vs formalina. I controlli interferiscono 

con la seconda fase del formalin test.  
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3.8 La somministrazione subcronica, ma non acuta, di (-)-linalolo attenua 

l’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 nel topo 

I dati precedentemente ottenuti mostrano che l’OE di bergamotto interferisce con entrambe 

le fasi del comportamento nocicettivo indotto da formalina, ma non determina variazioni 

significative dell’allodinia meccanica indotta da SNL. Il linalolo, monoterpene presente in 

elevate quantità (8-16 %) nella frazione volatile dell’olio essenziale di bergamotto, possiede 

proprietà antiinfiammatorie (Peana et al., 2002) e antinocicettive che sono state studiate 

utilizzando diversi modelli di dolore infiammatorio (Peana et al., 2003; Peana et al., 2004a) 

quale per esempio il formalin test (Peana et al., 2004b). Tuttavia, gli effetti del trattamento 

con linalolo non erano stati studiati in nessun modello di dolore neuropatico. Pertanto, sono 

stati studiati gli effetti della somministrazione acuta e subcronica di linalolo sullo sviluppo 

dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5. In accordo con il 

modello sperimentale, tutti gli animali trattati con il veicolo (n=5) sviluppano pienamente 

l’allodinia meccanica 7 giorni dopo la legatura del nervo spinale L5 ed essa si mantiene fino 

a 28 giorni, ultimo giorno in cui si effettuano gli studi comportamentali. La 

somministrazione acuta di linalolo (n=10), 1 ora prima della legatura del nervo spinale, non 

determina la riduzione dell’allodinia meccanica, sebbene sia riscontrabile una tendenza della 

curva verso l’attenuazione (fig. 3.17) a 7 giorni dalla lesione. 

 

Fig. 3.17. Time course dell’allodinia meccanica in topi neuropatici trattati acutamente con (-)-

linalolo. Effetti del trattamento acuto con (-)-linalolo (Sigma-Aldrich, Italia) (100 mg/Kg, s.c.) 1 ora prima 

della legatura del nervo spinale L5 (n=9), sull’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 

in topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6. Il gruppo degli animali controllo (n= 6) è stato trattato con un 
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identico volume di veicolo (miscela di polietilenglicole 200 e soluzione salina in rapporto 1:1). I dati sono 

espressi come media ± ES del 50% della soglia di dolore. I valori del 50% della soglia del dolore ottenuti nei 

giorni successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando unitario il valore basale misurato in 

ciascun animale. Il trattamento acuto con linalolo non determina una riduzione significativa dell’allodinia 

meccanica sebbene una tendenza della curva verso la riduzione sia riscontrabile a 7 giorni dalla lesione.  

In maniera interessante, la somministrazione subcronica di (-)-linalolo (100 mg/Kg; s.c.) 

determina, invece, una riduzione significativa dell’allodinia meccanica. In particolare, la 

riduzione si osserva a 3, 7 (*= p<0.05 vs veicolo; test “t” di Student) e 10 giorni nel gruppo 

di topi trattati con una singola dose giornaliera di linalolo fino a 14 giorni (n=19) (fig. 3.18).  

 

 

Fig. 3.18. Time course dell’allodinia meccanica in topi neuropatici trattati subcronicamente 

con (-)-linalolo. Effetti del trattamento subcronico con (-)-linalolo (Sigma-Aldrich, Italia) (100 mg/Kg, s.c.) 

1 ora prima della legatura del nervo spinale L5 ed una volta al giorno fino a 14 giorni (n=19), sull’allodinia 

meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6. Il gruppo 

degli animali controllo è stato trattato con un identico volume (1 ml/Kg; s.c.) di veicolo (n= 5) (miscela di 

polietilenglicole 200 e soluzione salina in rapporto 1:1). I dati sono espressi come media ± ES del 50% della 

soglia di dolore e le differenze valutate statisticamente utilizzando il test “t” di Student. I valori del 50% della 

soglia del dolore ottenuti nei giorni successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando unitario il 

valore basale misurato in ciascun animale. p < 0.05 è considerato significativo.  I calcoli sono eseguiti 

utilizzando GraphPad Prism. *=  p< 0.05 vs veicolo nel gruppo di topi trattati con linalolo fino a14 giorni. In 

accordo con il modello sperimentale, tutti gli animali trattati con veicolo sviluppano pienamente l’allodinia 

meccanica 7 giorni dopo l’SNL ed essa si mantiene fino a 28 giorni. Il trattamento subcronico con linalolo 

invece determina una riduzione dell’allodinia meccanica che si osserva a partire da 3 giorni e raggiunge livelli 

di significatività a 7 giorni (*=  p< 0.05 vs veicolo).   
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Inoltre, in accordo con il modello sperimentale utilizzato e con i risultati precedentemente 

mostrati, sia la somministrazione acuta (dati non mostrati) che subcronica di linalolo, non 

determina alcun cambiamento (fig.3.19) della sensibilità termica, che tipicamente rimane 

inalterata in seguito ad induzione del dolore neuropatico mediante SNL.  

