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In data 21 Ottobre, 2008, alle ore 9.00, nei locali della Facolta di Farmacia
dell’Universita di Catanzaro “Magna Graecia”, si € riunito il Collegio dei Docenti del
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Dottorato);

2) Valutazione e giudizio finale Dottorandi XIX e XX ciclo;

3) Proposta Commissione esame finale XIX e XX ciclo;

4) Varie ed eventuali.

Sono presenti il Coordinatore, Prof. G. Bagetta, i Proff. M.T. Corasaniti, P.L.
Nicotera, D. Rotiroti, e per consultazione telematica, ai sensi del Regolamento
didattico, i Proff. D. Borgese, G. Genchi, N. Mercuri, L.A. Morrone e R.G. Nistico, i
Dott.ri D. Amantea, L. Berliocchi, M.C. Caroleo, R. Curcio, G. Lauria, C. Nucci, L.
Rombola, R. Russo.

Risulta assente giustificata la Dott.ssa E. Cione.

Sono assenti i Proff. E. Clementi, G. Melino, V. Mollace.
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Svolge le funzioni di Presidente il Prof. G. Bagetta e di Segretario il Prof. D.
Rotiroti.
OMISSIS
2) Valutazione e giudizio finale dottorandi XIX ciclo
Valutazione finale della candidata Dott.ssa Alessandra Levato

Tesi: Caratterizzazione fisiopatologica e farmacologica di un modello

sperimentale di dolore neuropatico da legatura del nervo spinale L5 nel topo

11 Collegio dei Docenti ha esaminato il percorso formativo e di ricerca condotto
dalla candidata, che risulta essere stato indirizzato verso tematiche di grande attualita
della ricerca di base nel campo delle neuroscienze. In particolare, I’attivita della
candidata & stata inizialmente orientata allo studio della letteratura corrente circa la
fisiopatologia e le basi farmacologiche della terapia del dolore neuropatico.
Successivamente, la candidata ha dedicato la sua attivita all’apprendimento, anche
mediante uno stage presso il Department of Biology dell’University College of
London, delle tecniche comportamentali per la riproduzione in laboratorio di modelli
sperimentali di dolore neuropatico. Successivamente, identificato il modello murino
da legatura del quinto nervo lombare (L5) la candidata ha orientato il suo interesse 1)
alla caratterizzazione del ruolo di specifiche famiglie di canali ionici overespressi
dalla membrana citoplasmatica del neurone dei gangli delle radici dorsali e, 2)

successivamente, allo caratterizzazione del ruolo i specifici mediatori
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dell’inflammazione e della sopravvivenza neuronale a livello del midollo spinale. In
una terza fase, la candidata ha esteso il suo interesse alla definizione dell’attivita
antinocicettiva di prodotti di origine naturale e di loro principi attivi nel modello di
dolore neuropatico sopra descritto, mai impiegato prima per lo studio di tali prodotti.
Lo studio ¢ stato svolto impiegando un approccio multidisciplinare per quanto attiene
alle tecniche sperimentali impiegate. In particolare, 1’accurato impiego di tecniche
comportamentali, biochimiche e di biologia cellulare ha consentito alla candidata di
apportare un contributo significativo alla comprensione dei meccanismi
fisiopatologici alla base del dolore neuropatico indotto dalla legatura di L5 nel topo
ed ha aperto un nuovo filone di studio per la caratterizzazione di fitocomplessi e
farmaci per il suo trattamento. Benché in parte anche di natura negativa, i risultati
ottenuti risultano interessanti e vengono presentati in maniera pienamente
soddisfacente sotto il profilo della loro consequenzialitd razionale e temporale e
risultano essere criticamente discussi dalla candidata alla luce della pil aggiornata
letteratura scientifica.

I Collegio dei Docenti valuta, nel complesso, positivamente il lavoro svolto
dalla candidata che, durante i quattro anni di corso, ha partecipato attivamente alle
iniziative didattiche organizzate sotto forma di workshop e seminari.

Pertanto, il Collegio dei Docenti ritiene la candidata idonea a sostenere 1’esame

finale di Dottorato.
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Alle ore 19.00 la seduta ¢ tolta.

Letto, approvato e sottoscritto
I1 Segretario

Prof. Domenicantonio Rotiroti
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Il Presidente

Prof. Giacinto Baggtta
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SOMMARIO

Il dolore neuropatico determina una drastica ridogi della qualita della vita dei pazienti
che ne sono colpiti e, purtroppo, i trattamentifacologici attualmente utilizzati sono
spesso poco efficaci. Pertanto, al fine di impaeamgprodurre diversi modelli animali di
dolore, ma soprattutto il modello di dolore neutopa da legatura del nervo spinale L5
(SNL) ed i tests comportamentali per lo studio aleisposta dolorifica & stato necessario
svolgere un periodo di esperienza formativa ak¥esipresso un gruppo di Ricerca esperto
nel settore. Utilizzando il modello SNL e statodsélio, con approccio comportamentale, il
coinvolgimento di diversi sottotipi di canali deldio voltaggio-dipendenti (Nav1.3, Navl1.7
e Navl.8) e del fattore neurotrofico derivato datvello (BDNF) nello sviluppo dei
fenomeni di ipersensibilita che accompagnano ilbdolneuropatico in topi sottoposti a
delezione genica sia globale che nocicettore-Spacidlel gene di interesse. Gli studi
comportamentali hanno mostrato che I'allodinia nagdca indotta dalla legatura del nervo
spinale L5 si sviluppa normalmente sia in t&pbck-outper i canali Navl.3, Navl.7 e
Nav1.8 che per il fattore neurotrofico BDNF. Norayge i risultati ottenuti siano negativi
hanno permesso non solo di chiarire che i canalilNia Navl.7 e Nav1.8 ed il BDNF
rilasciato dai neuroni sensitivi non sono necesgarilo sviluppo del dolore neuropatico
indotto da SNL, ma che il modello sperimentaleizgdto rappresenta un valido strumento
per lo studio del dolore neuropatico. Infatti, d@mento che la legatura del nervo spinale
L5 induce una severa allodinia meccanica che persibneno fino a 30 giorni ed e
facilmente determinabile in maniera quantitativarnpette sia di studiare i meccanismi
fisiopatologici alla base dello sviluppo del dolaneuropatico che di valutare il profilo
analgesico di nuovi potenziali agenti farmacologier il suo trattamento. In seguito alla
messa a punto del modello SNL nelle nuove condizperimentali, & stato effettuato lo
studio del profilo farmacologico di sostanze digore naturale ed in particolare dell’'olio
essenziale (OE) di bergamotto. Sebbene il trattéorsubcronico con il fitocomplesso non
abbia determinato una riduzione significativa @dliidinia meccanica indotta da SNL, é
stata riscontrata una tendenza alla riduzione 7#ngidopo SNL suggerendo che Il

fitocomplesso possa interferire con i meccanisnsmMiluppo del dolore neuropatico.



Successivamente, € stato caratterizzato anchefilgpfarmacologico del linalolo, uno dei
componenti presenti in maggiore quantita (6-18%lané&azione volatile dellOE di
bergamotto. | risultati ottenuti hanno mostrato dheattamento subcronico, ma non acuto,
con il monoterpene determina una riduzione sta#istente significativa dell’allodinia
meccanica indotta da SNL a 7 giorni, stesso tempmui era stata riscontrata una tendenza
alla riduzione dopo trattamento subcronico con ©kedgamotto. Inoltre, al fine di studiare
il coinvolgimento della serina/treonina proteinr@dsi B o Akt nello sviluppo del dolore
neuropatico e nei meccanismi responsabili delllai@nalgesica del linalolo sono stati
studiati i livelli di espressione di pAkt e Akt &d¢ a livello del tratto lombare del midollo
spinale 1, 3 e 7 giorni dopo SNL, mediante la mietodlel western blotting. | risultati
ottenuti hanno mostrato che i livelli di Akt nonbsscono variazioni significative ai tempi
studiati in seguito a legatura del nervo spinalenieb topo, né in assenza di trattamenti
farmacologici né dopo trattamento subcronico coaltilo. Pertanto, € possibile escludere il
coinvolgimento di tale chinasi nello sviluppo dalate neuropatico indotto da SNL e nel
meccanismo responsabile dell’azione antinocicetieldinalolo. Tuttavia i meccanismi alla
base dell’azione antiallodinica del linalolo rimamg da chiarire e necessitano di ulteriori

studi.



1 INTRODUZIONE

1. 1 1l dolore neuropatico
1.1.1 Generalita

Il dolore neuropatico € un tipo di dolore croni@s@ciato tipicamente ad un danno a carico
dei nervi o comunque del sistema nervoso, perdeoicentrale. Si distingue pertanto dal
dolore cronico di tipo inflammatorio che origingpartire da un evento flogistico che puod
derivare, per esempio, da un danno tissutale. Viattale distinzione non € cosi netta in
quanto anche nel dolore neuropatico € spesso [peesera importante componente
inflammatoria (see Myerst al, 2006). La causa scatenante il dolore neuropatigoessere

di origine traumatica oppure pu0 essere associgiat@ogie dismetaboliche, quale per
esempio il diabete (Vevest al, 2008), a tumori (see Allen, 1998) oppure a pafiel
immunoinfettive (vedi per esempio, la sindrome danunodeficienza acquisita, HIV)
soprattutto in fase terminale (Hewatt al, 1997; Luciancet al, 2003). Il dolore neuropatico

e una condizione patologica invalidante che detesimino scadimento della qualita della
vita (Andersen & Worm-Pedersoen, 1989; Beakieal., 1997). Esso infatti & caratterizzato
dalla presenza di allodinia ed iperalgesia chearadlifficoltosi attivita semplici della vita
quotidiana (un gentile tocco o anche il solo cdotaton i vestiti puo indurre dolore
rendendo impossibile lo svolgimento delle normaibai quotidiane). L’allodinia consiste
nella risposta dolorifica in seguito all’applicaz@® di uno stimolo che in condizioni
fisiologiche non dovrebbe essere interpretato cdwleroso in quanto sottoliminare (fig.
1.1). L'iperalgesia consiste, invece, in una risp@sagerata ad uno stimolo che comunque

indurrebbe dolore cioe sovraliminare (fig. 1.1).
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Fig. 1.1. Rappresentazione schematica dei concattiiperalgesia e allodinia.

Inoltre esso colpisce circa il 2-3 % della popataz mondiale (Campbell & Meyer, 2006) e
dallo 0.6 all'1.5% della popolazione USA (Warfie#d Fausett, 2002; Schmader, 2002).
Tale invalidante condizione patologica ha quindiemorme impatto sia clinico che socio-
economico. Il primo studio sul dolore neuropaticstato compiuto da Mitchell (1872)
prendendo spunto dagli individui che avevano suttgiono ai nervi durante la Guerra Civile
Americana. Nei primi anni '60, Melzach & Wall (196proposero ladate control theory
suggerendo l'esistenza di un sorta di cancellayelld del Sistema Nervoso Centrale, in
grado di aprirsi e chiudersi per lasciare passafg@doccare i messaggi dolorifici dalla
periferia al cervello. A partire dall'ipotesi dedbistenza di tale sistema di regolazione della
trasmissione nocicettiva a livello spinale, ma attptto con la comparsa dei primi modelli
animali di dolore neuropatico (Bennett & Xie, 19&®ltzeret al, 1990 ; Kim & Chung,
1992) lo studio del dolore ed, in particolare, detio neuropatico, ha rappresentato un’area
di intensa ricerca. Tra i diversi tipi di doloreonico, il dolore neuropatico resta sicuramente
il piu difficile da trattare. Infatti, gli approcdarmacologici classicamente utilizzati per il
trattamento del dolore, quali farmaci antinfiammiatoon steroidei (FANS) e oppioidi,
risultano spesso poco efficaci (Koltzenburg, 198@&drup, 1999; Woolf & Mannion, 1999;
Dellemijn, 1999). Dalla consapevolezza di tali penhatiche e, soprattutto, dalla carenza di
trattamenti farmacologici efficaci su tutta la ptgrione sofferente, nasce la necessita di
sviluppare nuove strategie terapeutiche in gradalkdiviare il dolore neuropatico. La

mancanza di agenti farmacologici validi € ascriebialmeno in parte, alla scarsa



comprensione dei meccanismi alla base dello svdugigd dolore neuropatico. Pertanto, la
maggiore conoscenza dei meccanismi che sottendbrienameni di sensibilizzazione
potrebbe permettere di individuare nuovi targeimiaologici per la progettazione di
farmaci maggiormente efficaci e con minori effettllaterali. Recentemente, farmaci
antiepilettici (gabapentin o carbamazepina) eddaptiessivi (amitriptilina, desimipramina)
rappresentano un’ulteriore opportunita terapeuseg Gordon & Love, 2004) per il dolore
neuropatico resistente al trattamento con analigedioppioidi. Tuttavia, anche tali farmaci
risultano spesso inefficaci e possiedono un vadome.N.T. (numero necessario da trattare)
>2.5 cioé determinano una riduzione di almeno #5@el dolore nel 40 % di pazienti
trattati. Diverse evidenze sperimentali chiariscasmeno in parte, i meccanismi alla base
della ridotta efficacia degli oppioidi nel trattame del dolore neuropatico. Per esempio, in
seguito a danno ai nervi periferici é stata riparfadown-regulationdei recettori oppioidi
(Ji et al, 1995; Zhanget al. 1998), 'aumentata espressione del peptide &itazhinina
(CCK) che antagonizza |'azione degli oppioidi eufaregulationdel suo recettore CCK-B
nei neuroni dei gangli delle radici dorsali (DRGBlpkfelt et al, 1994). Tuttavia, spesso
sono poco noti i meccanismi alla base dell’aziomdgesica dei farmaci utilizzati in terapia,
anche di nuova introduzione. Per esempio, non sBbste il meccanismo responsabile
dell’azione analgesica degli antidepressivi tricic(TCAD) che rappresentano farmaci di
prima scelta per il trattamento del dolore neurgpat Tuttavia esso sembra essere
indipendente dall'azione antidepressiva, in qudatcomparsa di analgesia € spesso piu
rapida (3-7 giorni) della comparsa dell’azione d@piressiva (14-21 giorni) (Mc Quay al,
1996). Per quanto riguarda il gabapentin, pur elksestrutturalmente correlato con il
neurotrasmettitore a carattere inibitorio GABA naene convertito metabolicamente in
GABA o in un suo agonista e, pertanto, agisce scomaccanismo del tutto indipendente da
tale neurotrasmettitore. Il gabapentin e stato tiggdi numerosi studi che ne hanno
caratterizzato le proprieta farmacologiche e nenbatimostrato I'efficacia nell’alleviare |l
dolore neuropatico (Rosnet al, 1996; Mellick & Mellick, 1997; Rosenbewg al, 1997;
Rowbothamet al, 1998, Tayloret al, 1998; Laird & Gidal, 2000) anche in condizioni
patologiche quali le neuropatie diabetiche e laralgia posterpetica (Segal & Rordorf,
1996; Backonjaet al, 1998), Inoltre, sebbene il meccanismo alla el sua azione



analgesica rimanga ancora da chiarire, stugitro hanno dimostrato che il gabapentin lega
con alta affinita la subunita alfa2deltal (Gdel, 1996), ma non le subunita alfa2delta2 e
alfa2delta3 (Marai®t al, 2001), dei canali del calcio voltaggio-dipendehtinterazione

del gabapentin con la subunita accessoria alfaZdskmbra essere la base molecolare per
spiegarne gli effetti antiallodinici (Luet al, 2001, 2002). Inoltre, & stato suggerito che essa
possa determinare una riduzione dell'influsso dcioaa livello dei terminali nervosi
presinaptici e, quindi, una riduzione del rilasdimmminoacidi eccitatori (Gest al, 1996,
Maraiset al, 2001; Maneuét al, 2001). A supporto di tale ipotesi, composti aiizizati sul
modello del gabapentin mostrano una potenza anteitioa che correla con la loro affinita

di legame e la stereospecificita per la subunita2delta (Suman-Chauhaet al, 1993;
Dissanayakeet al, 1997; Hwang & Yaksh, 1997). Diverse evidenze rigpentali
suggeriscono, inoltre, che la subunita alfa2dedialcoinvolta nei meccanismi alla base del
dolore neuropatico (Luet al, 2001; Newtonet al, 2001; Coleet al, 2005). Tuttavia,
ancora € necessario investigare meglio il ruolalidersi sistemi neurotrasmettitoriali e
mediatori per poter sviluppare nuove strategie &amwtogiche per il trattamento del dolore
neuropatico. Per esempio, un recente studio candiattKnabl e collaboratori (2008) ha
riportato che I'L-838,417, un ligando del sito @elenzodiazepine privo di azione sedativa
(al sparing esplica un’azione antinocicettiva nel dolore gatico indotto dal danno da
costrizione cronica (CCI) nel ratto suggerendo akgibile uso di ligandi del sito delle

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

1.1.2 La fisiopatologia del dolore neuropatico

L’elaborazione del messaggio dolorifico prevedetygadasi: la conversione dello stimolo
dolorifico in segnale elettrico a livello del temmaie periferico (trasduzione), il passaggio
del segnale dalla periferia alla corteccia passatttaverso le corna dorsali del midollo
spinale (trasmissione), l'inibizione del segnalepdae del sistema nervoso (modulazione) e

I'interpretazione dello stimolo a livello corticalpercezione). La via dolorifica coinvolge



numerose strutture sia a livello periferico chetida (fig. 1.2), tuttavia gli elementi chiave
sono: i nocicettori presenti a livello del termmgderiferico del primo neurone della via che
vengono attivati dallo stimolo dolorifico; i ganglielle radici dorsali (DRGs) che
contengono i corpi cellulari del primo neuronegtena dorsali del midollo spinale in cui si
forma la prima sinapsi e che rappresentano il oetitintegrazione dei segnali afferenti ed
efferenti; la via ascendente e quella discendeht mediano la comunicazione tra il
cervello ed il midollo spinale; i centri encefalguperiori (talamo, grigio periacqueduttale o
PAG, corteccia, ecc.) che integrano il messagggegnali provenienti dalla corteccia, dal
talamo e dal PAG convergono a livello della medudisiroventromediale (RVM) che invia
sia messaggi a carattere inibitorio che eccitatariwello delle corna dorsali determinando
la modulazione dell’eccitabilita del midollo spira{see Vanegas & Schaible, 2004). In
particolare, il PAG esercita un ruolo determinanéia modulazione inibitoria del dolore
che é stato documentato per la prima volta da Rdgrm collaboratori (1969) mediante la
dimostrazione che la stimolazione elettrica focadéd PAG di ratto possa permettere la

chirurgia addominale in assenza di anestesia genera

cervello

midollo
spinale

nocicettori

Fig. 1.2. Principali strutture coinvolte nell’elabaazione del messaggio dolorifico.