 

Fig. 3.19. Time course della sensibilità termica in topi neuropatici trattati subcronicamente con 

(-)-linalolo. Effetti del trattamento subcronico con (-)-linalolo (Sigma-Aldrich, Italia) (100 mg/Kg, s.c.) 1 ora 

prima della legatura del nervo spinale L5 ed una volta al giorno fino a 14 giorni (n=19), sulla sensibilità 

termica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 in topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6. Il gruppo 

degli animali controllo (n= 5) è stato trattato con un identico volume di veicolo (miscela di polietilenglicole 

200 e soluzione salina in rapporto 1:1). I dati sono espressi come media ± ES del 50% della soglia di dolore. I 

valori del 50% della soglia del dolore ottenuti nei giorni successivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 

considerando unitario il valore basale misurato in ciascun animale. Il trattamento subcronico con linalolo non 

determina variazioni della sensibilità termica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 nel topo. 

 

3.9 Il trattamento subcronico con (-)- linalolo non determina variazioni dei 

livelli di Akt 1, 3 e 7 giorni dopo la legatura del nervo spinale L5 

Diverse evidenze sperimentali suggeriscono un ruolo chiave per l’attivazione della 

serina/treonina protein chinasi B (Akt) nei meccanismi di sviluppo sia del dolore 
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infiammatorio (Zhuang et al., 2004; Sun et al., 2006) che neuropatico (Xu et al., 2007; 

Guedes et al., 2008). Tuttavia, la via di trasduzione mediata da Akt è stata studiata solo 

marginalmente nella fase di induzione dell’allodinia meccanica in cui il linalolo esplica la 

sua azione antinocicettiva. Di seguito vengono riportati i livelli di pAkt e Akt totale, 

determinati mediante la metodica del western blotting 1, 3 o 7 giorni dopo SNL in animali 

trattati con (-)-linalolo (100 mg/Kg; s.c.) o con veicolo (PEG200-soluzione salina in 

rapporto 1:1) 1 ora prima della legatura del nervo spinale L5 ed una volta al giorno fino ad 1 

ora prima del prelievo. Sebbene nei singoli esperimenti a volte si riscontrino delle variazioni 

dei livelli di Akt (fig. 3.20.a), in seguito all’analisi densitometrica dei tre esperimenti 

indipendenti si verifica che i livelli di pAkt e Akt totale non variano in maniera significativa 

(fig. 3.20.b e c), nella porzione lombare rispetto alla toracica in seguito a trattamento con 

linalolo a tutti i tempi studiati. Tuttavia, è riscontrabile una tendenza all’aumento di pAkt 

(fig. 3.20.b) nella porzione lombare degli animali neuropatici trattati con linalolo rispetto 

alla porzione toracica sia a 3 che a 7 giorni, ma un simile andamento si verifica anche nel 

gruppo di animali trattati con veicolo. 

 

Figura 3.20.a. Western Blotting rappresentativo degli effetti  del trattamento con (-)-linalolo (Sigma-Aldrich, 

Italia) (100 mg/Kg, s.c.) 1 ora prima della legatura del nervo spinale L5 ed una volta al giorno per 3 giorni sui 

livelli di espressione della pAkt (Ser 473) e Akt totale. Tali esperimenti sono stati effettuati utilizzando 

omogenati della porzione L4-L6 (L= lombare) e della porzione T5-T9 (T= toracica) di midollo spinale di topi 

maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL 6, trattati con linalolo o veicolo e sacrificati 3 giorni dopo la legatura del 

nervo spinale L5. Ogni campione di omogenato si ottiene da un pool di 3 animali. In tale esperimento è 
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riscontrabile una tendenza all’aumento dei livelli di pAkt nella porzione lombare (L) rispetto alla toracica (T), 

sia negli animali trattati con linalolo che con veicolo, tuttavia in seguito all’analisi densitometrica dei tre 

esperimenti indipendenti (fig. 3.20.b e c) nessuna variazione raggiunge livelli di significatività.  

 

 

 

 

Figura 3.20. b. e c. Gli istogrammi mostrano i risultati delle analisi densitometriche delle bande 

autoradiografiche dei Western Blotting effettuati per determinare quantitativamente gli effetti del trattamento 

con (-)-linalolo (Sigma-Aldrich, Italia) (100 mg/Kg, s.c.) 1 ora prima della legatura del nervo spinale L5 ed 

una volta al giorno fino ad 1 ora prima del prelievo, sui livelli di espressione della pAkt (Ser 473) e Akt totale. 

Tali esperimenti sono stati effettuati utilizzando omogenati della porzione L4-L6 (L= lombare) e della 
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porzione  T5-T9 (T= toracica) di midollo spinale di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL 6, trattati con 

linalolo o veicolo e sacrificati 1, 3 e 7 giorni dopo la legatura del nervo spinale L5. I dati sono normalizzati al 

segnale densitometrico della tubulina ed espressi come media ± ES dei valori di densità ottica relativa, espressi 

in unità arbitrarie, di tre esperimenti indipendenti.  Non si riscontra nessuna variazione significativa dei livelli 

di pAkt e Akt totale, né tra gli animali trattati con linalolo e quelli trattati con veicolo, né tra il tratto lombare e 

toracico, 1, 3 e 7 giorni dopo SNL.  

È possibile che la strategia utilizzata di considerare la porzione lombare L4-L6 (L) come 

ipsilaterale e la porzione toracica T5-T9 (T) del midollo spinale come controlaterale 

determini un effetto di diluizione delle variazioni dei livelli di Akt. Pertanto, si effettua un 

secondo set sperimentale utilizzando l’emisezione sinistra della porzione L4-L5 

(I=ipsilaterale) del midollo spinale e la rispettiva emisezione destra (C=controlaterale) e 

studiando gli effetti del trattamento subcronico con (-)-linalolo (100 mg/Kg; s.c.) o veicolo 

(PEG200-soluzione salina in rapporto 1:1) sui livelli di Akt 7 giorni dopo la lesione, tempo 

in cui l’allodinia meccanica si sviluppa pienamente. Tuttavia, anche in tale set di 

esperimenti non si riscontrano differenze significative né tra gli animali neuropatici trattati 

con linalolo rispetto a quelli trattati con veicolo, né tra le rispettive porzioni ipsilaterali 

rispetto alle controlaterali (fig. 3.21.b), sebbene i risultati ottenuti risultino più omogenei.   
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Figura 3.21.a. Western Blotting rappresentativo degli effetti del trattamento con (-)-linalolo (Sigma-Aldrich, 

Italia) (100 mg/Kg, s.c.) 1 ora prima della legatura del nervo spinale L5 ed una volta al giorno per 7 giorni sui 

livelli di espressione della pAkt (Ser 473) e Akt totale. Tali esperimenti sono stati effettuati utilizzando 

omogenati delle emisezioni ipsilaterali (I) e controlaterali (C) della porzione lombare L4-L5 del midollo 

spinale di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6, trattati con linalolo o veicolo e sacrificati 7 giorni dopo la 

legatura del nervo spinale L5. Ogni campione di omogenato si ottiene da un pool di 3 animali. Il trattamento 

con linalolo non determina nessuna variazione dei livelli di pAkt e Akt totale. 

 

 

Figura 3.21.b e c. Gli istogrammi mostrano i risultati delle analisi densitometriche delle bande 

autoradiografiche dei Western Blotting effettuati per determinare quantitativamente gli effetti del trattamento 

con (-)-linalolo (Sigma-Aldrich, Italia) (100 mg/Kg, s.c.) 1 ora prima della legatura del nervo spinale L5 ed 

una volta al giorno per 7 giorni, sui livelli di espressione della pAkt (Ser 473) e Akt totale. Tali esperimenti 

sono stati effettuati utilizzando omogenati delle emisezioni ipsilaterali (I) e controlaterali (C) della porzione 

lombare L4-L5 del midollo spinale di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL 6, trattati con linalolo o con 

veicolo, sacrificati 7 giorni dopo la legatura del nervo spinale L5. Gli istogrammi derivano dalla media di tre 

esperimenti indipendenti. I dati sono normalizzati al segnale densitometrico di GAPDH ed espressi come 

media ± S.E.M. dei valori di densità ottica relativa, espressi in unità arbitrarie, di tre esperimenti indipendenti.  

Il trattamento subcronico con linalolo non determina variazioni significative dei livelli di pAkt e Akt totale 7 

giorni dopo SNL.   
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4  DISCUSSIONE 

 

I dati ottenuti hanno permesso di investigare i meccanismi fisiopatologici alla base del 

dolore neuropatico valutando, con un approccio comportamentale,  il coinvolgimento di 

alcuni sottotipi di canali del sodio voltaggio-dipendenti (VGSCs) e del fattore neurotrofico 

BDNF nello sviluppo dell’allodinia indotta da SNL. Non essendo disponibili bloccanti 

specifici di tali canali, sono stati utilizzati topi sottoposti a delezione genica del tipo globale, 

tessuto-specifica o tempo-specifica al fine di analizzare la funzione del gene target nella 

conduzione dolorifica. 

Tra le diverse tecniche genetico-molecolari, la delezione genica è molto apprezzata in 

quanto fedelmente riproducibile a differenza per esempio della tecnica del knock-down che 

determina solo una parziale riduzione dell’espressione genica. Inoltre, la delezione tessuto-

specifica a livello dei neuroni nocicettivi (Le & Sauer, 2001; Stirling et al., 2005) 

rappresenta un valido strumento per studiare il ruolo del gene di interesse espresso nei 

nocicettori nella conduzione dolorifica.  

Tra i diversi sottotipi di VGSCs espressi a livello dei nocicettori (Felts et al., 1997) alcuni 

subiscono notevoli variazioni di espressione in seguito a danno ai nervi e sembrano 

influenzare fortemente l’eccitabilità neuronale (Kim et al., 2001, Sleeper et al., 2000). In 

particolare, in seguito a danno ai nervi periferici, è stato riportato che l’espressione dei 

canali Nav1.8 e Nav1.9 risulta ridotta (Sleeper et al., 2000), mentre l’espressione del canale 

Nav1.3, un canale normalmente espresso solo nei neuroni sensitivi in via di sviluppo, risulta 

aumentata (Waxman et al., 1994, Iwahashi et al., 1994, Cummins & Waxman, 1997, Black 

et al., 1999, Kim et al., 2001, 2002) suggerendo come l’espressione anomala di tale canale 

possa giocare un ruolo chiave nella patogenesi del dolore neuropatico. Inoltre, l’evidenza 

che il fattore neurotrofico di derivazione gliale (GDNF) sia in grado di revertire sia i 

cambiamenti di espressione dei canali Nav1.3, Nav1.8 e Nav1.9, indotti dal danno ai nervi, 



 

71 

che il dolore neuropatico (Boucher et al., 2000) supporta l’ipotesi che tale canale sia 

coinvolto nello sviluppo del dolore neuropatico.  