I meccanismi neurochimici e fisiopatologici che tentlono allo sviluppo del dolore
neuropatico sono complessi e coinvolgono un ampitge di mediatori che possono
sensibilizzare direttamente i terminali afferentinpari o agire a diversi livelli della via
dolorifica. Tra i mediatori (see Julius & Basbau2fp1) le prostaglandine (Nathan, 1987),
le specie reattive all’ossigeno (ROS) (FaurschouBé&rregaard, 2003), il nitrossido,
I'istamina, i leucotrieni, le proteasi e diverséochine (Metcalfeet al, 1997; Galliet al,
2005) come il fattore di necrosi tumorale (TNF) if8oeret al, 1998), I'interleuchinafl e
I'interleuchina-6 (Sommer & Kress, 2004) posonoeesdiberate, per esempio, in seguito
all'attivazione di cellule del sistema immune. ltifall danno ai nervi induce una cascata di
eventi neuroinflammatori che sembra prendere indadla degranulazione dei mastociti
(Olsson, 1968; Olsson, 1967; Zebal, 2003) residenti nel nervo periferico ma coinwolg
anche altre cellule quali i linfociti T, le cellureatural killer (Cui et al, 2000), i macrofagi
(Liu et al, 2000b), i neutrofili (Perryet al, 1987; Clatworthyet al, 1995; Perkins &
Tracey, 2000)Inoltre, mediatori quali 'ATP, la bradichinina, &ostanza P (Nichokst al,
1999) e le prostaglandinkl@sli & Hosli,1993; Watkin®t al, 200) possono attivare la glia
che allo stato attivato puo rilasciare altri meglinitome le citochine proinfiammatorie
(Piehl & Lidman, 2001) innescando un processo chetealimenta (see Moalem & Tracey,
2006). Numerosi studiocumentano il coinvolgimento delle cellule gli@lVatkinset al,
2001; McMahonet al, 2005;Tsudaet al, 2005 sia nell'induzione che nel mantenimento
del dolore neuropaticfGarrisonet al, 1991; Colburret al, 1999; Stuesseet al, 2001,
Raghavendra&t al, 2003; Tangat al, 2004).Recenti evidenze sperimentali suggeriscono
un ruolo chiave pela fractalkina (Milliganet al, 2009 ed il recettore del tipdoll-like 4
(TLR4) (Tangaet al, 2005 nel'attivazione della microglia e nei meccanismimziazione
del dolore neuropatico. La fractalkina € una chdrma espressa sulla superficie dei
neuroni spinali(Asensio & Campbell, 1999¢he attiva il suo unico recettore CX3CR1
espresso prevalentemente sulla microglia (Vergeal, 2004), pertanto rappresenta un
importante strumento di comunicazione tra neuromiekule gliali. Inoltre, l'attivazione
ATP-mediata derecettori del tipo P2X4, espressi selettivamentiadgia attivata a livello
del Sistema Nervoso Centrale sembra essere rialpestio sviluppo del dolore neuropatico
(Tsuda et al, 2005). Diverse protein chinasi possono esseteatg dai mediatori



precedentemente descritti, per esempio la protaimasi A puo essere attivata dalla PGE2
(Gold et al, 1998; Laiet al, 2004), mentre la protein chinasi C dalla braidicia. Inoltre,

la protein chinasi C puo determinare la fosforibed del recettore per la capsaicina
(Caterinaet al, 1997) (TRPV1, transient receptor potential itlrmnel o VR1, vanniloid
receptor 1) e quindi la riduzione della sua sodliattivazione dai 43 gradi centigradi alla
temperatura corporea (see Julius & Basbaum, 20®%gguito a danno ai nervi nei neuroni
dei DRG si determina anche I'aumentata fosforilegi@Kenney & Kocris, 1998; Obata,
2004) di tre importanti membri della famiglia deNAP chinasi: ERK, p38 (Jiret al,
2003) e JNK (c-Jun N-terminal Kinase) che possmsiofilare direttamente alcuni canali
del calcio, del sodio ed il canale TRPV1 determittarun aumento della loro attivita
(Bonnington & Mc Naughton, 2003; Bhae¢ al, 2002; Bhave & Gereau, 2003). Inoltre, le
MAP chinasi possono indurre la trascrizione gerigando su fattori di trascrizione come
per esempio CREB (cyclic AMP response element hop@rotein) la cui attivazione risulta
aumentata nei neuroni delle corna dorsali dopo@hesai nervi (Mileticet al, 2002). CREB
puo determinare un aumento della trascrizione di gedificanti (Jiet al, 2002; Jiet al.,
2003) per diverse molecole coinvolte nello svilumje dolore neuropatico come c-fos, la
ciclossigenasi del tipo 2 (COX-2), le prodinorfiee il recettore TrkB. In seguito a lesioni ai
nervi periferici, anche a livello dei DRG si vecdino cambiamenti nell’espressione di
centinaia di geni (Costigaet al, 2002) che codificano per proteine quali per gseni
peptide galanina, il neuropeptide Y e la colecisioioa (Hokfeltet al, 1994). Inoltre, alla
base dello sviluppo dei fenomeni di sensibilizzagi@i sono alterazioni strutturali come |l
fenomeno dellosprouting delle fibre A: fibre mielinizzate a conduzione @i che
normalmente terminano nelle lamine piu internendielollo spinale (lamine Il o 1V) ed in
seguito alla lesione nervosa subiscono riarrangiémenatomici e riorganizzano i loro
terminali in modo da raggiungere la lamina Il deltegna dorsali (Woolét al, 1992; Ji &
Woolf, 2001). Inoltre, variazioni dei livelli di meotrasmettitori a carattere eccitatorio come
il glutammato (Kawamata & Omote, 1996; Doubetlal, 1999; Hudsoret al, 2002) ed
inibitorio come il GABA (Leveret al, 2003) partecipano allaumentata eccitabilita
neuronale (sensibilizzazione centrale) alla basko deviluppo del dolore neuropatico
(Scholz & Woolf, 2002; see Woolf, 2004). | meccanmigli plasticita che accompagnano il



dolore neuropatico coinvolgono anche alcuni camallisodio voltaggio-dipendenti e fattori
neurotrofici come per esempio il BDNF il cui ruoleara trattato in dettaglio
successivamenteluttavia, questi sono solo alcuni esempi di mediag meccanismi
neurochimici che partecipano denomeni di sensibilizzazione alla base del dolore

neuropatico.

1.2 | canali del sodio ed il dolore

| canali del sodio voltaggio-dipendenti (VGSCs) @andispensabili per I'insorgenza e la
propagazione dei potenziali d’azione nei neuromic@ahseguenza alterazioni delle loro
proprieta biofisiche e del lorgattern di espressione hanno un profondo impatto
sull’eccitabilita neuronale (Cantrell & Catteral001). E' noto che cambiamenti
dell’attivita dei canali del sodio e dell’eccitabdl neuronale, soprattutto dei neuroni
sensitivi, contribuiscono al dolore neuropaticondcicettori, una sottopopolazione di
neuroni sensitivi che rispondono a stimoli di tipeccanico, termico e chimico, esprimono
molti sottotipi di VGSCs (Feltst al,, 1997), sia sensibili (TTX-S) che resistenti (FRX al
blocco indotto da concentrazioni nanomolari didéatossina (TTX), una tossina isolata dal
pesce palla che si lega al poro di selettivitalcli@a canali. Possiamo distinguere nove tipi
di canali del sodio voltaggio-dipendenti, ognuna cm peculiare schema di espressione nei
nervi e nei muscoli di mammifero suggerendo cheatina isoforma abbia una funzione
specifica nei diversi sistemi fisiologici e patoicigl neuroni dei gangli delle radici dorsali
(DRG) contengono i trascritti di sette canali dadis ed esprimono sottotipi di conduttanze
generate dall’attivita di canali del sodio (Bakengood, 2001). E’ importante sottolineare
che le correnti TTX-S sono presenti nei neuronisgem dei DRG di largo e medio
diametro, mentre quelle TTX-R sono presenti sei@ttiente nei neuroni dei DRG di
piccolo diametro (Akopiaet al, 1996), tipicamente con funzione nocicettivaltheo tra le
correnti del tipo TTX-R, le correnti persistenthecsembrano giocare un ruolo chiave nel
determinare la soglia di attivazione, sono prolaéiite dovute ai canali del tipo Nav1l.9,
mentre le correnti transienti sembrano dovute &bspo Navl1.8. Tuttavia I'espressione dei
canali del sodio risulta notevolmente alterata egusto a lesione del nervo e tali



cambiamenti, che influenzano fortemente I'ecciitbilneuronale, sono associati allo
sviluppo del dolore neuropatico (Kiet al, 2001, Sleepeet al, 2000). In particolare, €
stato riportato che in seguito a lesione dei nperiferici, risulta ridotta I'espressione dei
canali Nav1l.8 e Navl1.9 (Sleeper al, 2000) e anche di altri sottotipi di VGSC, quali
Navl.l, Navl.2, Navl.6 e Navl.7 laddove, I'espmssidel canale Navl.3 (TTX-S),
normalmente espresso solo nei neuroni sensitivwian di sviluppo, risulta aumentata
(Waxmanet al, 1994, Iwahashet al, 1994, Cummins & Waxman, 1997, Blaek al,
1999, Kimet al, 2001, 2002). In condizioni fisiologiche, taleneée del sodio, localizzato
principalmente a livello del SNC, risulta deteratiie nei neuroni del midollo spinale a
partire dal diciassettesimo giorno della vita emibale ed espresso a livelli relativamente
alti nei neuroni dei DRGs embrionali, mentre raggi livelli di espressione molto bassi,
anche a livello del midollo spinale e del restb®C, a partire dal trentesimo giorno post-
natale (Feltet al, 1997). Il fatto che la sua espressione risulthantata in seguito a danno
dei nervi periferici suggerisce che possa giocarerunlo nella patogenesi del dolore
neuropatico. Inoltre, I'evidenza che il fattore retwfico di derivazione gliale (GDNF) sia
in grado di revertire sia i cambiamenti di esprassidei canali Nav1.3, Nav1.8 e Nav1l.9,
indotti dal danno ai nervi che il dolore neuropat{oucheret al., 2000) supporta I'ipotesi
che tale canale abbia un ruolo chiave nel dolongrapatico. Alterazioni dei livelli di
espressione di Navl.3 sono state documentate iarsidivnodelli animali di dolore
neuropatico. In particolare, 'aumentata espressgia dei livelli proteici che di mRNA di
Navl.3 é stata riscontrata, nei neuroni dei DRBsseguito a legatura serrata del nervo
spinale (Kimet al, 2001) e a danno da costrizione cronica (Dib-idagl, 1999). Inoltre,
aumentati livelli del’'mRNA di Nav1.3 sono statscontrati anche nei neuroni delle corna
dorsali dopo danno da contusione spinale (Hainal, 2003). E’ stato dimostrato che la
somministrazione di oligonucleotidi antisenso direbntro I'mRNA per Navl.3 attenua
I'allodinia meccanica e riporta a valori normalidiaetica di attivazione di tali correnti che a
livello dei neuroni danneggiati risulta quattro teolpiu veloce rispetto ai neuroni non
danneggiati (Hain®t al, 2004). Pertanto, sebbene sia presente in lettaran recente
studio in contrasto con tale ipotesi (Lindga al, 2005a), diverse evidenze sperimental
suggeriscono che la ri-espressione del canale Rasle € noto recuperare rapidamente



dall'inattivazione (Cummingt al, 2001) permettendo uiring neuronale a frequenze piu
alte del normale (Cummins & Waxman, 19979ssa contribuire in maniera importante alla
ipereccitabilita dei neuroni danneggiati (Kiegh al, 2001). La selettivita di espressione dei
canali Navl.7 e Navl1l.8 a livello dei neuroni di qulo calibro suggerisce un loro
coinvolgimento nella modulazione della trasmissialodorifica. L'espressione del canale
Navl1l.7 a livello dei neuroni periferici, principaémte di piccolo diametro, sensitivi e
simpatici (Djourhriet al, 2003) risulta regolata dal’lNGF (Wadst al, 2004) ed é
caratterizzata da un livello di espressione moéssb nel SNC (Toledo-Arait al, 1997).

E’ stato dimostrato che il gene SCN9A, che codifiea Navl.7, e il sito di mutazioni che
portano alla sindrome da dolore rettale familiao& eritermalgia primaria (Yangt al,
2004). Il fatto che questa patologia cronica, ¢araizata da bruciore alle estremita, dolore
evocato dalla posizione eretta e con un generadiZemotipo infammatorio, sia correlata
con mutazioni a carico di tale gene suggerisceqetesto canale possa avere un importante
ruolo nel dolore inflammatorio. Infatti, a suppodoun ruolo guida per tale canale negli
stati dolorosi inflammatori, togknock-outnocicettore-specifici per Navl.7 hanno mostrato
un forte deficit nello sviluppo del comportamentolatifico in modelli di dolore
inflammatorio. In particolare, tali toinock-outhannomostrato una riduzione nella prima
fase del comportamento dolorifico indotto dalla swmistrazione intraplantare di
formalina, ed una riduzione ancora piu accentuaiszompagnata da una ritardata
insorgenza, nella seconda fase (Nassaal, 2004). Inoltre, nei topi del tipo nocicettore-
specificoknock-oufper Navl1.7 la somministrazione di carragenina M@F non ha indotto
l'iperalgesia termica tipicamente presente ed anehsomministrazione dell'adiuvante
completo di Freund (CFA) non ha determinato ipersilly termica o meccanica (Nassér
al., 2004). Sebbene tali topi ingegnerizzati avessawstrato un chiaro fenotipo in modelli
animali di dolore inflammatorio, nessuna informa&cera disponibile riguardo I'effetto di
tale delezione genica nel dolore neuropatico. Liatt&izzazione funzionale dei neuroni
positivi per Nav1.8 ha rivelato che piu del 85% @arocicettori (Djouhriet al, 2003)
suggerendo un ruolo funzionale per tale canalearhduzione dolorifica. Inoltre, & stato
riportato che tale canale contribuisce alla fagasotigizzante del potenziale d’azione nelle
cellule in cui e presente (Renganattenal, 2001). Esperimenti comportamentali hanno
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documentato che Navl1.8 e un substrato necessaria peena espressione dell'iperalgesia
termica indotta da NGF (Kest al, 2001) ma non da PGE2. Tuttavia, Nav1.8 non sambr
contribuire alla comparsa del comportamento noiiweetche accompagna il dolore
neuropatico indotto da danno parziale del nervatisc (Kerret al, 2001), anche se tali
risultati sono in contrasto con quelli ottenuti Hai e collaboratori (2002) che hanno
riportato la completa reversione del comportamardoicettivo neuropatico in seguito a
somministrazione intratecale di oligonucleotidi is@hso per Navl1.8. Tuttavia, questa
discrepanza potrebbe essere dovuta alllaumentesi@iéssione di Navl.7 riscontrata nei
topi knock-outper Nav1.8 (Akopiart al, 1999) che potrebbe mascherare I'eventuale ruolo
di Nav1.8 nel dolore neuropatico. A supporto deheolgimento di tale canale nel dolore
neuropatico, e stato riportato come in seguitogatlera del nervo spinale L5, I'espressione
di Navl.8 aumenta sia a livello dei gangli dannatigthe non (Porrecat al, 1999);
tuttavia, in altri modelli di dolore neuropaticddacanale presenta una ridotta espressione
(Cummins & Waxman, 1997, Dib-Hagt al, 1999). Inoltre, i topknock-outper Nav1.8
esibiscono un fenotipo resistente alla sensibifigccanica misurata con il test di Randall-
Selitto (Akopianet al, 1999), mentre non mostrano alcuna differenzpetie ai topi

controllo, per quanto riguarda la sensibilita medca determinata con il test di Von Frey.