Pertanto, è stato studiato il ruolo di tale canale nello sviluppo e nel mantenimento 

dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5, utilizzando topi del tipo 

nocicettore-specifico knock-out per il gene di interesse e topi sottoposti a delezione genica 

globale. I risultati ottenuti dimostrano che, contrariamente ai dati ottenuti precedentemente 

con la tecnica del knock-down (Hains et al., 2003), il canale Nav1.3 non ha un importante 

ruolo nel dolore neuropatico (Nassar et al., 2006). Infatti, né la delezione genica a livello dei 

nocicettori, né la delezione genica globale del canale Nav1.3 ha alterato lo sviluppo o il 

mantenimento dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5 nel topo 

suggerendo che il canale Nav1.3 non esplica un ruolo chiave nel dolore neuropatico indotto 

da SNL.  

Inoltre, al fine di studiare il coinvolgimento del canale Nav1.3 espresso nei neuroni sensitivi 

di grande diametro nel dolore neuropatico, sono stati utilizzati topi del tipo NFH-Cre knock-

out per Nav1.3 (Mallucci et al., 2002). Grazie all’espressione tempo-specifica di questo 

peculiare sottotipo di ricombinasi che si esprime 10-12 settimane dopo la nascita, è stato 

possibile anche studiare il ruolo di Nav1.3 nella conduzione dolorifica in assenza delle 

alterazioni compensative di altri canali del sodio che verosimilmente avvengono durante la 

vita embrionale. Dal momento che anche in tal caso non sono state riscontrate variazioni 

dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5, è possibile affermare 

che il canale Nav1.3 espresso nei neuroni sensitivi di grande diametro non possiede un ruolo 

funzionale nei meccanismi di dolore neuropatico (Nassar et al., 2006). Tale deduzione fa 

escludere anche la possibilità di un eventuale effetto mascherante dovuto all’aumentata 

espressione degli altri canali durante il periodo di sviluppo embrionale.  

Tra i diversi sottotipi di canali del sodio voltaggio-dipendenti Nav1.7 e Nav1.8 risultano 

espressi selettivamente a livello dei neuroni di piccolo calibro e con funzione tipicamente 

nocicettiva facendo ipotizzare un loro coinvolgimento nella trasmissione dolorifica. E’ stato 

anche dimostrato che il gene SCN9A, codificante per Nav1.7, sia il sito di mutazioni che 
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portano alla sindrome da dolore rettale familiare con eritermalgia primaria (Yang et al., 

2004). L’evidenza che tale patologia cronica, caratterizzata da bruciore alle estremità, 

dolore evocato dalla posizione eretta e con un generalizzato fenotipo infiammatorio, sia 

correlata con mutazioni a carico del gene che codifica per Nav1.7 ha suggerito che questo 

canale può avere un ruolo chiave nel dolore infiammatorio. Infatti, studi condotti su topi del 

tipo nocicettore-specifico knock-out per Nav1.7 hanno ampiamente documentato il 

coinvolgimento di tale canale del sodio nello sviluppo del dolore infiammatorio, in diversi 

modelli sperimentali quali il formalin test ed i modelli di iperalgesia termica indotta da 

carragenina e NGF (Nassar et al., 2004). Tuttavia, il coinvolgimento di tale canale nello 

sviluppo del dolore neuropatico rimaneva da chiarire. Inoltre, era stato documentato che 

Nav1.7 subisce un aumento di espressione in topi knock-out per Nav1.8 (Akopian et al., 

1999), apparentemente mimando la funzione di Nav1.8 e mascherando il fenotipo di ridotto 

dolore infiammatorio.  

Pertanto, al fine di chiarire il ruolo di Nav1.7 e di Nav1.8 nella patogenesi del dolore 

neuropatico in assenza degli effetti dovuti all’aumento dell’espressione del canale Nav1.7 

riscontrata nei topi knock-out per Nav1.8, è stato studiato l’andamento dello sviluppo di 

allodinia meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5, in topi sottoposti a 

delezione genica per entrambi i canali. Dal momento che la delezione genica globale del 

canale Nav1.7 è letale, sono stati utilizzati topi del tipo nocicettore-specifico knock-out per 

Nav1.7 e globale knock-out per Nav1.8.  

I risultati ottenuti hanno dimostrato che lo sviluppo del dolore neuropatico non richiede 

l’espressione dei canali Nav1.7 e Nav1.8 dal momento che l’allodinia meccanica si sviluppa 

normalmente anche in topi sottoposti a doppia delezione genica (Nassar et al., 2005). 

Pertanto, tale studio dimostra che anche il canale Nav1.8, nonostante la sua singolare 

specificità di espressione a livello dei neuroni nocicettivi (Akopian et al., 1996) e l’aumento 

di espressione che si riscontra in seguito a legatura del nervo spinale L5 (Porreca et al., 

1999), non è coinvolto nei meccanismi di sviluppo del dolore neuropatico indotto da SNL. 

Tali risultati sono in accordo con quelli riportati da Kerr e collaboratori (2001) che avevano 

già escluso il coinvolgimento di Nav1.8 nello sviluppo del comportamento nocicettivo 
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neuropatico indotto da danno parziale del nervo sciatico, ma sono in contrasto con quelli 

ottenuti da Lai e collaboratori (2002) che avevano mostrato la completa reversione del 

comportamento nocicettivo neuropatico in seguito a somministrazione intratecale di 

oligonucleotidi antisenso per Nav1.8. Inoltre, i risultati ottenuti hanno permesso di escludere 

la possibilità che l’aumento di espressione di Nav1.7 riscontrato nei topi knock-out per 

Nav1.8 (Akopian et al., 1999) fosse alla base di tale discrepanza.  

In virtù dell’importante ruolo che fattori trofici quali l’NGF (Wada et al., 2004) ed il GDNF 

(Boucher et al., 2000) giocano nella regolazione dell’espressione dei canali del sodio, sia in 

condizioni fisiologiche che patologiche, è stato studiato il coinvolgimento del fattore 

neurotrofico derivato dal cervello (BDNF) nel dolore neuropatico indotto da SNL nel topo. 

Tale fattore neurotrofico, costitutivamente espresso in una sotto-popolazione di neuroni 

sensitivi di piccolo diametro presenti nei gangli delle radici dorsali (DRG) e con assoni 

amielinici che terminano nelle lamine superficiali delle corna dorsali, rappresenta anche un 

regolatore dell’eccitabilità neuronale e un modulatore della plasticità sinaptica (Rivera et al., 

2004). Recentemente, è stato suggerito che il BDNF agisce anche come neuromodulatore 

della prima sinapsi della conduzione dolorifica e sembra necessario per la piena attivazione 

del neurone di secondo ordine (see Pezet et al., 2002a). Inoltre, esso partecipa ai  

meccanismi di long-term potentiation (LTP) alla base della formazione della memoria (Lu 

& Figurov, 1997) e, recentemente, è stato suggerito che il dolore e la memoria possano 

condividere un meccanismo d’azione comune (Ji et al., 2003). Diverse evidenze 

sperimentali documentano che il BDNF è in grado di interferire con i meccanismi di 

plasticità sinaptica alla base dello sviluppo del dolore (Kerr et al., 1999; Slack & Thompson 

2002; Slack et al., 2004) e suggeriscono il suo coinvolgimento sia nel dolore infiammatorio 

(Cho et al., 1997a,b) che neuropatico (Fukuoka et al., 2001; Zhou et al., 2000). Tuttavia, il 

ruolo di questo peculiare fattore neurotrofico nel dolore neuropatico rimane controverso. 

Pertanto, al fine di chiarire il coinvolgimento del BDNF nello sviluppo del dolore 

neuropatico è stato studiato l’andamento dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura del 

nervo spinale L5 in topi del tipo nocicettore-specifico knock-out. Ma, ancora una volta, la 

delezione genica tessuto-specifica non ha determinato variazioni significative dell’allodinia 
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meccanica indotta da SNL nel topo, suggerendo che il BDNF rilasciato dai neuroni sensitivi 

non è un importante mediatore del dolore neuropatico (Zhao et al., 2006).  

I risultati ottenuti risultano in contrasto con i dati riportati da Yajima e collaboratori (2005) 

che hanno mostrato una riduzione dell’allodinia indotta dalla legatura parziale del nervo 

sciatico in topi knock-out eterozigoti per il BDNF e la soppressione dell’allodinia in seguito 

a somministrazioni intratecali ripetute di anticorpi diretti contro TrkB, recettore per il 

BDNF. Tuttavia tali dati sono stati ottenuti in un altro modello sperimentale di dolore 

neuropatico utilizzando topi in cui la delezione genica non è globale né tessuto-specifica. 

Inoltre, i dati ottenuti suggeriscono che l’aumento di espressione del BDNF riportato nei 

neuroni dei DRG a livello L4 (Fukuoka et al., 2001) non ha un ruolo chiave nello sviluppo 

dell’allodinia meccanica indotta da SNL.  

Complessivamente, gli esperimenti condotti con approccio comportamentale, utilizzando 

topi knock-out per i geni di interesse, hanno portato a risultati negativi, facendo concludere 

che i canali del sodio voltaggio-dipendenti del tipo Nav.1.3, Nav.1.7 e Nav1.8, ed il  BDNF 

rilasciato dai neuroni sensitivi, non sono importanti mediatori del dolore neuropatico indotto 

dalla legatura del nervo spinale L5.  

Tuttavia, il potenziale ruolo dei canali del sodio nei meccanismi di dolore neuropatico 

potrebbe essere mascherato dagli effetti compensativi di altri canali oppure potrebbe essere 

quantitativamente non determinante. Di conseguenza l’inibizione o l’assenza di uno solo di 

questi fattori potrebbe non essere sufficiente a determinare la riduzione del dolore 

neuropatico. Inoltre, gli studi condotti hanno potuto mostrare, con un approccio diverso da 

quelli più comunemente utilizzati in letteratura, che il modello SNL rappresenta uno 

strumento estremamente valido per studiare i meccanismi alla base del dolore neuropatico. 

Pur con i limiti imposti dalla non completa conoscenza della fisiopatologia alla base del 

dolore, tale modello risulta estremamente utile anche per valutare il profilo analgesico di 

sostanze di sintesi e/o di origine naturale. Infattti, una peculiarità che rende il modello di 

dolore neuropatico da legatura L5 estremamente vantaggioso rispetto ad altri modelli è 



 

75 

rappresentata dal danno che interessa soltanto un nervo spinale (L5) e dalla stabilità 

dell’allodinia meccanica che persiste fino a 30 giorni dalla lesione.  