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

I BDNF e un membro della famiglia delle neurotr&i (Huang & Reichardt, 2003)
sintetizzato nei corpi cellulari dei neuroni seinsiprimari e costitutivamente espresso in
una sotto-popolazione di neuroni nocicettivi dengjadelle radici dorsali (DRG) con assoni
amielinici che terminano nelle lamine superficiddille corna dorsali (Emforst al, 1990).
Tale fattore neurotrofico assume un importante auodn solo nella sopravvivenza dei
neuroni (Jonewt al, 1994) e nei meccanismi di plasticita sinaptipar(es.long-term
potentiation,LTP) (Lu & Figurov, 1997; Riverat al, 2004), ma anche come regolatore
dell'eccitabilita neuronale. Inoltre, recentemeatstato suggerito che il BDNF agisce anche

come neuromodulatore della prima sinapsi delladai@rifica ed € necessario per la piena

11



attivazione del neurone di secondo ordine (seetRezd, 2002). | livelli di espressione del
BDNF risultano alterati in diversi modelli di dofgrsia inflammatorio (Chet al, 1997a,b)
che neuropatico (Fukuokat al, 2001; Zhouet al, 2000). Per esempio, nel modello di
dolore inflammatorio dell’adiuvante completo di &nel (CFA), sia i livelli proteici di
BDNF (Choet al, 1997a) che di mRNA (Chet al, 1997b) risultano drammaticamente
aumentati nei neuroni dei DRGs. Inoltre, e stapontato che in seguito a transezione del
nervo sciatico la sintesi del fattore neurotrofiton avviene piu nei neuroni di piccolo
diametro dei gangli delle radici dorsali, dove @ne in condizioni fisiologiche, ma nei
neuroni di grande diametro suggerendo che tale iean@mto possa contribuire allo
sviluppo del dolore neuropatico indotto da dannoeawvi (Zhouet al, 1999). E’ stato anche
suggerito che il BDNF € in grado di attivare laczda delle MAP chinasi di tipo ERK
(Kaplan & Miller, 2000) che media I'iperalgesia asmta a processi flogistici (&t al,
1999, Jiet al, 2002). Inoltre, & stato riscontrato che il BDNMFcapace di indurre la
fosforilazione della subunita NR1 del recettore N\MBel midollo spinale di ratto (Slack &
Thompson, 2002; Slaost al, 2004). Anche Kerr e collaboratori (1999) avevaiportato
che il fattore neurotrofico € in grado di aumentéativita mediata dal recettore NMDA a
livello delle corna dorsali, sebbene altri studsutiino in contrasto con tale ipotesi
(Heppenstall & Levin, 2001). Le evidenze sopra nigie documentano come la
neurotrofina interferisce con i meccanismi di ptakt sinaptica alla base dello sviluppo del
dolore. II coinvolgimento del BDNF nello sviluppelddolore neuropatico e stato anche
proposto. Infatti, & stato documentato un aumentesgdressione, nei neuroni dei DRG a
livello L4, in seguito a legatura del nervo spinate(Fukuokaet al, 2001). Recentemente,
e stato anche riportato che somministrazioni iatali ripetute di anticorpi diretti contro
TrkB, recettore per il BDNF, siano in grado di sopyere I'allodinia indotta dalla legatura
parziale del nervo sciatico e che tale allodinsalti ridotta in topiknock-outeterozigoti per

il BDNF (Yajima et al, 2005). Tuttavia, in contrasto con tali ipotesip studio di terapia
genica suggerisce che il BDNF esogeno possa affet8 analgesici nel dolore neuropatico
(Eatonet 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/pktstata descritta per la prima volta nel
1991 ed é stata definita protein chinasi B a caefiaomologia con le protein chinasi A e C
(Joneset al, 1991). Nello stesso anno, essa e stata idaitficome il prodotto
dell’'oncogene v-Akt del retrovirus AKT8 (Bellacosa al, 1991). L’Akt risulta attivata
tramite fosforilazione della treonina Thr308 e delerina Ser473 (Alesst al, 1996; Meier

et al, 1997, Alessi & Cohen, 1998; Toker & Newton, 2Q)Qfresenti nella coda carbossi-
terminale (fig. 1.3). L’Akt e attivata dal BDNF (€hg et al, 2003) ed in risposta ad
un’ampia varieta di stimoli (Downard, 1998) quaksulina (Lawlor & Rotwein, 2000), la
trombina e diversi altri fattori di crescita (Kapl& Miller, 2000) come il fattore di crescita
derivato dalle piastrine (PDGF) (Taylor, 2000; Skpanboonet al, 2001), il fattore di
crescita epidermicoEGF) (Chaudhary & Hruska, 2001) e I'NGF. Inoltre, stata
documentata I'esistenza di una via di attivazioneAkt mediata dal recettore NMDA
(Bhaveet al, 1999; Perkintoret al, 2002) che risulta calcio- e fosfatidil-inositeé3ekinasi
(PI13k)-dipendente, diversamente dall’attivazionediat dai recettori a tirosin chinasi per
le neurotrofine (Kaplan & Miller 2000) che risulessere calcio-indipendente. E’ stato
anche dimostrato che I'attivazione di Akt possdigdere il coinvolgimento dei recettori
accoppiati a proteine G, in maniera indipendentéattazazione in tirosina (Murgaet al
1998, 2000). La defosforilazione di Akt € mediatajece, dalle fosfatasi di tipo PP2A,
PHLPP1 e PHLPP2 che direttamente defosforilanminspondenza della serina (Mendoza
& Blenis, 2007). L’Akt e un effettore a valle defathwaydella PI3K, una chinasi lipidica
che fosforila i fosfatidilinositoli in posizione B-per produrre PI(3,4,5)P3 che agisce come
un secondo messaggero (Toker & Cantley, 199Akt sembra mediare la maggior parte
degli effetti del PI3K(Frankeet al, 1997; Charet al, 1999) che é tipicamente attivato da
neurotrofine che mediano la sopravvivenza neuroedg crescita assonale (Atwel al.,
2000; Patapoutian & Reichardt, 2001; Marlaisal, 2002).Tale chinasi € ben conosciuta
come fattore pro-sopravvivenza che agisce inattivada proteina Bad, membro
proapoptotico della famiglia di Bcl-2, attraversofbsforilazione della serina 136 (Dagta
al., 1997). Inoltre PKB esiste in tre isoforme: RiKBkt1l, PKBB/Akt2 e PKBy/Akt3 (fig.
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1.3) (see Sale & Sale, 2008). Aktl é espressadldiwbiquitario, Akt2 & espressa in
maniera predominante nei tessuti bersaglio deillina quali le cellule adipose, il fegato ed

I muscoli scheletrici, mentre Akt 3 & altamenteresga nel cervello.

dominio di
omoloaqia . L. dominio
i alla plextrlnia § dominio chinasico | C-terminale

Fig.1.3.Strutture delle tre isoforme di PKB o A{@ale & Sale, 2008).

L’Akt, oltre ad essere un importante fattore prgrs@vivenza che partecipa al controllo
dell’'apoptosi, esplica un ruolo chiave in una gendrieta di processi fisiologici, come per
esempio il trasporto del glucosio, la sintesi detagieno, il controllo della lipolisi e della
lipogenesi, 'angiogenesi, la regolazione del cuddiulare e della genesi di tumori (see Sale
& Sale, 2008). Inoltre, diverse evidenze sperimersiaggeriscono un ruolo chiave per
I'attivazione di Akt nei meccanismi di sviluppo delolore sia infiammatorio che
neuropatico. In particolare, utilizzando la tecnitedl'immunoistochimica, e stato riportato
'aumento di neuroni immunoreattivi per pAkt a liedelle corna dorsali ispilaterali del
tratto L5 del midollo spinale a partire da 1 giofimm a 7 giorni dopo SNL nel ratto (Xet
al., 2007). Mentre a livello del rispettivo DRG nealtto I'aumento é stato riscontrato a
partire da 12 ore fino a 3 giorni dopo SNL (X¥ual, 2007). E’ stato anche suggerito che
I’Akt contribuisce all'induzione dell'iperalgesiarmica indotta dal’lNGF (Zhuangt al.,
2004) e allo sviluppo della sensibilizzazione meeca indotta dalla capsaicina (Senal.,
2006). Infatti, un’aumentata immunoreattivita pekkp si riscontra nelle corna dorsali

ipsilaterali a livello lombare, soprattutto neliriine I-Il, e nei neuroni dei DRGs a livello
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L5, in seguito alla somministrazione intradermicacapsaicina nella zampa posteriore di
ratto (Sunet al., 2006). Inoltre, sia il pretrattamento che il ptvattamento con diversi
inibitori dell’Akt, determina una riduzione dell'gosensibilita meccanica indotta dalla
capsaicina, suggerendo il coinvolgimento di Aktlmesviluppo e nel mantenimento
dell'iperalgesia meccanica (Swt al, 2006). Tuttavia, in contrasto con tali studi che
suggeriscono il coinvolgimento dell’Akt nei meccami di sviluppo del dolore Guedes e
collaboratori (2008) documentano che 'aumento lokeili di pAkt pud rappresentare un
meccanismo di protezione dal danno ossidativottinfagiorni dopo transezione del nervo
sciatico, periodo in cui il midollo spinale & padiarmente esposto allo stress ossidativo, si
osservano aumentati livelli di pAkt e di Akt totatel tratto lombosacrale del midollo
spinale di ratto (Guedest al, 2008). Studi condotti su cellule di endoteliaeteale
suggeriscono che le specie reattive dell'ossig&0S) attivano I’Akt mentre sostanze ad
azione antiossidante ne possono inibire la fosfoidine supportando I'esistenza di una
stretta relazione tra i livelli di Akt e la formazie di specie radicaliche (Schreibetital,
2007). Evidenze sperimentali documentano che, ingialopo la lesione del midollo
spinale indotta da occlusione vascolare (SCl)ptan& fosforilata di Akt risulta ridotta nel
core ed aumentata nell’area periferica, dove nmltitoneuroni riescono a sopravvivere,
suggerendo un ruolo neuroprotettivo per Akt @fwal, 2005).Come sopra dettal, BDNF

e costitutivamente espresso nei neuroni dei DRGs genoma di queste cellule sembra
essere regolato dallAkt (Pezet al, 2005). Tuttavia, resta da chiarire se I'Akt possa
mediare i processi alla base degli stati di ipestgliizzazione ed in particolare, dello

sviluppo del dolore neuropatico.

1.5 I modelli sperimentali di dolore
1.5.1 I modelli sperimentali di dolore inflammatorio

A partire dagli anni '70 sono stati elaborati dsianodelli animali di dolore infammatorio,
quali il formalin test il modello della carragenina,domplete Freud's AdjuvafEFA). Tra
questi risulta essere ampiamente utilizzaforinalin test(Dubuisson & Dennis, 1977) che
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prevede la somministrazione di una soluzione acadoformalina al 5% (s.c., 30/50 pl)
nella zampa posteriore di topo/ratto. Tale tesvgule la determinazione del tempo in cui
I'animale manifesta un comportamento dolorifico aunsiste nel leccarsi e mordersi la
zampa ljcking/biting) e/o dal muovere velocemente la zamflanghing) durante |'ora
successiva alla somministrazione dell’agente algogela sua registrazione ad intervalli di
5 minuti. Il formalin test risulta caratterizzato dalla presenza di una B&poO
comportamentale nocicettiva bifasica in cui la @ifase dura approssimativamente 10
minuti, mentre la seconda, che avviene in seguitaum periodo di latenza di circa 10
minuti, dura 40 minuti. Hunskaar e collaboratori9§b) hanno mostrato che la
somministrazione sistemica di oppioidi inibisce rantbe le fasi, mentre la
somministrazione sistemica di FANS e corticostanaitbisce solo la seconda fase. Tali dati
suggeriscono che la prima fase possa essere caadlatdiretta attivazione delle fibre C dei
nocicettori, mentre la seconda fase possa esstamileata dalla risposta infiammatoria in
atto. Pertanto, possiamo considerare la prima dasee indicedella risposta dolorifica di
tipo nocicettiva e la seconda fase come indiceadedposta dolorifica di tipo inflammatoria.
Il formalin testrimane ancora uno dei modelli animali di dolore piilizzati. Esso e facile
da riprodurre e permette di avere informazioni sidla componente nocicettiva che
inflammatoria del dolore. Pertanto, risulta utikr gsempio nel caso della caratterizzazione
farmacologica di potenziali agenti analgesici.mibdello della carragenina (Wintet al,
1962; Tonussi & Ferreira, 1992) prevede la somrreesone sottocutanea di
A—carragenina, unico sottotipo di carragenina che fooma gel a temperatura ambiente,
all'l% nella zampa posteriore di ratto (Kayser &ilBaud, 1987). | carragenani sono un
complesso gruppo di polisaccaridi estratti dallghal rosse e costituiti da mononeri
galattosidici ripetuti che formano gel termorevieiisill Complete Freund's Adjuvaetuna
emulsione acqua-olio contenente componenti dell@etpabatterica demycobacterium
butyricum che induce una risposta inflammatoria. In partioel la somministrazione
intraplantare di CFA (<0.5 mg/Kg) nel ratto induin@ammazione ed edema (Millaat al,
1988) che compaiono dopo poche ore e durano pettiBhane, mentre l'iperalgesia termica
e meccanica raggiungono il picco dopo 24 ore eigier® per lintero periodo. La
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somministrazione intradermica di CFA, a livelloldatoda nel topo/ratto risulta, invece, in
un modello di poliartrite (Millanet al, 1986). Esistono inoltre, altri modelli di dolore
inflammatorio che prevedono la somministrazioneajpiaintare di sostanze algogene, quali
la prostaglandina E2 (PGE2) (Kuhn & Willis, 1978))iefattore di crescita del nervo (NGF)
(Taiwo et al, 1991; Lewinet al, 1993).Recentemente, é stato caratterizzato un modello di
dolore inflammatorio cutaneo indotto da un dannerilst provocato da una singola
irradiazione ultravioletta (Daviest al, 2005). Il modello appena descritto differiscai d
classici modelli di dolore infiammatorio che coifyono componenti del sistema
immunitario specializzate nel combattere i patogdnfine, il modello della neurite
inflammatoria del nervo sciatico (SINGhacuret al, 2009 consiste nell'applicazione dello
zymosan (pareti cellulari di lievito) intorno alme sciatico nel ratto ed induce allodinia

meccanica sia a livello della zampa ipsilaterake abntrolaterale.

1.5.2 I modelli sperimentali di dolore neuropatico

I modelli sperimentali di dolore neuropatico cotenente utilizzati sono diversi e si
basano sulla legatura serrata o blanda dell'intenwvo (spinale o periferico) o di una sua
parte o di alcune sue branche. Tra quelli classecaenutilizzati possiamo distinguere |l
modello della legatura spinale del nervo L5 (SNhg csara trattato dettagliatamente nel
prossimo paragrafo, il modello del danno da casitmiz cronica (CCI) ed il modello della
legatura parziale del nervo sciatico (PSL). Reaartde, sono stati introdotti altri modelli
di dolore neuropatico quali il modello del dannoveso di tipospared(SNI), il modello
del danno al nervo tibiale, il modello di neuropatiiabetica ed, infine, il modello della
legatura parziale del nervo safeno (SPL). Il madd#l CCIl (Bennett & Xie, 1988) prevede
I'esposizione del nervo sciatico a mezza coscia4pbrmm e quattro legature con filo
cromato 4.0 intorno al nervo in prossimita delléotcazione del nervo sciatico e a distanza
di 1 mm l'uno dall’altro. Il modello del CCI deterna irritazione, rigonfiamento e danno
agli assoni (Basbaumt al, 1991; Guilbaucet al, 1993) e gran parte del danno da CCI é

dovuto all'inflammazione determinata dal cromo prés nelle suture (Maves al, 1993).
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Il modello PSL (Seltzeet al, 1990) prevede I'esposizione del nervo sciatickanenscia
superiore e la legatura di circa la meta del nexo un filo di seta 8.0 in un sito adiacente
al punto in cui il bicipite posteriore ed il nergemitendineo si diramano. Il modello SNI
(Decosterd & Woolf, 2000) rappresenta una variaetenodello PSL e si basa sulla lesione
di due delle tre branche terminali del nervo sc@ti nervi tibiale e del peroneo comune,
lasciando intatto il restante nervo surale. Il mMimd8PL (Walczaket al, 2005) € un nuovo
modello di dolore neuropatico, facilmente riprodiilel, che consiste in un parziale danno
unilaterale del nervo safeno. Il modello della mpatia diabetica (Wang & Wang, 2003)
prevede la somministrazione di streptozotocina, (Lpng/Kg) per una sola volta nel ratto e
per 5 giorni consecutivi nel topo. La streptozatacié un antibiotico che possiede tossicita
selettiva per le cellule pancreatiche, determinafalacomparsa di diabete in circa 3
settimane. In seguito all'accertata insorgenzaabete, una percentuale variabile di animali

sviluppa il dolore neuropatico.