Pertanto, il modello è stato utilizzato per caratterizzare il profilo farmacologico dell’olio 

essenziale (OE) di bergamotto, fitocomplesso che si estrae dall’agrume del Citrus Bergamia 

Risso et Poiteau, pianta endemica calabrese. Recentemente, studi effettuati a livello del 

sistema nervoso centrale hanno fornito interessanti dati sull'attività biologica dell’OE di 

bergamotto ed in particolare, sulla sua capacità di interferire con processi fondamentali della 

comunicazione sinaptica, quali per esempio, il rilascio di amminoacidi con funzione di 

neurotrasmettitori in specifiche aree cerebrali del ratto (Morrone et al., 2007). Inoltre, è 

stato documentato che l’OE di bergamotto conferisce neuroprotezione a ratti sottoposti ad 

ischemia focale permanente, verosimilmente mediante la modulazione dei livelli sinaptici di 

amminoacidi eccitatori quali aspartato e glutammato (Morrone et al., 2006).  

Dal momento che l’OE di bergamotto risulta in grado di interferire con i meccanismi 

fondamentali alla base della comunicazione sinaptica e di conferire neuroprotezione in 

sistemi in vitro (Corasaniti et al., 2007) ed in vivo (Morrone et al., 2007), è stato verificato 

se il fitocomplesso fosse in grado di modulare anche la plasticità sinaptica alla base dello 

sviluppo del dolore neuropatico. Inoltre, nessuno aveva finora investigato gli effetti del 

trattamento con l’OE di bergamotto nel dolore neuropatico.  

Pertanto, è stata valutata l’eventuale azione analgesica dell’OE di bergamotto nel dolore 

neuropatico indotto dalla legatura del nervo spinale L5 nel topo. E’ importante sottolineare 

le limitazioni del fitocomplesso dovute alla mancanza di controlli appropriati ed inerti. 

Come controlli sono stati utilizzati l’olio di oliva, l’olio di semi ed il cremophor, veicoli che 

possiedono attività antiinfiammatorie o antinocicettive. Infatti, è stato riportato che sia l’olio 

di oliva (Beauchamp et al., 2005) che altri olii vegetali (Odabasoglu et al., 2008) esplicano 

attività antiinfiammatorie. Inoltre, il cremophor, surfactante usato per solubilizzare farmaci 

insolubili in acqua (Burstein et al., 1998), quando somministrato per via orale ad alte dosi 

esplica un’azione antinocicettiva nel modello di dolore addominale indotto dalla 

somministrazione di acido acetico (Tabarelli et al., 2003).  
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I risultati ottenuti dimostrano che la somministrazione subcronica di OE di bergamotto 

determina una tendenza alla riduzione dell’allodinia meccanica indotta da SNL suggerendo 

che il fitocomplesso interferisce con i meccanismi di sviluppo del dolore neuropatico, 

tuttavia tale riduzione non ha raggiunto livelli di significatività. Gli effetti del/i principio/i 

attivo/i ad azione analgesica eventualmente presente/i nell’OE di bergamotto potrebbero 

essere mascherati da uno dei circa trecento componenti che costituiscono la miscela 

complessa.  

Al fine di completare il profilo antinocicettivo dell’OE, questo è stato studiato anche in un 

modello di dolore infiammatorio indotto dalla somministrazione di formalina nella zampa 

posteriore sinistra del topo. Bisogna sottolineare che la prima fase di tale modello di dolore 

infiammatorio è l’espressione comportamentale della componente “acuta” del dolore indotto 

dall’algogeno verosimilmente mediata dall’attivazione dei nocicettori laddove, la seconda 

fase è l’espressione della fase “cronica” che coinvolge meccanismi centrali ed in cui la 

componente infiammatoria risulta essere più importante rispetto alla prima fase. Tuttavia, 

anche nella prima fase non è possibile escludere una componente infiammatoria che 

comunque caratterizza tale modello.  

I risultati ottenuti documentano un’interferenza dipendente dalla dose e dalla via di 

somministrazione del fitocomplesso con entrambe le fasi del comportamento dolorifico di 

licking/biting indotto dalla formalina. Infatti, quando somministrato per via intraplantare 

alla dose di 20 µl/topo l’OE di bergamotto determina una riduzione statisticamente 

significativa della prima fase del comportamento nocicettivo mentre, non determina 

variazioni significative nella seconda fase del formalin test. Quando somministrato a livello 

della regione interscapolare, il fitocomplesso (20 µl/topo; s.c.) determina una significativa 

riduzione sia della prima che della seconda fase del comportamento nocicettivo.  