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

I modello della Spinal Nerve Ligation (Kim & Chund992) prevede | esposizione e la
legatura con un filo di seta 6-0 del nervo spind&ienel topo e dei nervi spinali L5 e L6 nel
ratto, nervi che insieme al nervo L4 afferisconmaivo sciatico. || modello SNL induce
una severa allodinia meccanica che inizia a svdugpsin dai primi giorni successivi alla
chirurgia, raggiunge il picco una settimana dopsi enantiene stabile fino ad almeno 30
giorni. La legatura del nervo spinale L5 non detaamvariazioni della sensibilita termica,
sebbene nella letteratura siano presenti anchealattiastanti. Tra i diversi farmaci studiati
il gabapentin, la morfina ed il WIN55,212-2, un aga non selettivo dei recettori
cannabinoidi, sono in grado di revertire I'allodinneccanica indotta da legatura del nervo
spinale L5 nel ratto (La Buda & Little, 2005); I'aniptilina e la fluoxetina determinano
solo una parziale riduzione; I'indometacina, labeanazepina, la fenitoina (Huntet al,
1997) e U-50,488-H, un agonista del recettore agei&, risultano inefficaci (La Buda &

Little, 2005). Dal momento che il danno interess#tanito un nervo spinale (L5), tale
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modello presenta il vantaggio di pemettere lo studiei meccanismi neurochimici che
avvengono a livello del DRG danneggiato (L5) inggame a quello non danneggiato (L4). |
meccanismi fisiopatologici che sottendono allo wgylo dell’allodinia indotta da SNL
coinvolgono numerosi mediatori del dolore neuramatPer esempio, 3 giorni dopo SNL e
stato riportato 'aumento dell'immunoreattivita parfractalkina (Lindiaet al, 2005b) e per

la forma fosforilata del recettore NMDA (Ga al, 2005) e 'aumento dell’espressione
della COX2, nNOS e INOS (O'Rielly & Loomis, 2006¢le corna dorsali ipsilaterali a
livello del tratto L5 del midollo spinale nel ratt@\llo stesso livello 7 giorni dopo
transezione del nervo spinale L5, mediante indagminoistochimiche, & stato riscontrato
un aumento dell’attivazione microgliale ed astigaitnel topo (Burzstajret al., 2004).
Sempre allo stesso livello 14 giorni dopo SNL fisidumentata I'espressione del recettore
P2X4R, determinata con tecniche di immunofluorezagemelle cellule gliali secondo un
andamento temporale simile a quello dello svilugpthallodinia meccanica (Tsudat al,
2003). Inoltre, topi knock-out per [linterleuchina-lbeta presentano una riduzione
dell’'allodinia indotta da SNL (Honoret al.,2006) suggerendo che la citochina possa essere
un mediatore del dolore neuropatico indotto da SNile deduzione é supportata da uno
studio condotto utilizzando il modello di costria® del nervo sciatico nel ratto che ha
riportato 'aumento di espressione del’'mRNA pentkrleuchina-1beta nel nervo sciatico 7
giorni dopo la lesione ed un ritardato aumentoadeitiochina anti-inflammatoria IL-10 che
sembra mediare la fase di risoluzione della semasitione (Okamotet al., 2001). In
seguito ad SNL é stata riscontrata anchmp-Fegulationdella subunita alfa2deltal del
canale del calcio voltaggio-dipendente (VGCC) @lliv dei DRG e del midollo spinale.
Inoltre, 'aumento ha raggiunto livelli superiorspetto a quelli determinati in altri modelli
di dolore neuropatico come per esempio il CCI (leti@l, 2001). Anche I'espressione del
canale del sodio voltaggio-dipendente Nav 1.8 tasalimentata a livello dei DRGs (Porreca
et al, 1999) e del nervo sciatico (Got&t al 2003) dopo SNL. Tuttavia, i meccanismi
fisiopatologici alla base del dolore neuropaticdatto dalla legatura del nervo spinale L5

restano in gran parte da chiarire.
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1.6 | tests comportamentali per lo studio della rigosta dolorifica

Accanto ai numerosi modelli animali di dolore satati elaborati anche diversi metodi per
lo studio della risposta nocicettiva quali per egemil test di Von Frey ed il test di
Haregreaves'. Il test di Von Frey é stato descdaadiversi autori (Fuchet al, 1999; Kim

& Chung, 1992; Seltzest al, 1990) come metodo per determinare la presena#adiinia
meccanica utilizzando filamenti numerati di divensgidita che imprimono una forza
incrementale secondo una scala logaritmica (i ®#amndi Von Frey). Tali filamenti
vengono applicati sulla superficie plantare delanpa posteriore per 3-5 secondi. Per
determinare la risposta diithdrawal in seguito all’applicazione dei filamenti di Véiney,
esistono due metodi: il metodp-down(Chaplaret al, 1994; Dixon, 1980) che consente di
determinare il valore corrispondente al 50% dediglia di withdrawal ed il metoddull
battery (Fuchset al, 1999) che permette di calcolare la percentualésposta. Il metodo
up-downconsiste nell’applicazione dei diversi filamergcendo una sequenza che tiene
conto del tipo di risposta dell’animale. In partere, si applica come primo filamento
qguello corrispondente al 50% della soglia diithdrawal in condizioni basali.
Successivamente, in seguito a presenza di risgtaifica, si applica un filamento di
forza decrescente, mentre si applica quello diafarrescente in seguito ad assenza di
risposta dolorifica. Il test continua fino a cheofiengono almeno sei misurazioni intorno al
valore del 50% di soglia dvithdrawal Il test di Haregreaves’ (Haregreawsal, 1988)
consiste, invece, nella proiezione di una sorgdntalore radiante sulla zampa di ratto/topo
e permette di determinare | eventuale presenzaedalgesia termica misurando il tempo di

reazione.

1.7 Approccio fitoterapico al controllo del dolore

Il dolore e stato alleviato con rimedi fitoterapfei dai tempi piu antichi. In natura sono
presenti, infatti, numerose specie contenenti fpirettivi ad azione analgesica, quali per

esempio l'oppio, la cannabis sativa ed il capsic@tudi clinici, inoltre, documentano
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I'efficacia di sostanze di origine naturale nelttienento del dolore che accompagna
condizioni patologiche, quali per esempio l'ostéwi@ (Chrubasiket al, 2007) e
I'emicranea (Agostiet al, 2006). Inoltre, uno studiin vivo ha mostrato che l'acido
tormentico, un triterpene pentaciclico isolato aatianta brasiliana Vochysia divergens
Pohl (Vochysiaceae), possiede proprieta antiallodeparagonabili a quelle del gabapentin
nel dolore neuropatico indotto dalla legatura sezdel nervo sciatico nel topo (Bortalanza
et al, 2002). Uno studio clinico a doppio cieco ha ripto l'efficacia di un rimedio
contenente lintera pianta di cannabis nel ridulrm@olore neuropatico associato a sclerosi
multipla (Roget al,, 2005).

1.7.1 Gli olii essenziali ed il dolore

Gli olii essenziali sono miscele complesse di diveomposti aromatici, estratte dalle piante
mediante distillazione o spremitura, la cui compiosie € determinata principalmente dal
patrimonio genetico di ciascuna varietallfivar) e pud essere influenzata dal metodo di
estrazione (McGimpsey & Porter, 1999). Essi venganiizzati da diversi decenni
nell'aromaterapia, un metodo curativo naturalefirsd di migliorare la percezione dello
stato di benessere fisico e mentale, ma soprattottee sostanze ad azione coadiuvante per
il trattamento di numerose patologie (Wiebe, 2d0@mori et al, 1995, Smallwooett al,
2001). Infatti, gli olii essenziali risultano utihell'alleviare la sintomatologia di alcune
malattie cutanee, come la psoriasi, la dermatiteczema (see Cavanagh & Wilkinson,
2002). Inoltre, posseggono proprieta antiinfiammato antibatteriche, antifungine,
antivirali, insetticide, espettoranti, digestiveyrétiche, immunostimolanti, spasmolitiche e
sono in grado di facilitare I'induzione del sonndliestimolare I'appetito e la circolazione
(Price & Price, 1995). E’ importante sottolineatee ayli olii essenziali sono utilizzati da
diversi decenni anche allo scopo di alleviare ilods € noto il loro uso in situazioni
associate a dolore quali le procedure odontoiariddumerose evidenze sperimentali
documentano le proprieta antinocicettive di diveigi essenziali quali per esempio l'olio
essenziale di Eremanthus erythropappus (Setsal, 2008), di Alpinia zerumbet (De
Araujo et al., 2005), di Croton sonderianus (Saetad., 2005), di Dracocephalum kotschyi
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(Golshaniet al, 2004), di Zataria multiflora (Jaffamt al, 2004), di Laurus nobilis Linn
(Sayyahet al, 2003) in modelli di dolore inflammatorio nel tog nel ratto. Studi clinici
hanno riportato che I'olio essenziale di lavandaombinazione con I'agopuntura e efficace
nel ridurre il dolore al collo (Yip & Tse, 2006)abe gli olii essenziali di arancia e ginger in
associazione ai massaggi sono in grado di alleviadelore alle ginocchia (Yip & Tam,
2008). Inoltre, I'olio essenziale di lavanda edoarticolare, il linalolo, uno dei componenti
presente in maggiore quantita, insieme ad il steredinalil-acetato, ha mostrato esplicare
attivita antinocicettiva nel test della piastradeak nel test dell’acido acetico (Barocelli et
al., 2004). Le proprieta antiinfiammatorie ed aealghe di tale interessante monoterpene
sono state documentate in diversi modelli di dolmfsammatorio (Peanat al, 2002;
2004a; 2004b; 2005) e saranno trattate in sequigtm che il linalolo e stato per noi oggetto
di studio. Indagini sperimentali hanno investigktgroprieta di altre sostanze isolate dagli
olii essenziali. Per esempio, il beta-pinene ed, 8-cineolo, due monoterpeni presenti
nell’'olio essenziale di Eucalipto della varietd edaulensis, hanno mostrato possedere
proprieta antinocicettive nel test della piastrédaae nel test defail-flick (Liapi et al,
2008). Recentemente, uno studio elettrofisiolodieo mostrato che I'eugenolo, sostanza
presente in diverse piante cofhgarofano, I'alloro ed il pep& capace di inibire le correnti
del sodio, sia quelle sensibili che resistenti ad&rodotossina andando a rallentare |l
recupero dall'inattivazione, e che tale meccanigmn@rosimilmente responsabile della sua

azione analgesica (Cled al,, 2008).

1.7.2 L'olio essenziale (OE) di bergamotto

1.7.2.1 1l bergamotto

Il bergamotto € un agrume che viene classificatne@itrus Bergamia Risso et Poiteaual

appartiene alla famiglia delle Rutacee, gereiteus. I bergamotto € un frutto endemico
calabrese che fruttifica con successo solo lungottle striscia costiera, lunga un centinaio
di chilometri, che si estende tra Villa San Giovamsioiosa Jonica. Tale zona, in provincia

di Reggio Calabria e caratterizzata da un terrantipd argilloso-calcareo e da peculiari
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caratteristiche climatiche che fornisconchabitat ideale per l'agrume. Tuttavia, il
bergamotto viene coltivato anche in altri Paespi{El, California, Costa d'Avorio, Tunisia,
Sud America) e la sua origine rimane ancora darichjssebbene l'ipotesi piu accreditata
sembra essere quella di un ibrido tra due diveaseta del gener€itrus. Il frutto maturo

ha una forma sferica o leggermente piriforme, corpeso medio intorno ai 100 gr. e una
colorazione gialla. La buccia € mediamente sotti; una superficie liscia e, a volte,
moderatamente rugosa, mentre la polpa, di coladevgiallo pallido, e caratterizzata da un
sapore fortemente acido e amaro. Il periodo diaié&dei frutti va da Novembre a Marzo,
mentre la fioritura avviene nel mese di Aprile.dEsho tre diverse varieta di bergamotto che
si differenziano l'una dall'altra per caratterisécbotaniche e morfologiche, quali lI'aspetto
della pianta, la forma delle foglie e dei frutt,dpessore della buccia e il periodo di raccolta
dei frutti (Verzeraet al, 2003): le varieta Femminello, Castagnaro e Ficta Tuttavia,
quest’'ultima varieta rappresenta, attualmenteadir®0% delle piante produttive (Dugad

al., 1987). La tutela della coltivazione deitrus Bergamia Risso et Poiteauaffidata al
Consorzio del Bergamotto di Reggio Calabria chel lkampito di garantire la qualita del

prodotto.

1.7.2.2 L'olio essenziale (OE) di bergamotto

L'olio essenziale (OE) di bergamotto si ottiene gemitura a freddo dell'epicarpo e parte
del mesocarpo del frutto fresco@itrus Bergamia Risso et PoitegbUl X ed.). In epoche

precedenti alla pima opera di industrializzazioeé mtocesso di estrazione dell’essenza di
bergamotto, che e avvenuta nel 1844, I'essenzaa/esiratta per pressione manuale dalla
scorza del frutto e veniva fatta assorbire da spuwaturali. Oggi, I'essenza viene ricavata
per abrasione della parte superficiale dei fruttidrante un sistema di grattugie di cui sono
dotate le "macchine pelatrici". Tale processo péiendi ottenere un impasto che € una
miscela di acqua e olio essenziale. Successivamianfase acquosa viene separata dalla
fase oleosa che costituisce I'essenza. L’essenaméaconsistenza oleosa e si presenta

liquida, talvolta con depositi solidi, volatile, taolorazione verde o giallo-verdastro, un
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caratteristico odore gradevole ed un sapore aromaimaro. L'OE di bergamotto € un
fitocomplesso contenente oltre trecento comporeshte formato da una frazione volatile,
che rappresenta il 93-96% dell'essenza, e da aa@ifre non volatile, che ne costituisce il
4-7% (Di Giacomo & Mincione, 1993). La complessanposizione chimica dellOE di
bergamotto e stata resa nota mediante l'uso dictezanalitiche quali la gascromatografia
accoppiata alla spettrometria di massa (GC-MS),|@drazione volatile (Verzerat al,
1998), e la cromatografia liquida ad alte prestaiziplPLC), per quella non volatile (Dugo
et al, 1997). | componenti della frazione volatile poss essere classificati in terpeni (es.
linalolo), sesquiterpeni ed idrocarburi, mentre flazione non volatile € costituita
prevalentemente da composti eterociclici ossigedgdiinti in furano cumarine (psoraleni) e
metossicumarine. La frazione volatile dellOE dirdmmotto € caratterizzata da un
contenuto elevato di composti ossigenati e soptattlalla presenza in quantita superiori a
quelle di tutti gli altri olii essenziali agrumaudj un alcool, il linalolo (6-18%) e del suo
corrispondente estere, l'acetato di linalile (19628Queste due sostanze determinano le
caratteristiche aromatiche dell'essenza e costdang infatti, dei markers di qualita del
prodotto (Dugoet al, 1987). Inoltre, il limonene, un monoterpene nmaoao che
rappresenta il costituente principale delle essetele genereCitrus, con percentuale
generalmente non inferiore al 60% (Moufida & MarzpR003), nellOE di bergamotto non
e mai superiore al 50% e talvolta la sua perceatagbari a quella dell'acetato di linalile.
Tuttavia, la composizione delllOE di bergamottooggetta ad una enorme variabilita per
guanto riguarda la composizione percentuale dcamsomponente dell'essenza. Infatti, la
composizione del fitocomplesso subisce ampie @zadhi in funzione della stagione di
raccolta e dell'area di produzione dei frutti. Beempio, per quanto riguarda la quantita di
linalolo presente nella frazione volatile, essaiduisce dal 12% al 6% durante la stagione
di raccolta, mentre il contenuto di acetato dilliieaaumenta, durante lo stesso periodo di
raccolta, dal 23% al 31% (Duget al, 1987). Analogamente, anche la quantita dei
componenti della frazione non volatile dell'essenvzane influenzata dal periodo di
produzione: passando da gennaio a marzo, infatli, bergamottina aumenta
significativamente, mentre il bergaptene e il ggieme diminuiscono di circa due terzi

rispetto al contenuto iniziale (Duget al, 1997). L'OE di bergamotto € ampiamente
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utilizzato in diversi settori industriali ed in p@&olare, e indispensabile nell'industria
profumiera a livello internazionale. Infatti, iltdicomplesso ha la peculiare funzione non
solo di fissare ibouquetaromatico dei profumi, ma anche di armonizzareliee essenze
contenute, esaltandone freschezza e fragranza. di®Ergamotto trova impiego anche nel
settore alimentare come aromatizzante di geldtitehiliquori e nel settore cosmetico per la
preparazione di prodotti quali deodoranti, sap@mgdotti solari e dentifrici. Inoltre, &
utilizzato anche come correttivo degli odori nellpreparazioni farmaceutiche.
Analogamente ad altri olii essenziali, € utilizzatel’'aromaterapia per ridurre I'ansia e
facilitare I'induzione del sonno (Komoet al, 1995; Lehrneet al, 2000), oltre che nella
medicina popolare come analgesico, digestivo, mazainte, etc. Per quanto riguarda i
meccanismi alla base delle azioni farmacologichkotle essenziale, la maggior parte delle
evidenze sperimentali riportate in letteratura smeative alle azioni di singoli componenti
dell’OE di bergamotto, quali il linalolo o alcunspraleni, mentre si hanno a disposizione
poche informazioni riguardo agli effetti del fitooplesso. In particolare, l'azione
analgesica dell’OE di bergamotto € verosimilmerserigibile principalmente al linalolo le
cui proprieta antiinflammatorie ed analgesiche, wir@anno trattate nel dettaglio, sono state
ampiamente documentate in diversi modelli di dolofeammatorio (Peanat al, 2003,
2004a, 2004b, 2005). Recentemente, € stato ripocta I'OE di bergamotto € dotato di
attivita biologica, dimostrata a livello del sistamervoso centrale. In particolare, e stato
documentato che I'olio essenziale interferisce cprocessi fondamentali della
comunicazione sinaptica, quali per esempio, ilsgia di amminoacidi con funzione di
neurotrasmettitori in specifiche aree cerebrali @ato (Morroneet al, 2007). Inoltre, &
stato documentato che I'OE di bergamotto conferiseeroprotezione in sistenm vitro
(Corasanitiet al, 2007) edn vivo (Morroneet al, 2006). In particolare, I'OE ha esplicato
effetti neuroprotettivi in ratti sottoposti ad isrhia focale permanente, verosimilmente
mediante modulazione dei livelli sinaptici di amwacidi eccitatori quali aspartato e

glutammato (Morronet al., 2006).
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1.7.3 Il linalolo

1.7.3.1 Generalita

Il (-)-linalolo (Fig.1.3) € I'enantiomero presenie natura del monoterpene comunemente
reperibile nella frazione volatile degli olii esgadi di diverse piante aromatiche come |l

bergamotto, il gelsomino e la lavanda.
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Fig. 1.3. Formula di struttura del (-)-linalolo.

Il monoterpene esplica proprieta antiinfiammatarte analgesiche documentate da diversi
studi sperimentali (Peana&t al, 2002, 2004a, 2004b, 2005) che saranno trattati

successivamente.

1.7.3.2 Profilo farmacologico del linalolo

Dati presenti in letteratura hanno riportato l\até antinfiammatoria (Peanet al, 2002)
del linalolo suggerendo che le proprieta antinfiaatorie esercitate da diversi olii essenziali
siano da ascrivere al monoterpene. Le proprieténfiammmatorie del (-)-linalolo, del suo
racemo e del suo estere, il linalil acetato, sdatesstudiate utilizzando il modello di edema
indotto da carragenina nel ratto (Peabal, 2002). La somministrazione subcutanea di (-)-
linalolo, a livello addominale e alle dosi di 5076 mg/Kg nel ratto, ha determinato una
drastica riduzione dell’edema 1 ora dopo la somsiriazione di carragenina (1%; s.c.).
Invece, alla dose piu bassa di 25 mg/kg una satifia riduzione delledema é stata

riscontrata 3 e 5 ore dopo la somministrazionenargiomero puro ha dimostrato avere una
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piu lunga durata d’azione rispetto al racemo seblserche la forma racemica ha indotto
una rilevante riduzione dell’edema indotto da aqg@rana (Peanat al, 2002). Gli effetti del
linalolo, somministrato nel’addome alle dosi di, 3@0, 150 e 200 mg/Kg (s.c.) 30 minuti
prima della somministrazione della sostanza algageono stati studiati utilizzando 3
modelli di iperalgesia (Pearet al, 2004a) termica nel ratto. Il monoterpene ha néwe
I'iperalgesia termica indotta dalla somministraaat L-glutammato (30 nmol/zampa; s.c.)
a livello della zampa ipsilaterale, solo quando sonistrato alla dose di 200 mg/kg. Inoltre,
esso ha esplicato un’azione antiiperalgesica aadiheello della zampa controlaterale alla
somministrazione di glutammato che non ha svilupgegralgesia termica. Nel modello di
iperalgesia termica indotta dalla somministraziarieaplantare di prostaglandina E2 (200
ng/zampa), il linalolo ha determinato una riduziated tempo di latenza in risposta allo
stimolo termico sia a livello ipsilaterale che aonlaterale. Invece, la drastica attenuazione
dose-dipendente dell'iperalgesia termica indotiiadamministrazione di—carragenina (1
mg/zampa; s.c.) ha interessato la zampa contralatena non la ipsilaterale (Peagtaal,
2004a). Un recente studio vivo ha dimostrato che la somministrazione sistemica di
linalolo determina un effetto antinocicettivo in importante modello animale di dolore
inflammatorio: il formalin test (Peare al, 2004b). In particolare, il (-)-linalolo alle dad

50 e 100 mg/kg ha determinato una riduzione deilmgy ma non della seconda fase del
comportamento nocicettivo indotto dalla sommiisione intraplantare di una soluzione di
formalina a bassa concentrazione (1%) nel raticede, quando somministrato alla dose piu
alta (150 mg/kg) ha determinato anche una drasticaione (32%) della seconda fase del
comportamento dolorifico caratterizzato diinching e licking/biting. Inoltre, la
somministrazione di linalolo (25, 50 e 75 mg/Kg;c.s. 30 minuti prima della
somministrazione di una soluzione acquosa di a@&dsetico (1,2%; i.p.) ha ridotto
significativamente il numero delle costrizioni addoali indotte dalla somministrazione
dell'agente algogeno nel topo. L'effetto antinotiis® del linalolo nel test divrithing,
modello di dolore infiammatorio addominale, & stammpletamente antagonizzato dal
naloxone (i.p.; 5 mg/Kg) e dall'atropina (i.p.; 59f{g) (Peanaet al, 2002). Alla dose di
100 mg/Kg ha indotto una pronunciata risposta @&sitg (Peanat al.,2005) anche nel test
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della piastra calda, modello di analgesia sovradpia tale effetto e stato ridotto in maniera
significativa dal pretrattamento con un antagonsstkettivo del recettore per I'adenosina
Al, I' 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (DPCPX) (D mg/kg; i.p.) e con un antagonista
selettivo del recettore per I'adenosina A2A, il-8jimetil-1-propargilxantina (DMPX) (0.1
mg/kg; i.p.) (Peanat al., 2005). Numerosi studi hanno, quindi, documentat@roprieta
antiinfiammatorie ed antinocicettive del linalolo diversi modelli sperimentali di dolore
inflammatorio. Inoltre, studi di binding hanno distiato che il linalolo si comporta come
antagonista competitivo dei recettori NMDA (N-Mdilaspartato) (Elisabetskgt al.,
1999; Silva Brumet al, 2001). In particolare, Elizabetsky e collabora{@999) hanno
mostrato che il linalolo inibisce il binding delHB glutammato in maniera competitiva e
che il binding del [3H] MK801 diminuisce con concentrazioni crest di linalolo, mentre

il binding del [3H] muscimolo rimane inalterato. &ato anche documentato che il linalolo
e in grado di interferire con altri sistemi neuastmettitoriali. In particolare, il linalolo
determina I'aumento del rilascio di dopamina irtifet striatali di ratto (Okuyamat al.,
2004) e l'inibizione del rilascio di acetilcolinalizello delle giunzioni neuromuscolari di
topo (Reet al, 2000). Infine, utilizzando la tecnica del patthmp e stato mostrato che il
linalolo sopprime, in maniera significativa e resibile, ma non selettivamente, le correnti
voltaggio-dipendenti (., lcal, lcat Ik © kca) Nei neuroni sensitivi delle ORCs (cellule del
recettore olfattorio) (Narusuyet al, 2005) nella salamandra. Una simile soppresséne
stata riportata negli ORCs in risposta a sostanpeose come il limonene e I'amil acetato
(Kawai et al, 2000). Inoltre, é stato riportato che il linaladopprime le correnti voltaggio-

dipendenti anche nelle cellule di Purkinjie netagNarusuyeet al., 2005).

1.8 Scopo della tesi

Il dolore neuropatico € il tipo di dolore cronicaimifficile da trattare e manca ancora di
trattamenti farmacologici efficaci. Esso rappreaemba condizione patologica invalidante
che determina sofferenza e riduzione della qudbtéa vita dei pazienti che ne sono colpiti.

Lo scopo principale di tale lavoro di tesi € stagotanto quello di studiare i meccanismi alla
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base dello sviluppo del dolore neuropatico al inelentificare nuovi targets farmacologici
per lo sviluppo di innovativi approcci terapeutigital fine, & stato necessario effettuare un
periodo di formazione all'estero presso un gruppoRécerca esperto del settore, |l
Molecular Nociception Groumell’'University College of Londo@UCL), Londra, sotto la
guida del Prof. John Wood. Durante tale perioddadiurata di circa tredici mesi, oltre ad
aver avuto I'opportunita di confrontarmi con do&odi e giovani ricercatori che da diversi
anni lavorano nel campo del dolore, ho potuto gypare una specifica competenza
nell'impiego di diversi modelli animali compresonilodello di dolore neuropatico mediante
legatura del nervo spinale L5 (SNL) nel topo. Alefidi determinare la risposta dolorifica in
seguito all'applicazione di stimoli di diverso tipsono stati utilizzati diversi tests
comportamentali. Inoltre, ho avuto anche modo digre avanti esperimenti volti a studiare
il coinvolgimento di alcuni sottotipi di canali debdio voltaggio-dipendenti, quelli del tipo
Navl1.3, Navl.7 e Navl.8, nei meccanismi di sviluppbdolore neuropatico indotto dalla
legatura del nervo spinale L5. Tali esperimenti os@tati condotti con un approccio
comportamentale, utilizzando tognock-outper i geni di interesse ottenuti nello stesso
laboratorio. Inoltre, sempre con lo stesso appmdw potuto effettuare degli esperimenti
volti a valutare I'eventuale coinvolgimento deltéae neurotrofico derivato dal cervello
(BDNF) nei meccanismi di sviluppo del dolore newtigpo. Quindi, al rientro nel
laboratorio di Farmacologia della Facolta di FarimaeIl’'Universita della Calabria, presso
il quale ho svolto il corso di Dottorato di Ricer¢e potuto continuare a studiare il modello
di dolore neuropatico precedentemente appresoteazaandone I'applicabilita allo studio
dello sviluppo di nuovi approcci terapeutici, rapresi prodotti di origine naturale, per il
trattamento del dolore neuropatico. Cosi, sona statliati gli effetti dell'olio essenziale
(OE) di bergamottoGitrus BergamiaRisso) nel dolore neuropatico indotto da SNLaitf

di recente € stato riportato come questo fitocosguesia in grado di interferire con i
meccanismi fondamentali alla base della comunicezisinaptica e di conferire
neuroprotezione in sistenm vitro (Corasanitiet al, 2007) edin vivo (Morrone et al,
2007). Successivamente, nello stesso modello direlaleuropatico sono stati valutati gli
effetti del linalolo, uno dei componenti maggiorrteenappresentati nel fitocomplesso e di
cui sono note le proprieta antinocicettive in méddil dolore infiammatorio. A tal scopo,
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sono stati valutati gli effetti antinocicettivi ellkattivazione della serina-treonin protein
chinasi B (Akt), un prodotto genico pro-survivalimmlto nei meccanismi di dolore

inflammatorio, ma scarsamente studiato nei modedolore neuropatico.
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2 MATERIALI E METODI

2.1 Animali

Per il presente studio, sono stati usati, topi mmaadulti del ceppo C57/BL6 (20-22 g;
Charles River, Calco, Italy), topknock-out per diversi sottotipi di canali del sodio
voltaggio-dipendenti (Nav1.3, Navl.7, Navl1.8) e pefattore neurotrofico derivato dal
cervello (BDNF) ed i rispettivi topivild-type Gli animali sono stati stabulati in condizioni
controllate di temperatura (22 + 1 °C) e umidiativa (65%), sono stati sottoposti ad un
ciclo buio/luce di 12 ore (7:00-19:00), con libexccesso all’'acqua e al cibo.

Le procedure sperimentali sono state condottedardo alle linee guida del Ministero della
Salute (D.M. 116/1992) cercando di ridurre le carmai di sofferenza per I'animale e

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

2.2 Procedura chirurgica per la legatura del nervaspinale L5

Il dolore neuropatico €& stato indotto dalla legatdel nervo spinale L5 (Fig. 2.1) nel topo
secondo il modello descritto da Kim & Chung (199Rjima di procedere alla procedura
chirurgica, gli animali sono stati anestetizzatn deoflurano al 2% e I'anestesia € stata
mantenuta durante l'operazione attraverso la coatisomministrazione di isoflurano a

basse concentrazioni (1-1,5 %). In seguito ad no@ione mediana nella cute della regione
dorso-lombare del tronco, a livello delle vertely2S2, i muscoli paraspinali del lato

sinistro sono stati separati dai processi spilalile articolazioni e dai processi trasversi a

livello L4-S1. Il nervo spinale L5 del lato di s@tia & stato isolato e strettamente legato con
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un filo di seta 6-0. La ferita chirurgica e statargli suturata utilizzando un filo di sutura 3-
0.

midollo
spinale

//

/
s

nervi
spinali

nervo
sciatico

Fig.2.1. Schema rappresentativo del modello di dale neuropatico da legatura del
nervo spinale L5 (Ueda, 2006).

Per il gruppo degli animali sham, la proceduraugigiica € stata identica a quella del gruppo
neuropatico eccetto che per la legatura del ngoutake. Successivamente gli animali sono
stati lasciati ad acclimatare per 24 ore, al fingptendersi dall'anestesia e dalla procedura
chirurgica, prima di effettuare le procedure spentali. Inoltre, la postura e stata
monitorata attraverso tutto il periodo post-opeatate@ gli animali che hanno riportato
lesioni sono stati esclusi dal gruppo sperimentdlettavia, tra tutti gli esperimenti
effettuati, solo un numero estremamente ridott@mimali ha mostrato segni di lesioni.
Dopo aver effettuato gli opportuni trattamenti faulogici, i tests comportamentali, che
sono stati condotti fino a 30 giorni dopo la chgiar e gli eventuali prelievi di campioni per
poter effettuare gli studi biochimici, gli animalsono stati sacrificati con la

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

geni di interesse

La delezione genica dei geni di interesse € sféttieata con tre diversi metodi che hanno
portato rispettivamente alla generazione di tapbck-outdel tipo nocicettore-specifico,
globale e NFH-Cre (neurofilament heavy chain-Crédpi knock-outtessuto-specifici sono
stati prodotti utilizzando il sistema del Cre-loXPe & Sauer, 2001; Nagi, 2000) che
permette di incrociare di topi che esprimono l@mbinasi del tipo Cre (DNA Cyclization
Recombination protein) con topi che possiedoncengtarget affiancato da due siti lox-P
(gene floxed). Tale ricombinasi derivante dal batteriofago RA ad eliminare
selettivamente la sequenza di DNA affiancata dasdepienze di riconoscimento con siti
loxP. Inoltre, al fine di ottenere toginock-outspecificamente a livello dei nocicettori
(nocicettore-specificcknock-oul, sono stati utilizzati topi del tipo Cre-Navl1l.8 cui la
ricombinasi del tipo Cre e stata specificamenteessa nei nocicettori guidando il gene con
il promotore Nav1.8 (Stirlinget al, 2005), canale del sodio voltaggio dipendenteesso
selettivamente nei neuroni nocicettivi e completat@eassente in altri tessuti (Akopiah
al., 1996). Dall'incrocio tra topi trasngenici in cdue siti loxP affiancano la sequenza del
gene di interesse e topi transgenici in cui la mbmasi del tipo CRE €& espressa
selettivamente nel tessuto di interesse, sono ati@inuti topi in cui la delezione genica e
avvenuta selettivamente a livello dei nocicettGon tale tecnica di delezione genica sono
stati ottenuti topi del tipo nocicettore-specifiknock-outper i sottotipi di canali del sodio
voltaggio-dipendenti Nav1.3, Nav1l.7 e Nav1.8 e ip&attore neurotrofico BDNF. Invece,
la delezione genica globale é stata effettuata peloil gene che codifica per il canale
Nav1l.3 (SCN3A) e Nav1l.8 (SCN10A), dal momento léedene globale del gene che
codifica per Navl.7 (SCN9A) (Nassat al, 2004) e per il BDNF (Rio®t al, 2001)
risultava letaleLa delezione tempo-specifica, infine, e stata &ffgh solo per il gene che
codifica per il canale Navl.3. Dall'incrocio trapioche esprimono la ricombinasi del tipo
NFH-Cre, espressa principalmente nelle fibre mieie e nel cervello (Malluccet al.,
2002) e topi con il gene per Navil8xedsono stati ottenuti tojinock-outdel tipo NFH-
Cre per Navl1.3 cioé in cui il gene é stato eliminattettiwamente nei neuroni sensitivi di
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grande diametro. Tale tecnica di delezione sfriggpressione tempo-specifica di questo
peculiare sottotipo di Cre che si esprime 10-1#mahe dopo la nascita e permette, quindi,
di ottenere topknock-outin assenza delle alterazioni compensative, intquesso di altri
canali del sodio, che verosimilmente avvengono merda vita embrionale. Gli animali
ingegnerizzati sono stati, quindi, sottoposti goeesnenti controllo al fine di verificare che
la delezione genica non determini variazioni delfascita in peso (fig. 2.2.a) e delle
prestazioni motorie (Fig. 2.2.b). Solo nel casaum non siano state verificate variazioni
significative della crescita in peso e della coosadione motoria, determinata mediante il

test di Rotarod, si &€ potuto procedere alle opperfarocedure sperimentali.

(a) (b)

40 200 m KO

Tempo (s)
F'y =y
= @n
S_©

g

[ =]

Maschi Femmine

Fig. 2.2. Esempio di esperimento controllo per veficare eventuali effetti della delezione genica di
Navl.3 sullandamento della crescita in peso (a) sulle prestazioni motorie (b) di topiknock-out in
paragone a topiwild-type. Effetti della delezione genica di Nav1.3 sull’andano della crescita in peso (a) e
sulle prestazioni motorie (b), determinate medidirttest di Rotarod, di toginock-out(KO) in paragone a topi
wild-type (WT). | dati sono espressi come media £ ES (n=&udithali) e le differenze valutate statisticamente
utilizzando l'analisi della varianza ad una via (BMA). p < 0.05 é stato considerato significativea L
delezione genica di Navl.3 non detemina variazamiificative né della crescita in peso né dellespazioni

motorie degli animali.
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2.4 Tests comportamentali

| tests comportamentali sono stati condotti, duéeval giorno, 3 e 5 giorni prima (giorno -5
e -3) dell'induzione del dolore neuropatico al fidiedeterminare i livelli basali di ciascun
animale e, nel periodo post-operatorio 1, 3, 7,14) 17, 21, 24, 28 e 30 giorni dopo la
legatura del nervo spinale. | valori ottenuti n@rgi successivi alla chirurgia sono stati
normalizzati ad 1 considerando unitario il valoes&le misurato in ciascun animale. Per la
determinazione della sensibilita meccanica, gliveati sono stati sottoposti al von Frey test
seguendo il metodo dell'up-down (Chapktral.,1994) ed utilizzando filamenti calibrati da
0.04 a 12.75 g. Per la determinazione della sdnailbermica, invece, e stato utilizzato il

test di Haregreaves’ (Haregreawtsl.,1988).

2.4.1 Test di Von Frey

Il test di Von Frey é stato descritto da diversicaiu(Fuchset al, 1999; Kim & Chung,
1992; Seltzeet al, 1990) come metodo per determinare la presenalodiinia meccanica
utilizzando filamenti numerati di diversa rigidithe imprimono una forza incrementale
secondo una scala logaritmica (filamenti di vonykrénizialmente gli animali vengono
acclimatati nel Perspex box (75 mm per 90 mm) cornrpento metallico per un periodo di
circa 60 minuti. Successivamente i filamenti di \Kney vengono applicati sulla superficie
glabra della zampa posteriore sinistra per 3-5rsical fine di determinare la latenza di
withdrawal (tempo espresso in s) della zampa dalla sorgesitecsa. Per determinare la
soglia diwithdrawal esistono due metodi:up-downmethod (Chaplaet al, 1994; Dixon,
1980) che consente di determinare il valore coonsiente al 50% della soglia di
withdrawal ed il full battery testing(Fuchset al, 1999) che permette di calcolare la
percentuale di risposta in seguito all'applicaziahetto filamenti, in ordine crescente di
forza compresa tra gli 0.219g e i 7.59g, per cingakte ciascuno. Tra questi & stato
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utilizzato il metodoup-down che consiste nell'applicare come primo filamentgelbp
corrispondente al 50% della sogliavdithdrawalin condizioni basali e successivamente un
filamento di forza decrescente in seguito a presehzisposta nocicettiva ed uno di forza
crescente in seguito ad assenza di risposta.tictgginua fino a che si ottengono almeno
sei misurazioni intorno al valore del 50% di sogliavithdrawal Ogni misurazione viene
eseguita a distanza di 3 minuti dalla successiva gutare la presenza di risposte
amplificate a causa delle ravvicinate stimolazibmisultati sono espressi come media £ ES
e le differenze valutate statisticamente utilizzartnalisi della varianza ad una via
(ANOVA) seguita, dove appropriato, da un test pemparazioni multiple come il test di

Tukey.