Il diverso comportamento antinocicettivo indotto dall’OE dopo somministrazione 

intraplantare rispetto alla somministrazione nella regione interscapolare può essere 

razionalizzato sulla base di una diversa disponibilità del principio attivo sul sito d’azione e 

della probabile esistenza di due siti d’azione per il fitocomplesso. Infatti, la 
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somministrazione intraplantare determina un’immediata risposta antinocicettiva che 

interessa esclusivamente la prima fase suggerendo un’azione a livello di una struttura 

ricompresa nel nocicettore. Al contrario, l’effetto registrato anche sulla seconda fase dopo 

somministrazione di OE a livello della regione interscapolare indica il possibile 

coinvolgemento di un sito diverso, verosimilmente centrale, d’azione che si aggiunge a 

quello periferico. In accordo con tale deduzione, la somministrazione di una dose inferiore 

di fitocomplesso a livello della regione interscapolare risulta inattiva nella prima fase 

laddove, determina una significativa riduzione della seconda fase. Similmente, la 

somministrazione di cremophor, veicolo utilizzato per diluire l’OE (2 microlitri), determina 

una riduzione statisticamente significativa del comportamento di licking/biting osservato 

nella seconda fase del formalin test. Quest’ultima osservazione rende difficile 

l’interpretazione dei risultati ottenuti con il basso volume di OE sulla seconda fase del 

formalin test.  

E’ interessante notare come sia difficile individuare un veicolo utile per lo studio del profilo 

antinocicettivo degli olii essenziali. Infatti, in accordo con la letteratura corrente anche gli 

altri controlli utilizzati (olio di semi, olio di oliva) determinano una riduzione 

statisticamente significativa della seconda, ma non della prima fase del formalin test. 

Inoltre, l’olio di oliva somministrato a livello della regione interscapolare induce una 

riduzione della seconda fase ad un livello maggiore di significatività statistica.  

I risultati ottenuti indicano che il fitocomplesso contiene dei principi attivi con attività 

antinocicettiva. Il linalolo, un componente ampiamente rappresentato (6-18%) nella frazione 

volatile dell’OE, è noto possedere proprietà antiinfiammatorie ed antiiperalgesiche (Peana et 

al.,  2002; Peana et al., 2004a) nel ratto. Tuttavia, le proprietà farmacologiche del linalolo 

sono state documentate solo in modelli sperimentali di dolore infiammatorio. I risultati delle 

presenti indagini rappresentano che la somministrazione acuta di linalolo, 1 ora prima della 

legatura del nervo spinale non determina la riduzione dell’allodinia meccanica, sebbene si 

riscontri una tendenza della curva verso l’attenuazione a 7 giorni dalla lesione, stesso punto 

del time course in cui dopo il trattamento con OE di bergamotto era stato riscontrato un 

simile andamento. Tale dato lascia pensare che l’effetto dell’OE di bergamotto sull’allodinia 
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meccanica indotta dalla legatura del nervo spinale L5, seppure probabilmente mascherato 

dall’azione di altri componenti del fitocomplesso sia probabilmente da ascrivere al 

monoterpene.  

I risultati ottenuti rappresentano la prima documentazione della capacità del (-)-linalolo di 

attenuare il dolore neuropatico. In particolare, la somministrazione subcronica di (-)-linalolo 

fino a 14 giorni dopo la lesione determina una riduzione dell’allodinia meccanica indotta 

dalla legatura del nervo spinale L5 nel topo. Risultati statisticamente significativi si 

ottengono solo a 7 giorni rendendone difficile l’interpretazione. Inoltre, dati non mostrati 

documentano che lo stesso effetto si ottiene quando il trattamento viene interrotto a 7 giorni. 

Il linalolo ritarda la fase di induzione dell’allodinia meccanica, ma non esercita effetti sulla 

fase di mantenimento. Inoltre, sia la somministrazione acuta che subcronica di linalolo non 

determinano variazioni nella sensibilità termica, che tipicamente rimane inalterata in seguito 

ad induzione del dolore neuropatico mediante SNL. Pertanto, i risultati determinati tramite il 

test di Haregreaves’ evidenziano che i meccanismi fisiologici della conduzione dolorifica 

sembrano restare inalterati in seguito a trattamento con linalolo.  

I nostri studi non permettono di sviluppare ipotesi sul meccanismo alla base dell’azione 

analgesica del linalolo. E’ stato documentato che classici mediatori dell’infiammazione 

come il nitrossido contribuiscono allo sviluppo del dolore neuropatico indotto da SNL 

(O’Rielly & Loomis, 2006), infatti il trattamento con AR-C102222, inibitore selettivo della 

iNOS, attenua l’allodinia meccanica indotta da SNL (LaBuda & Little, 2006). E’ importante 

sottolineare che il linalolo è risultato in grado di inibire il rilascio di NO indotto in 

macrofagi J774.A1 stimolati con lipopolisaccaridi (Peana et al., 2006). E’ verosimile, 

quindi, che l’azione analgesica del linalolo possa essere mediata dalla sua capacità di inibire 

il rilascio di NO. Gli effetti del linalolo su classici mediatori dell’infiammazione come le 

citochine sono stati studiati, nel modello sperimentale di dolore neuropatico utilizzato, in un 

numero ristretto di esperimenti non mostrati. Tuttavia, sono necessari ulteriori studi.   

A supporto dell’importante ruolo che l’attività antinfiammatoria del linalolo svolge nella sua 

azione antinocicettiva è stato mostrato che il linalolo risulta attivo nel test di writhing 
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(Peana et al., 2002), un modello di dolore infiammatorio addominale, allo stesso intervallo 

di dosi alle quali determina una riduzione statisticamente significativa dell’edema indotto da 

carragenina, un modello di infiammazione. 