2.4.2 Test di Haregreaves’

Il test di Haregreaves’ (Haregreaves al, 1988) permette di determinare | eventuale
presenza di iperalgesia termica misurando il teip@azione del topo/ratto allo stimolo
termico e consiste nella proiezione di una sorgenialore radiante sulla zampa (Plantar
Test, modello 7650, Ugo Basile, Italia). In seguatta cessazione dell'attivita esplorativa
dell’'animale, si proietta tale sorgente sulla zamppsteriore sinistra utilizzando un’intensita
del 20% per il topo e del 50% per il ratto ed utralli di 20 secondi per evitare eventuali
danni tessutali. | risultati sono espressi come ianetl ES e le differenze valutate
statisticamente utilizzando l'analisi della varianad una via (ANOVA) seguita, dove

appropriato, da un test per comparazioni multipleae il test di Tukey.

2.4.3 Test di Rotarod

Il test di Rotarod (Janes & Roberts, 1968) € it f@a utilizzato per valutare le capacita
motorie dei roditori e prevede l'uso di un cilindrotante sul quale I'animale deve

camminare per evitare di cadere. Gli animali vemgposizionati sul Rotarod (modello
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7650, Ugo Basile, Italia) ad una velocita costatit@0 giri al minuto per 60 secondi per
consentire I'acclimatamento. Successivamente vemgottoposti ad una velocita crescente
per un tempo massimo di 5 minuti e viene registiiatempo in cui il topo/ratto riesce a
mantenersi in equilibrio sudilindro rotante. Il test viene eseguito 4 voltdiaé di ottenere
una misura piu accurata. | risultati sono espressie media + ES e le differenze valutate
statisticamente utilizzando l'analisi della varianad una via (ANOVA) seguita, dove

appropriato, da un test per comparazioni multiplae il test di Tukey.

2.5 Formalin test

Il formalin test (Dubuisson & Dennis, 1977) & un dabbo di dolore infiammatorio
ampiamente utilizzato nell’ambito della ricercaestifica. Tale test e caratterizzato da una
risposta comportamentale nocicettiva bifasica ilaprima fase dura approssimativamente
10 minuti, mentre la seconda, che avviene in seqdt un periodo di latenza di circa 10
minuti, dura 40 minuti. | topi/ratti vengono lasttiacclimatare rispettivamente per circa
60/20 minuti e successivamente vengono inseritinmestrainer per la somministrazione
intraplantare di una soluzione acquosa di formatih&% (s.c., 20 ul/50 pl) nella zampa
posteriore sinistra. La formalina induce un com@oento nocicettivo spontaneo
caratterizzato déicking/biting e flincking. Durante I'ora successiva alla somministrazione
viene, quindi, registrato il tempo di durata dempmrtamento diicking/biting per ogni
intervallo di tempo della durata di 5 minuti. luitati sono espressi come media + ES e le
differenze valutate statisticamente utilizzando#lsi della varianza ad una via (ANOVA)

seguita, dove appropriato, da un test per comparaziultiple come il test di Tukey.
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2.6 Studioex-vivo: isolamento e prelievo della porzione lombare di idollo

spinale

L’isolamento ed il prelievo delle porzione lombatiemidollo spinale sono stati effettuati
immediatamente dopo il sacrificio dell'animale. Nalimo set di esperimenti, & stata
prelevata la porzione lombare L4-L6 considerandolae ipsilaterale in quanto prossima al
sito del danno e la porzione toracica T5-T9 consiaidola come porzione contro laterale. |
prelievi sono stati effettuati 1, 3 e 7 giorni dolaolegatura del nervo spinale L5. | dati
ottenuti non sono risultati chiari, a causa dekedta variabilita, tra un esperimento e I'altro,
dei livelli di espressione della proteina. Al fidepoter escludere la possibilita che eventuali
variazioni dell’'espressione della proteina di ieg=e risultassero diluite dal prelievo di una
porzione ipsilaterale troppo estesa, nel successetodi esperimenti € stata prelevata
I'emisezione sinistra della porzione L4-L5 consatetola come ipsilaterale e la rispettiva
emisezione destra considerandola come controlatedaltessuti prelevati sono stati
velocemente immersi in azoto liquido, conservatia atemperatuta di -80 °C e
successivamente sottoposti alla metodica del westetting al fine di studiare i livelli di
espressione dell’Akt.

2.7 Western blotting

I livelli delle proteine studiate sono stati anaéii quantizzandone l'espressione con la
tecnica del Western Blotting, utilizzando l'eletoesi sul gel di poliacrilammide, in
condizioni denaturanti e riducenti. Per I'estragatelle proteine totali, ogni pool, risultante
dall'unione di tre campioni di midollo spinale, &t® omogeneizzato, utilizzando un potter
vetro/teflon, in 90 ul di tampone di lisi freddondenente 50 mM di Tris-HCI (pH 7.5), 150
mM di NaCl, 2 mM di EDTA, 2 mM di EGTA, 1% Triton-400, 1 nM di acido okadaico,
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inibitori delle proteasi (cod. P8349, Sigma, Milantlia) e inibitori delle fosfatasi (cod.
524625, Calbiochem, La Jolla, USA). Il lisato tigde e stato centrifugato per 15 minuti a
10.000 g a 4°C ed infine e stato raccolto il swant destinato all’'analisi. La
concentrazione delle proteine e stata determintliazando il metodo DC per I'analisi
delle proteine (Laboratori Bio-Rad, Milano, Italiedn albumina sierica bovina (BSA) usata
come standard. Cinque microgrammi di proteine itosaino stati risolti attraverso
elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-PAGH)2% e successivamente trasferite su
membrana di nitrocellulosa (Optitran BA-S 83, Sattler & Schuell, Bioscienze, Dassel,
Germania). | siti aspecifici sulla membrana sorati $tloccati utilizzando latte al 5% in un
tampone salino contenente Tris 10mM, (pH8), Na@mbl, Tween20 0.05% (TBS-T) per
1 ora a temperatura ambiente. Successivamententdraga € stata incubata per una notte a
4°C con l'anticorpo primario, diretto contro la pgma d’interesse. In particolare, sono stati
determinati non solo i livelli della forma fosfath di Akt (pAkt), ma anche della Akt
totale, per stabilire che eventuali cambiamenti Inalli di pAkt non fossero dovuti a
cambiamenti nell’espressione della proteina. leolal fine di confermare il caricamento di
un uguale quantita di proteina in ogni pozzettotaaseffettuata l'ibridazione con un
anticorpo anti-tubulina, anti-actina o anti-GAPDIPer identificare la forma fosforilata di
Akt e stato utilizzato I'anticorpo primario policiale anti-fosfo-Akt (serina 473) prodotto
nel coniglio e anti-topo alla diluizione di 1:1000ell Signaling Technology). L’anticorpo &
stato utilizzato in esperimenti di westrn blottieffettuati nel nostro laboratorio utilizzando
omogenati di tessuto corticale, striatale e dineetfRusscet al, 2008) nel rattolnoltre,
sono stati utilizzati i seguenti anticorpi primgoliclonali prodotti nel coniglio: anti-Akt
alla diluizione di 1:2000 (Cell Signaling TechnojpgBeverly, MA, USA); anti
gliceraldeide trifosfato deidrogenasi (GAPDH) adlduizione di 1:4000 (Ambion). Sono
stati inoltre utilizzati i seguenti anticorpi mornacali prodotti nel topo: anti-actina (clone
AC-40, Sigma) alla diluizione di 1:1000; anti-tuimal (clone B-5-1-2, Sigma) alla
diluizione di 1:30.000. Per la rilevazione del salgnle membrane di nitrocellulosa sono
state incubate con un anticorpo secondario (PiBiogechnology, Rockford, IL, USA),
coniugato con perossidasi di rafano, per 1 orangpéeatura ambiente e l'attivitd enzimatica
determinata in chemiluminescenza (ECL, Amershans&emcies, GE Healthcare, Milano,
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Italia) esponendo le membrane ad una lastra fdiogra_e lastre fotografiche sono state
scannerizzate e I'analisi densitometrica delle kargdiative alla proteina d’'interesse é stata

realizzata utilizzando il Software QuantiScan (BibsCambridge, Regno Unito).

2.8 Trattamenti farmacologici

L'olio essenziale (OE) di bergamotto (Consorzio dgdrgamotto, Reggio Calabria),
concentrato e stato somministrato sistemicamentel/dg, s.c.) 1 ora prima della legatura
del nervo spinale L5 in topi maschi C57/BL6 (20g)2n=7) e successivamente una volta al
giorno fino a 14 giorni dopo la chirurgia. Agli amali controllo € stato somministrato un
identico volume (1 ml/Kg) di una miscela di polieti glicole 200 (PEG) (Sigma-Aldrich,
Milano, Italia) e soluzione salina (NaCl 0.9%) (1:Tale schema di trattamento é stato
utilizzato negli esperimenti condotti utilizzandd modello sperimentale di dolore
neuropatico. Invece, per quanto riguarda gli espemii effettuati utilizzando il formalin
test, 'OE di bergamotto e stato somministrato emtiato sia per via intraplantare (g0
intrapl.) (n=9) nella zampa posteriore sinistra ahevello della regione interscapolare (2 e
20 ul, s.c.) (n=7, n=10), 15 minuti prima della sommstrzione della soluzione di
formalina al 5 %. Il fitocomplesso e stato somntiaito concentrato alla dose di 20 pl/topo.
Agli animali controllo & stato somministrato unmtieo volume di due diversi tipi di olii di
origine naturale, I'olio di oliva (2Ql, intrapl. e s.c.) (n=6, n=3) e I'olio di semi (20,
intrapl.) (n=4). Invece, la dose inferiore di 2tgplo & stata somministrata disciolta in una
miscela di cremophor/etanolo/soluzione salina ppoato 1:1:18. Pertanto, tale miscela é
stata utilizzata anche come controllo (@0 s.c.) (n=8). Il (-)-linalolo (Sigma-Aldrich,
Milano, ltalia) e stato disciolto in una miscela mhlietilen glicole 200 (PEG) (Sigma-
Aldrich, Milano, Italia) e soluzione salina (NaCB®o) (1:1) ed e stato somministrato (100
mg/Kg; s.c.) 1 ora prima della legatura del nepmale L5 in topi maschi C57/BL6 (20-22
g) in un primo gruppo di animali (n=9) ed una valtagionro fino a 14 giorni in un secondo
gruppo di animali (n=19). Agli animali controllo £6 per ciascun gruppo) € stato

somministrato lo stesso volume (11i6Kg, s.c.) di polietilen glicole 200/ soluzion€lisa.
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2.9 Analisi Statistiche

Tutti i risultati sono stati espressi come medi&S e le differenze sono state valutate
statisticamente utilizzando il test “t” di Studeatl'analisi della varianza ad una via
(ANOVA) seguita, dove appropriato, da un test pemparazioni multiple come il test di

Tukey. p < 0.05 e stato considerato significativoalcoli sono stati eseguiti utilizzando

GraphPad Prism.
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3 RISULTATI

3.1 La legatura del nervo spinale L5 induce allodiia meccanica, ma non

determina variazioni della sensibilita termica nektopo

La legatura del nervo spinale L5 del lato sinisinoluce nel topo (n=10) allodinia
meccanica, a livello della zampa ipsilaterale. lodinia inizia a svilupparsi dopo 3 giorni e
si mantiene fino a 30 giorni dopo il completamed#tia procedura chirurgica. Nel gruppo

degli animali sottoposti alla procedura sham (na@) si riscontra lo sviluppo di allodinia

(Fig. 3.1).

14 —O— SHAM ipsilaterale

—e&— SNL ipsilaterale

50% della soglia

0 10 20 30

Tempo (g)

Fig. 3.1. Time course della sensibilita meccanica della zampa ipsilatela nel modello di dolore
neuropatico da legatura del nervo spinale L5 (SNLpel topo. Effetti della legatura del nervo spinale L5 o
della procedura sham sulla sensibilita meccanicepmii maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6. | dathao
espressi come medtaES (=10 per il gruppo di animali neuropatici, n=3 pegruppo di animali sottoposti a
procedura sham) del 50% della soglia di dolorealbrw del 50% della soglia del dolore ottenuti g@rni
successivi alla chirurgia sono normalizzati ad hsiterando unitario il valore basale misurato iascun
animale. La legatura del nervo spinale L5 inducéiyello della zampa ipsilaterale al danno, unaesave

persistente allodinia meccanica che € invece assehgruppo di animali sham.
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L’allodinia meccanica corrisponde ad una drastidazione del valore corrispondente al
50% della soglia di dolore, che si determina mediah test di von Frey, in seguito
all'applicazione di uno stimolo di tipo meccaniddallodinia meccanica € una componente
caratterizzante tale modello, infatti tutti gli ar@li sottoposti a legatura del nervo spinale
sviluppano una severa riduzione del valore deltdisali dolore in seguito all’applicazione
di uno stimolo meccanico. Il gruppo degli animdiliams, invece, non sviluppa allodinia.
Inoltre, non si riscontrano variazioni della sefigétermica della zampa ipsilaterale (Fig.
3.2), determinata mediante test di Haregreaves’ pbeanto, in tale modello, rappresenta

un importante controllo negativo.
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Fig. 3.2. Time course della sensibilita termica della zampa ipsilateralenel modello di legatura
del nervo spinale L5 nel topoEffetti della legatura del nervo spinale L5 o dgllmcedura sham sulla
sensibilita termica di topi maschi (20-22 g) deppe C57/BL6. | dati sono espressi come media =30
per il gruppo di animali neuropatici, n=3 per ilgpo di animali sottoposti a procedura sham) datkenza di
withdrawal (tempo espresso in s) della zampa dalla sorgeiteada.l valori del tempo di latenza ottenuti nei
giorni successivi alla chirurgia sono normalizzadi 1 considerando unitario il valore basale misuiat
ciascun animale. La legatura del nervo spinale & determina variazioni della sensibilita termichvallo

della zampa ipsilaterale dal momento che i val@li @mpo di latenza sono simili a quelli del grupgio

animali sham.
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Inoltre, lo sviluppo di allodinia meccanica intesasesclusivamente la zampa ipsilaterale al
danno, infatti a livello della zampa controlateraten si riscontra alcuna variazione della

sensibilita meccanica (Fig. 3.3).

1,4 —4— Sham controlaterale
—0— SNL controlaterale

50% della soglia

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (g)

Fig. 3.3. Time course della sensibilita meccanica della zampa controlatale nel modello di
legatura del nervo spinale L5 nel topoEffetti della legatura del nervo spinale L5 o dgltacedura sham
sulla sensibilita meccanica della zampa contradddedi topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6ati dono
espressi come medtaES (=10 per il gruppo di animali neuropatici, n=3 pegruppo di animali sottoposti a
procedura sham) del 50% della soglia di dolorealbrw del 50% della soglia del dolore ottenuti g@rni

successivi alla chirurgia sono normalizzati ad hsierando unitario il valore basale misurato iascun

animale. La legatura del nervo spinale L5 non detea allodinia meccanica a livello della zampa

controlaterale.

.....

controlaterale, non si riscontrano variazioni @ahpo di latenza (Fig.3.4).
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Fig. 3.4. Time course della sensibilitd termica della zampa controlaterie nel modello di

legatura del nervo spinale L5 nel topoEffetti della legatura del nervo spinale L5 o dglitacedura sham
sulla sensibilita termica della zampa controlateidil topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6. li dano
espressi come medtaES (=10 per il gruppo di animali neuropatici, n=3 pegruppo di animali sottoposti a
procedura sham) della latenzawidthdrawal (tempo espresso in s) della zampa dalla sorgevitzata. |
valori del tempo di latenza ottenuti nei giorni sessivi alla chirurgia sono normalizzati ad 1 cdesando
unitario il valore basale misurato in ciascun anémd.a legatura del nervo spinale L5 non determina
variazioni della sensibilita termica a livello deltampa controlaterale dal momento che i valoritei®ipo di

latenza sono simili a quelli del gruppo di aninglam.

| risultati ottenuti, in accordo con i dati predemt letteratura sul modello sperimentale
utilizzato, mostrano che la legatura del nervo @gimduce esclusivamente allodinia di tipo
meccanico, ma non termico ed essa interessa gatatnte la zampa ipsilaterale. Inoltre, si
sviluppa in tutti gli animali sottoposti alla legad, ma non negli animali sottoposti a
procedura sham. La possibilita di determinare imigra quantitativa la variazione del 50%
della soglia del dolore, mediante il test di voe\;rpermette, pertanto, di utilizzare questo
modello sperimentale come strumento per valutarentenali azioni antiallodiniche di

sostanze di origine naturale o sintetica che pbweb rappresentare nuove strategie

farmacologiche per il trattamento del dolore neatmo.
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3.2 L’allodinia meccanica indotta dalla legatura dé nervo spinale L5 si
sviluppa normalmente in topi con delezione del genehe codifica per il

canale Nav1l.3

Il modello SNL e stato riprodotto in animali sotts a delezione genica della sequenza
che codifica per il canale del sodio voltaggio-tigente del tipo 1.3 (Nav1.3), al fine di
studiare, con un approccio comportamentale, il vagimento del gene di interesse nei
meccanismi di sviluppo del dolore neuropatico. dmtigsolare, la legatura del nervo spinale
L5 é stata indotta in 22 topi (20-30kg)ock-outdel sottotipanocicettore-specifico, di cui 12
knock-out(KO) per Navl1l.3 e 1@Qvild-type (WT). Sia i tests per la determinazione della
sensibilita meccanica (test di von Frey) che teamitest di Haregreaves’) sono stati
effettuati come descritto precedentemente per uioge di 25 giorni post-operatori. |
risultati dimostrano che la delezione genica tesspecifica, a livello dei gangli delle radici
dorsali, del canale Navl1l.3 non altera lo sviluppb ie mantenimento dell’allodinia
meccanica (fig. 3.5) suggerendo che il canale NBag&presso a livello dei DRG non ha un

ruolo importante nel dolore neuropatico.
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Fig. 3.5. Time course dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura dé nervo spinale L5 in

topi del tipo nocicettore-specifico knock-out per Navl1.3. Effetti della delezione genica tessuto-
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specifica del canale Nav1.3 sull'allodinia meccariitdotta dalla legatura del nervo spinale L5 i tel tipo
nocicettore-specificnock-out(KO, n= 7) in paragone a topild-type (WT, n=5). | dati sono espressi come
media + ES del 50% della soglia del dolore e Iéedinze valutatstatisticamente utilizzando I'analisi della
varianza ad una via (ANOVA). p < 0.05 é considemitmificativo. | valori del 50% della soglia debldre
ottenuti nei giorni successivi alla chirurgia somormalizzati ad 1 considerando unitario il valor@sdle
misurato in ciascun animale. La delezione genisaui®-specifica, a livello dei neuroni nocicettigl canale
Nav1.3 non determina variazioni significative dalbdinia meccanica indotta dalla legatura del nespinale

L5 nel topo.