Il coinvolgimento di meccanismi centrali alla base dell’azione analgesica del linalolo è stato 

suggerito dall’evidenza che, quando somministrato alla dose di 200 mg/kg, il linalolo 

esplica un’azione antiiperalgesica anche nella zampa controlaterale alla sede di 

somministrazione intraplantare di glutammato (Peana et al., 2004a).  

Evidenze sperimentali fanno pensare all’esistenza di un più complesso meccanismo 

d’azione in cui potrebbero essere coinvolti diversi sistemi neurotrasmettitoriali (Okuyama et 

al., 2004; Re et al., 2000) e/o canali ionici voltaggio-dipendenti (Narusuye et al., 2005). 

Studi in vivo hanno riportato la capacità del linalolo di ritardare le convulsioni indotte da 

NMDA e di bloccare le convulsioni indotte dall’acido chinolinico (Elisabetsky et al., 1999). 

L’azione anticonvulsivante del monoterpene è verosimilmente legata ad un’interferenza con 

il complesso sopramolecolare del recettore NMDA (Elisabetsky et al., 1999; Silva Brum et 

al., 2001).  

Indagini immunoistochimiche hanno documentato aumentati livelli della forma fosforilata 

di Akt a livello delle corna dorsali del tratto L5 del midollo spinale 7 giorni dopo SNL (Xu 

et al., 2007).  E’ importante notare che l’attivazione di Akt rappresenta una delle vie di 

trasduzione del segnale mediata dal recettore NMDA (Perkinton et al., 2002).  Gli effetti del 

trattamento con linalolo sui livelli di espressione di pAkt e Akt totale, sono stati studiati, 

mediante la metodica del western blotting, a livello del tratto lombare del midollo spinale 1, 

3 e 7 giorni dopo SNL. I risultati ottenuti dimostrano che non si riscontrano differenze 

statisticamente significative dei livelli di pAkt e Akt totale tra gli animali trattati con 

linalolo rispetto a quelli trattati con veicolo così come tra gli animali neuropatici rispetto 

agli animali sham. Essi, quindi, suggeriscono che la chinasi non è coinvolta nel meccanismo 

alla base dell’azione analgesica del linalolo nel modello sperimentale utilizzato. Infine, i 

nostri studi effettuati con metodiche di western blotting nel topo non confermano l’aumento 

di pAkt documentato da indagini immunoistochimiche nel ratto (Xu et al., 2007).  
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CONCLUSIONI 

Gli studi condotti hanno permesso di caratterizzare meglio la patogenesi del dolore 

neuropatico da legatura del nervo spinale L5 nel topo. L’impiego di tale modello 

sperimentale ha permesso di studiare il profilo analgesico di nuovi potenziali farmaci ed, in 

particolare, di sostanze di origine naturale. I dati ottenuti dagli esperimenti con approccio 

comportamentale ed utilizzando topi ingegnerizzati mostrano che il dolore neuropatico 

indotto da SNL si sviluppa normalmente in topi del tipo nocicettore-specifico knock-out per 

i canali del sodio voltaggio-dipendenti del tipo Nav1.3, Nav1.7 e Nav1.8 suggerendo che la 

presenza di tali canali, in particolare quelli espressi nei nocicettori, non è necessaria per lo 

sviluppo del dolore neuropatico.  

Altri studi condotti sempre con lo stesso appoccio hanno permesso di escludere il 

coinvolgimento del BDNF rilasciato dai neuroni sensitivi nei meccanismi di sviluppo del 

dolore neuropatico indotto dalla legatura del nervo spinale L5. La natura negativa dei 

risultati indica che sono necessari ulteriori studi per chiarire i meccanismi alla base dei 

fenomeni di sensibilizzazione. 

Tuttavia, questo non ha impedito di utilizzare tale modello sperimentale per lo studio del 

profilo farmacologico dell’OE di bergamotto. Il trattamento subcronico con il fitocomplesso 

non determina una riduzione significativa dell’allodinia meccanica indotta da SNL, sebbene 

sia riscontrabile una tendenza verso la riduzione a 7 giorni.  

Verosimilmente il principio attivo responsabile dell’azione antiallodinica dell’OE è il 

linalolo, uno dei principali costituenti del fitocomplesso. I risultati ottenuti rappresentano la 

prima dimostrazione della capacità del linalolo di attenuare l’allodinia meccanica associata 

al dolore neuropatico. In particolare, il trattamento con linalolo determina una riduzione 

significativa dell’allodinia solo 7 giorni dopo la lesione determinando un ritardo nello 

sviluppo dell’allodinia meccanica indotta da SNL.  

I meccanismi alla base dell’azione analgesica del linalolo non sono ancora noti. Indagini 

effettuate tramite esperimenti di western blotting dimostrano che il linalolo  non determina 
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variazioni statisticamente significative di pAkt e Akt totale 1, 3 e 7 giorni dopo SNL 

suggerendo che l’Akt, uno dei possibili meccanismi di trasduzione del segnale attivati dal 

recettore NMDA, non è coinvolta nei meccanismi alla base dell’azione analgesica del 

linalolo.  

In conclusione gli studi condotti confermano che il modello SNL è utile per lo studio di 

farmaci sia di origine naturale che di sintesi ed ulteriori studi sono necessari al fine di 

chiarire i meccanismi neurochimici alla base dell’azione antiallodinica del linalolo.  
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