Inoltre, la delezione genica non determina variagizidella sensibilita termica (dati non
mostrati). E’ stato, quindi, studiato sia il coitgionento di quella porzione del gene di
interesse che é espressa a livello dei gangli dadliei dorsali che del gene Navl1.3 nella sua
totalita. Un ulteriore set sperimentale & statododto, sempre con lo stesso approccio,
utilizzando topi in cui il gene era stato eliminatototo (del tipo globaleknock-out La
legatura del nervo spinale L5 é stata indotta inaf®, di cui 10knock-outdel tipo globale
per Navl.3 (KO) e Wvild-type (WT) e successivamente gli animali sono statiopaisti ai
tests comportamentali, come nel gruppo sperimemaeedente. | dati ottenuti mostrano
che anche la delezione genica globale del canald.Blanon altera né lo sviluppo ne il
mantenimento dell’allodinia meccanica (fig. 3.6ggarendo che il canale Nav1ir8 toto

non esplica un ruolo chiave nel dolore neuropatico.
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Fig. 3.6. Time course dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura dé nervo spinale L5 in

topi knock-out del tipo globale per Navl.3. Effetti della delezione genica globale del canalvN3
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sull'allodinia meccanica indotta dalla legatura defvo spinale L5 in toginock-outdel tipo globale (KO, n=
10) utilizzando come controllo i topiild-type (WT, n= 9). | dati sono espressi come meti&S del 50%
della soglia del dolore e le differenze valutatatisticamente utilizzando I'analisi della varianad una via
(ANOVA). p < 0.05 e considerato significativo. |lee del 50% della soglia del dolore ottenuti nédrgi
successivi alla chirurgia sono normalizzati ad hsoderando unitario il valore basale misurato iascun
animale. La delezione genica globale del canalelNamon determina variazioni significative dellainia

meccanica indotta da SNL nel topo.

Al fine di studiare il ruolo di Nav1.3 espresso neuroni sensitivi di grande diametro nel
dolore neuropatico, sono stati utilizzati té&piock-outdel sottotipo NFH-Cre (neurofilament
heavy chain-Cre). Dal momento che anche con talalipee tipo di animali ingegnerizzati
non si riscontrano variazioni (dati non mostratéll'dllodinia meccanica indotta dalla
legatura del nervo spinale L5, possiamo affermaeeanche il canale Nav1.3 espresso nei
neuroni sensitivi di grande diametro non possiedeunlo funzionale nei meccanismi di
dolore neuropatico. Inoltre, tutti i sottotipi @ipi knock-outper il canale Nav1.3 utilizzati in
tale studio non determinano variazioni (dati nonstraii) della sensibilita termica che
tipicamente rimane invariata in seguito ad indueidel dolore neuropatico mediante SNL.
Tuttavia, il test di Haregreaves’ rappresenta upartante controllo negativo del modello e

delle condizioni sperimentali.

3.3 La legatura del nervo spinale L5 induce allodia anche in topiknock-

out per i canali Navl.7 e Nav1.8

Dal momento che € stato riportato 'aumento di esgione del canale Nav1.7 in tépiock-
out per Nav1.8, al fine di eliminare gli effetti dilitaumenti compensatori, & stato studiato,
sempre con un approccio comportamentale, I'andamelello sviluppo dell’allodinia

meccanica indotta dalla legatura del nervo spib&lan topi sottoposti alla delezione genica
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di entrambi i canali di interesse. Considerandiattio che la delezione genica globale del
canale Navl.7 € letale non é stato possibile métiez topi del tipo global&nock-outper
entrambi i geni di interesse. Pertanto, sono atdizzati topi del tipo nocicettore-specifico
knock-outper Navl.7 e globalknock-outper Navl.8. La legatura del nervo spinale L5 e
stata indotta in un gruppo di 10 topi, di cukBock-out(KO) e 4wild-type (WT). | topi
knock-outper i canali Navl.7 e Nav1.8 sviluppano una radwdlodinia meccanica che
inizia a partire dal terzo giorno post-operatoriohe non risulta significativamente diversa

(Fig. 3.7) da quella sviluppata dal gruppo controll
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Fig. 3.7. Time course dell'allodinia meccanica indotta dalla legatura dé nervo spinale L5 in
topi knock-out per Navl.7 e Navl.8.Effetti della doppia delezione genica del canalelNa e Navl1.8
sull'allodinia meccanica indotta dalla legatura detvo spinale L5 in topginock-ou{KO, n= 6) in paragone a
topi wild-type (WT, n= 4). | dati sono espressi come metli&ES del 50% della soglia del dolore e le
differenze valutatestatisticamente utilizzando I'analisi della varianad una via (ANOVA). p < 0.05 &
considerato significativo. | valori del 50% dellagfia del dolore ottenuti nei giorni successivaathirurgia
sono normalizzati ad 1 considerando unitario ibvalbasale misurato in ciascun animale. La doppliezibne
genica del canale Navl.7 e Navl1.8 non determineziani significative dell’allodinia meccanica inda

dalla legatura del nervo spinale L5 nel topo.
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Inoltre la doppia delezione genica non determindagzeni della sensibilita termica (dati
non mostrati) che tipicamente rimane inalterataseguito ad induzione del dolore
neuropatico mediante SNL. Tuttavia, il test di Hmeaves' rappresenta un importante
controllo negativo del modello e delle condiziomeementali. Tali risultati mostrano,
quindi, che il dolore neuropatico si sviluppa nomente in topiknock-outper i canali
Navl.7 e Navl.8 suggerendo che la presenza digali non & necessaria per lo sviluppo

del dolore neuropatico.

3.4 L’allodinia meccanica indotta dalla legatura dé nervo spinale L5 si
sviluppa normalmente anche in topi con delezione $suto-specifica del

gene che codifica per il fattore neurotrofico deriato dal cervello (BDNF)

Considerando I'importante ruolo che fattori neuwbti quali 'NGF (Wadaet al., 2004) ed

il GDNF (Boucheret al, 2000) giocano nella regolazione dell’espressideiecanali del
sodio, sia in condizioni fisiologiche che patoldg¢ € stato studiato, sempre con un
approccio comportamentale, I'eventuale coinvolgitoedel fattore neurotrofico derivato
dal cervello (BDNF) nello sviluppo del dolore nepatico. La legatura del nervo spinale L5
e stata indotta in 16 topi (25-30 g), di cui 7 tpb nocicettore-specific&nock-outper il
BDNF e 9wild-type | tests di von Frey e Haregreaves’ sono stagitiefati 1, 3, 6, 9, 12, 15,
20, 25 e 30 giorni dopo SNL. Tutti i topi sottoposttale modello sperimentale mostrano
livelli di allodinia meccanica del tutto simili, sea alcuna differenza tra il grupgnock-out

e quellowild-type(fig. 3.8).
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Fig. 3.8. Time course dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura dé nervo spinale L5 in
topi del tipo nocicettore-specifico knock-out per il fattore neurotrofico derivato dal cervello

(BDNF). Effetti della delezione genica tessuto-specifich BBENF sull'allodinia meccanica indotta dalla
legatura del nervo spinale L5 in topi del tipo metiore-specificcknock-out(KO, n= 7) in paragone a topi
wild-type (WT, n= 9). | dati sono espressi come metli&S del 50% della soglia del dolore. | valori del 50%
della soglia del dolore ottenuti nei giorni sucdé@sasla chirurgia sono normalizzati ad 1 consideta unitario

il valore basale misurato in ciascun animale. Léezlene genica tessuto-specifica, a livello deiroau
nocicettivi, del BDNFnon determina variazioni dell’allodinia meccanicalatta dalla legatura del nervo

spinale L5 nel topo.

Inoltre tale delezione tessuto-specifica, non deiga variazioni della sensibilita termica
(fig. 3.9) che tipicamente rimane invariata in segad induzione del dolore neuropatico
mediante legatura del nervo spinale L5. TuttaVidest di Haregreaves’ rappresenta un

valido controllo negativo del modello e delle caridni sperimentali.
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Fig. 3.9. Time course della sensibilita termica della zampa ipsilateralein topi del tipo
nocicettorespecifico knock-out per il fattore neurotrofico derivato dal cervello (BDNF)

sottoposti a legatura del nervo spinale L5Effetti della delezione genica tessuto-specifich RIBNF
sulla sensibilita termica di topi del tipo nocice#-specificdknock-ou{KO, n= 7) in paragone a topild-type
(WT, n=9), sottoposti a legatura del nervo spiridle | dati sono espressi come metli&ES della latenza di
withdrawal (tempo espresso in s) della zampa dalla sorgeiteada.l valori del tempo di latenza ottenuti nei
giorni successivi alla chirurgia sono normalizzadi 1 considerando unitario il valore basale misuiat
ciascun animale. La delezione genica tessuto-spacif livello dei neuroni nocicettivi, del BDNRon
determina variazioni della sensibilita termica\allio della zampa ipsilaterale dal momento chelowalel

tempo di latenza del grupgmock-outsono simili a quelli del gruppeild-type

| risultati ottenuti dimostrano, quindi, che il BBNilasciato dai neuroni sensitivi non € un

importante mediatore del dolore neuropatico.

3.5 La legatura del nervo spinale L5 non determin&ariazioni dei livelli di

Akt 1, 3 e 7 giorni dopo la lesione

Oltre a studiare il ruolo del fattore neurotrofi@®DNF nello sviluppo del dolore
neuropatico, abbiamo voluto studiare anche I'evapticoinvolgimento di una chinasi

attivata dalla neurotrofina (Chengt al, 2003) e che sembra essere coinvolta nei
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meccanismi di sviluppo del dolore sia infammatddbduanget al.,2004; Suret al, 2006)
che neuropatico (Xet al, 2007): la serina/treonina protein chinasi B d ARKB/Akt). Al
fine di determinare eventuali variazioni dei livell Akt nella porzione lombare del midollo
spinale in seguito alla legatura del nervo spirldie e stata utilizzata la metodica del
Western BlottingNel primo set di esperimenti, condotti utilizzandoporzione L4-L6 del
midollo spinale (L) di topi neuropatici o sham cuoiesandola ipsilaterale, e la rispettiva
porzione toracica T5-T9 (T), considerandola cometrodaterale, si ottengono risultati
molto variabili tra un esperimento e l'altro. Sebbenei singoli esperimenti a volte si
riscontrino delle variazioni dei livelli di Akt @. 3.10.a) in seguito ad analisi densitometrica
dei tre esperimenti indipendenti si verifica chevelli di pAkt e Akt totale non variano in
maniera significativa (fig. 3.10.b) nella porzidilenbare rispetto alla porzione toracica 1, 3
e 7 giorni dopo la legatura del nervo spinale Lb topo. Tuttavia, € riscontrabile una
tendenza all’aumento di pAkt (fig. 3.10.b) nellaazpone lombare degli animali neuropatici

rispetto alla porzione toracica sia a 3 che a mgio

(a) SHAM SNL
T L T L
pAkt —— === —— —— G0KDa
tot Akt S — — — 60 KDa
Tubulina 50 KDa

Figura 3.10.aWestern Blotting rappresentativo degli effetti ddgatura del nervo spinale L5 sui livelli di
espressione della pAkt (Ser 473) e Akt totale &ffdt utilizzando omogenati della porzione L4-L6=(L
lombare) e della porzione T5-T9 (T= toracica) dilotlo spinale di topi maschi (20-22 g) del cepp/BL6
sacrificati 3 giorni dopo la legatura del nervorspé L5 (SNL) o la procedura sham. Ogni campione di
omogenato si ottiene da un pool di 3 anim8eppure in tale esperimento sia riscontrabile emadnza

all'aumento dei livelli di pAkt nella porzione lorake (L) rispetto alla toracica (T) sia negli aningdam che
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SNL, in seqguito all’analisi densitometrica dei &eperimenti indipendenti (fig. 3.11.b) nessunaazwoine

raggiunge livelli di significativita.
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Figura 3.10.b. e c.Gli istogrammi mostrano i risultati dell’analisi mitometrica delle bande
autoradiografiche dei Western Blotting effettuatir gleterminare quantitativamente gli effetti dédgatura
del nervo spinale L5 sui livelli di espressionelalglAkt (Ser 473) e Akt totale. Tali esperimentnsostati
effettuati utilizzando omogenati della porzione L&{L= lombare) e della porzione T5-T9 (T= toragich
midollo spinale di topi maschi (20-22 g) del ceppb7/BL6 sacrificati 1, 3 e 7 giorni dopo la legatudel
nervo spinale L5 (SNL) o la procedura sham. | datio normalizzati al segnale densitometrico dalthalina
ed espressi come media + ES dei valori di dengitdgaarelativa, espressi in unita arbitrarie, @ ésperimenti
indipendenti. La legatura del nervo spinale L5 matuce variazioni significative dei livelli di pAke Akt
totale, né tra gli animali neuropatici e quelli shané tra il tratto lombare e quello toracico, 1le 3 giorni

dopo SNL.
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Al fine di escludere un eventuale effetto di diloize delle variazioni dei livelli di Akt,

probabilmente dovuto al prelievo dell’intera pormol4-L6, di seguito si riportano i

risultati di esperimenti condotti impiegando omaggerottenuti da emisezioni di tessuto
spinale della porzione L4-L5 ipsilaterale e cordtetale alla legatura del nervo spinale L5.
Inoltre, si studiano i livelli di Akt solo 7 giorndopo la lesione, tempo in cui l'allodinia
meccanica si sviluppa pienamente. Tuttavia, anohéale set di esperimenti non si
riscontrano differenze significative né tra gliraaii neuropatici rispetto agli animali sham
né tra le rispettive porzioni ipsilaterali rispetitie controlaterali (fig. 3.11.b), sebbene i

risultati ottenuti risultino pit omogenei.

(a) Sham SNL
C I C |

Akt - (s s s s 60kDa
GAPDH - e ssss s W8 35N

42kDa

ACTIN - | —— — —

Figura 3.11.aWestern Blotting rappresentativo degli effettildéégatura del nervo spinale L5 sui livelli di
espressione della pAkt (Ser 473) e Akt totale effdt utilizzando omogenati delle emisezioni ipsitali (1) e
controlaterali (C) della porzione lombare L4-L5 duldollo spinale di topi maschi (20-22 g) del ceppo
C57/BL6 sacrificati 7 giorni dopo la legatura dekvo spinale L5 (SNL) o la procedura sham. Ognipane

di omogenato si ottiene da un pool di 3 animHliwestern mostrato € rappresentativo di 3 esperime
indipendenti. Non si riscontra nessuna variaziogeificativa dei livelli di pAkt e Akt totale, néa gli animali

neuropatici e quelli sham, né tra il tratto lombamguello toracico, 7 giorni dopo SNL.
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Figura 3.11.b. e cGli istogrammi mostrano i risultati delle analisiergsitometriche delle bande
autoradiografiche dei Western Blotting effettuatir pleterminare quantitativamente gli effetti dédgatura
del nervo spinale L5 sui livelli di espressionelalglAkt (Ser 473) e Akt totale. Tali esperimentnsostati
effettuati utilizzando omogenati delle emisezigsilaterali (I) e controlaterali (C) della porziolmenbare L4-
L5 del midollo spinale di topi maschi (20-22 g) @elppo C57/BL6 sacrificati 7 giorni dopo la legatutel
nervo spinale L5 (SNL) o la procedura sham. | datio normalizzati al segnale densitometrico di GARD
espressi come media + ES dei valori di densitzattelativa, espressi in unita arbitrarie, di tspegimenti
indipendenti. La legatura del nervo spinale L5 mmfuce variazioni significative dei livelli di pAke Akt

totale 7 giorni dopo SNL.

3.6 Effetti della somministrazione subcronica di ab essenziale (OE) di
bergamotto sull’'allodinia meccanica indotta dalla égatura del nervo

spinale L5 nel topo

Considerando la capacita di diverse sostanze dinate naturale di alleviare il dolore
(Chrubasiket al, 2007; Agostiet al, 2006) ed in particolare quello di tipo neuropati
(Bortalanzaet al, 2002; Roget al, 2005), e stato ritenuto interessante carattamzi
profilo farmacologico di una sostanza di originéunale. In particolare, dal momento che
I'olio essenziale (OE) di bergamotto risulta in dpadi interferire con i meccanismi
fondamentali alla base della comunicazione sinapéicdi conferire neuroprotezione in

sistemiin vitro (Corasaniteet al., 2007) edn vivo (Morroneet al, 2007), € stata studiata la
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capacita dell’OE di bergamotto di modulare la ptitst sinaptica alla base dello sviluppo
del dolore neuropatico. Pertanto, sono stati valgteeffetti del trattamento subcronico con
OE di bergamotto sull’allodinia meccanica indottdlal legatura del nervo spinale L5 nel
topo. Tale studio mostra che il trattamento cditocomplesso (1 ml/Kg; s.c.) 1 ora prima
della legatura del nervo spinale ed una volta aingi per 14 giorni non determina una
riduzione significativa dell’allodinia meccanicautfavia, nel gruppo di animali trattati con
OE di bergamotto (n=7) si riscontra una tendenZka @eirva verso la riduzione a 7 e 10
giorni dalla SNL (fig. 3.12) rispetto al gruppo dhimali (n=6) trattati con un identico

volume di una miscela di polietilenglicole 200 dugmne salina (0.9 % di NacCl) in

rapporto 1:1.

» 14 4 —=— OE
= 124 —» PEG
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Fig. 3.12.Time course dell’allodinia meccanica indotta dalla legatura dénervo spinale L5 in
topi trattati subcronicamente con olio essenzialeQE) di bergamotto. Effetti del trattamento
subcronico con olio essenziale (OE) di bergamafton§orzio del Bergamotto, Reggio Calabria) (1 mj/Kg
s.c.), 1 ora prima della legatura del nervo spiridleed una volta al giorno per 14 giorni, sull'alnia
meccanica indotta dalla legatura del nervo spih&lén topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BLb.gruppo
degli animali controllo & stato trattato con un ntieo volume (1 mil/Kg; s.c.) di una miscela di
polietilenglicole 200 (PEG) e soluzione salina (%@i NaCl) in rapporto 1:1.dati sono espressi come media
+ ES (=7 per il gruppo di animali trattati con OE, n=6érpl gruppo di animali trattati con PEG) del 50%
della soglia del dolore e le differenze valutatisticamente utilizzando I'analisi della variareé una via
(ANOVA) seguita da un test per comparazioni muitilome il test di Tukey. p < 0.05 & considerato
significativo. | calcoli sono eseguiti utilizzand@&raphPad Prism. | valori ottenuti nei giorni suspesalla
chirurgia sono normalizzati ad 1 considerando uitél valore basale misurato in ciascun animale. |

trattamento subcronico con OE di bergamotto norerdgha una riduzione significativa dell’allodinia
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meccanica, sebbene si riscontri una tendenza ciafle verso la riduzione 7 e 10 giorni dopo la tegadel

nervo spinale L5.

Inoltre, in accordo con il modello sperimentaldizgato e con i risultati precedentemente
mostrati, anche il trattamento subcronico con Obatgamotto non determina variazioni
della sensibilita termica (fig. 3.13); tuttavia, tést di Haregreaves’ rappresenta un

importante controllo negativo delle condizioni spemtali.

Tempo di latenza (s)
o o o O _ =
O R OE T = R e

15 20 25 a0
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]
L8y ]
—
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Fig. 3.13.Time course della sensibilita termica in topi neuropatici trattati subcronicamente con

olio essenziale (OE) di bergamottoEffetti del trattamento subcronico con olio essalezi(OE) di
bergamotto (1 ml/Kg; s.c.) 1 ora prima della legatdel nervo spinale L5 ed una volta al giorno Jegiorni,
sulla sensibilita termica indotta dalla legaturd dervo spinale L5 in topi maschi (20-22 g) del pep
C57/BL6. Il gruppo degli animali controllo e stato trattaton un identico volume (1 ml/Kg; s.c.) di una
miscela di polietilenglicole 200 (PEG) e soluzigatina (0.9 % di NaCl) in rapporto 1:1dati sono espressi
come mediat ES (=7 per il gruppo di animali trattati con OE, n=6rj gruppo di animali trattati con PEG)
della latenza divithdrawal (tempo espresso in s) della zampa dalla sorgesiteaa. | valori ottenuti nei
giorni successivi alla chirurgia sono normalizzati 1 considerando unitario il valore basale misuiat
ciascun animalell trattamento subcronico con OE di bergamotto determina variazioni della sensibilita

termica in topi sottoposti alla legatura del nespinale L5.
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3.7 Il pretrattamento con olio essenziale (OE) di drgamotto determina

una riduzione del comportamento dolorifico indottodalla formalina

Dal momento che il trattamento con olio essenz{@g&) di bergamotto determina una
tendenza alla riduzione, seppure senza raggiudiyelé di significativita, dell’allodinia
meccanica indotta dalla legatura del nervo spihdlenel topo, al fine di completare il
profilo antinocicettivo del fitocomplesso sono s#tidiati gli effetti del pretrattamento con
OE in un modello di dolore inflammatorio ampiamerdenosciuto: il formalin test.
Pertanto, prima di procedere con tale studio, & standotto un esperimento controllo al
fine di verificare che le condizioni sperimentaliilimzate fossero ottimali. Diversi
parametri, come per esempio la temperatura, possibei@re la risposta dolorifica indotta
dalla formalina. Tuttavia, nelle condizioni sperimedi utilizzate e soprattutto alla
temperatura di 24 °C si ottiene 'andamento bifasitassicamente riportato in letteratura
(fig.3.14).

- A
LA
20 - l\l/l/{' /{ o {v’i\l . [,-,-L‘./{ .

5 10 15 20 25 30 35 40 4 55 60

Intervallo di tempo (min)

Comportamento dolorifico

(lickinglbiting) (s)

o

Fig. 3.14. Formalin test. Time coursedel comportamento dolorifico (licking/biting) intlo dalla
somministrazione intraplantare di una soluzionéodinalina al 5 % (20 pl/topo) nella zampa sinidrdopi
maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL6. | dati sonoresgi come mediat ES (=3) del tempo di
comportamento diicking/biting (espresso in s). | valori sono ottenuti sommandtenhpo in cui ciascun
animale manifesta il tipico comportamento dolodfidi licking/biting, per ogni intervallo di tempo di 5
minuti, a partire dalla somministrazione di formaliper 60 minuti.ln accordo con i dati riportati in
letteratura, la somministrazione intraplantare atinrfalina induce il comportamento licking/biting con il

tipico andamento bifasico.
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Dopo aver standardizzato le condizioni sperimentali stato studiato [l'effetto del
pretrattamento con OE di bergamotto |(tbpo), somministrato sia per via intraplantare
(n=9) che a livello della regione interscapolarel®) sulformalin test Come controllo
sono stati utilizzati I'olio di semi (n=4), I'olidi oliva (n=3) ed il cremophor (n=8). Inoltre,
e stato valutato l'effetto di una dose inferiore @E di bergamotto (3u/topo) (n=7),
somministrata sempre a livello della regione irdapolare. | dati ottenuti mostrano che il
fitocomplesso interferisce con entrambe le fasi awhportamento nocicettivo indotto da
formalina, ma in maniera diversa a seconda delke d® della via di somministrazione
utilizzate. Infatti, il fitocomplesso somministrgper via intraplantare alla dose di @topo
(s.c.) determina una significativa riduzione dgtana fase (*** = p < 0.001 vs formalina)
del comportamento nocicettivo indotto da formalimegntre non determina variazioni nella
seconda fase (fig. 3.15 e 3.16.a). Quando sommatosta livello della regione
interscapolare alla stessa dose I'OE determinasigmaficativa riduzione sia della prima (**
= p< 0.01 vs formalina) che della seconda (*** = @801 vs formalina) fase del formalin
test (fig. 3.15 e 3.16a). E’ interessante notanmecdéa somministrazione per la stessa via
della dose inferiore (Rl/topo) di OE utilizzata determina una significatiiduzione (*** =

p< 0.001 vs formalina) della seconda fase del cotapwento dilicking/biting ma non

esercita effetti antinocicettivi sulla prima fasa test.

140 —— controllo formalina

120 —— OE intrapl. 204!

100 —&— OE =s.c.20pl
—o— OB sc. 2ul

Compeortamento dolorifico
({licking/biting)(s)

Intervalle di tempo {min)

Fig. 3.15. Effetti del trattamento con olio essenaie (OE) di bergamotto sul comportamento
dolorifico bifasico del formalin test. Effetti del pretrattamento con olio essenziale (@Epergamotto

(Consorzio del Bergamotto, Reggio Calabria) 15 tiipuma della somministrazione intraplantare daun
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soluzione di formalina al 5 % (2@/topo) nella zampa sinistra di topi maschi (20e@2el ceppo C57/BLS6,
sul comportamento dolorificoli¢king/biting) bifasico indotto dalla formalina. Il fitocomplesse stato
somministrato per via intraplantare (n=9) alla dds&0 pl/topo oppure a livello della regione interscapelar
sia alla dose di 2Ql/topo (n=10) che alla dose inferiore djtopo (n=7). Come controlli sono stati utilizzati
I'olio di semi (n=4), I'olio di oliva (n=3) ed il @mophor (n=8). Tuttavia, i dati relativi ai contrasono
riportati solo in forma di istogramma nella figudl6.b. | dati sono espressi come metli&S del tempo di
comportamento diicking/biting (espresso in s). | valori sono ottenuti sommandtenhpo in cui ciascun
animale manifesta il tipico comportamento doloafidi licking/biting, per ogni intervallo di tempo di 5
minuti, a partire dalla somministrazione di formaliper 60 minuti. Le differenze statistiche sorportate

nella figura 3.16.a e .b in cui i risultati, rappeatati sotto forma di istogramma, risultano piiagh

(a)
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Fig. 3.16.a. Istogramma rappresentativo degli effatdel trattamento con olio essenziale (OE)
di bergamotto sulla prima e sulla seconda fase debmportamento nocicettivo dilicking/biting
indotto dalla formalina. Istogramma rappresentativo degli effetti del préraento con olio essenziale
(OE) di bergamotto (Consorzio del Bergamotto, Reggalabria) 15 minuti prima della somministrazione
intraplantare di una soluzione di formalina al 328 pl/topo) nella zampa sinistra di topi maschi (20gg2lel
ceppo C57/BL6, sulle due fasi del comportamentoorifato (licking/biting) indotto dalla formalina. |l
fitocomplesso é stato somministrato per via inafdre (n=9) alla dose di 20/topo oppure a livello della
regione interscapolare (s.c.) sia alla dose dilz@po (n=10) che alla dose inferiore djulZtopo (n=7). | dati
sono espressi come mediaES del tempo di comportamento ligking/biting (espresso in s). | valori sono
ottenuti sommando il tempo in cui ciascun animalanifiesta il tipico comportamento dolorifico di
licking/biting durante i 10 minuti (prima fase) successivi almministrazione di formalina e per i successivi
50 minuti (seconda fasd)e differenze sono valutate statisticamente uslido 'analisi della varianza ad una
via (ANOVA) seguita da un test per comparazioni tiplé come il test di Tukey. p < 0.05 e considerato

significativo. | calcoli sono esequiti utilizzan@raphPad Prism. ** = p< 0.01 vs formalina, *** = 8001 vs
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formalina. L'OE di bergamotto interferisce con @mbbe le fasi del formalin test, ma in maniera digea

seconda della dose e della via di somministrazigitiezata.

Tuttavia, tutti i controlli utilizzati (olio di semolio di oliva e cremophor) determinano una
significativa riduzione (* = p< 0.05 vs formalin&* = p< 0.001 vs formalina) della
seconda, ma non della prima fase del formalin (gt 3.16.b). Inoltre, I'olio di oliva
somministrato a livello della regione interscapelés.c.) determina una riduzione ancora

piu marcata (*** = p< 0.001 vs formalina) della sada fase.

(&)
O controllo formalina
& 350 - m olio di semi intrapl.
= __ 300 D olio di oliva intrapl
.2 ; 250 ” * 8 olio di oliva $.¢
o £ 200 xxx B cremophor s.c
§% 150 |
§ g 100 - ’ %
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Fig. 3.16.b. Istogramma rappresentativo degli effétdel trattamento con i controlli sulla prima

e sulla seconda fase del comportamento nocicettivd licking/biting indotto dalla formalina.
Istogramma rappresentativo degli effetti del pittaraento con i controlli utilizzati (olio di sendjio di oliva

e cremophor) (2@/topo) 15 minuti prima della somministrazione agfantare di una soluzione di formalina
al 5 % (20pl/topo) nella zampa sinistra di topi maschi (20@2del ceppo C57/BL6, sulle due fasi del
comportamento dolorificali€king/biting) indotto dalla formalina. L'olio di semi (n=4) éaso somministrato
per via intraplantare, il cremophor (n=8) a livellella regione interscapolare (s.c.) e I'olio dival per
entrambe le vie di somministrazione (n=3 per ciasgtuppo). | dati sono espressi come metli&S del
tempo di comportamento dicking/biting (espresso in s). | valori sono ottenuti sommand@nipo in cui
ciascun animale manifesta il tipico comportameratoudfico di licking/biting durante i 10 minuti (prima fase)
successivi alla somministrazione di formalina e ipguccessivi 50 minuti (seconda faskg. differenze sono
valutate statisticamente utilizzando I'analisi dellarianza ad una via (ANOVA) seguita da un test pe
comparazioni multiple come il test di Tukey. p O®.€ considerato significativo. | calcoli sono astg
utilizzando GraphPad Prism. * = p< 0.05 vs forma)i*** = p< 0.001 vs formalina. | controlli intexfiscono

con la seconda fase del formalin test.
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3.8 La somministrazione subcronica, ma non acuta,i ¢-)-linalolo attenua

I'allodinia meccanica indotta dalla legatura del nevo spinale L5 nel topo

| dati precedentemente ottenuti mostrano che I'OBedyamotto interferisce con entrambe
le fasi del comportamento nocicettivo indotto darfalina, ma non determina variazioni
significative dell’allodinia meccanica indotta d&lIS Il linalolo, monoterpene presente in
elevate quantita (8-16 %) nella frazione volatié#i’dlio essenziale di bergamotto, possiede
proprieta antiinfiammatorie (Pears al, 2002) e antinocicettive che sono state studiate
utilizzando diversi modelli di dolore inflammatoriBeaneet al, 2003; Peanat al, 2004a)
quale per esempio il formalin test (Peantal, 2004b). Tuttavia, gli effetti del trattamento
con linalolo non erano stati studiati in nessun etloddi dolore neuropatico. Pertanto, sono
stati studiati gli effetti della somministrazioneuga e subcronica di linalolo sullo sviluppo
dell'allodinia meccanica indotta dalla legatura aelrvo spinale L5. In accordo con il
modello sperimentale, tutti gli animali trattatincd veicolo (n=5) sviluppano pienamente
I'allodinia meccanica 7 giorni dopo la legatura defvo spinale L5 ed essa si mantiene fino
a 28 giorni, ultimo giorno in cui si effettuano gktudi comportamentali. La
somministrazione acuta di linalolo (n=1@)pra prima della legatura del nervo spinale, non
determina la riduzione dell’allodinia meccanicaylsene sia riscontrabile una tendenza della

curva verso l'attenuazione (fig. 3.17) a 7 gioralila lesione.

——"eicolo ipsilaterale —#— Linalolo ipsilaterale
14 —{Veicolo controlaterale  4B— Linalalo controlaterale

50% della soglia

[I) é 10 1I6 2IO 2% 3IO
Tempo (g)
Fig. 3.17.Time course dell’allodinia meccanica in topi neuropatici trattati acutamente con (-)-
linalolo. Effetti del trattamento acuto con (-)-linalolo (8ig-Aldrich, Italia) (100 mg/Kg, s.c.) 1 ora prima

della legatura del nervo spinale L5 (n=9), sulbdihia meccanica indotta dalla legatura del nepioade L5

in topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/Blbgruppo degli animali controllo (n= 6) & statattato con un
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identico volume di veicolo (miscela di polietilermlle 200 e soluzione salina in rapporto 1ildlati sono
espressi come media + ES del 50% della soglia ldirelol valori del 50% della soglia del dolore otié nei
giorni successivi alla chirurgia sono normalizzati 1 considerando unitario il valore basale misuiat
ciascun animale. Il trattamento acuto con linalotm determina una riduzione significativa dell’dliloa

meccanica sebbene una tendenza della curva vefisaizéone sia riscontrabile a 7 giorni dalla lewo

In maniera interessante, la somministrazione sulcaiodi (-)-linalolo (100 mg/Kg; s.c.)
determina, invece, una riduzione significativa ‘déddinia meccanica. In particolare, la
riduzione si osserva a 3, 7 (*= p<0.05 vs veictést “t” di Student) e 10 giorni nel gruppo

di topi trattati con una singola dose giornalierérdilolo fino a 14 giorni (n=19) (fig. 3.18).

—o—"eicalo
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Fig. 3.18.Time course dell’allodinia meccanica in topi neuropatici trattati subcronicamente

con (-)-linalolo. Effetti del trattamento subcronico con (-)-linaldBigma-Aldrich, Italia) (100 mg/Kg, s.c.)
1 ora prima della legatura del nervo spinale L5ued volta al giorno fino a 14 giorni (n=19), suliéalinia
meccanica indotta dalla legatura del nervo spih&lén topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/Bl6gruppo
degli animali controllo & stato trattato con unntieo volume (1 ml/Kg; s.c.) di veicolo (n=5) (roeda di
polietilenglicole 200 e soluzione salina in rappottl).| dati sono espressi come media + ES del 50% della
soglia di dolore de differenze valutate statisticamente utilizzaildest “t” di Student. | valori del 50% della
soglia del dolore ottenuti nei giorni successivaahirurgia sono normalizzati ad 1 considerandibauio il
valore basale misurato in ciascun animale. p < @0&onsiderato significativo. | calcoli sono esgégu
utilizzando GraphPad Prism. *= p< 0.05 vs veicoéb gruppo di topi trattati con linalolo fino alibmi. In
accordo con il modello sperimentale, tutti gli aalirtrattati con veicolo sviluppano pienamentelddinia
meccanica 7 giorni dopo I'SNL ed essa si mantiéne & 28 giorni. Il trattamento subcronico con lata
invece determina una riduzione dell’allodinia metca che si osserva a partire da 3 giorni e ragguivelli

di significativita a 7 giorni (*= p< 0.05 vs veilm).
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Inoltre, in accordo con il modello sperimentaldizgato e con i risultati precedentemente
mostrati, sia la somministrazione acuta (dati nastnati) che subcronica di linalolo, non
determina alcun cambiamento (fig.3.19) della selitsitermica, che tipicamente rimane

inalterata in seguito ad induzione del dolore npatico mediante SNL.
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Fig. 3.19.Time course della sensibilita termica in topi neuropatici trattati subcronicamente con
(-)-linalolo. Effetti del trattamento subcronico con (-)-linalg®igma-Aldrich, Italia) (100 mg/Kg, s.c.) 1 ora
prima della legatura del nervo spinale L5 ed unbaval giorno fino a 14 giorni (n=19), sulla senkia
termica indotta dalla legatura del nervo spinaleiGopi maschi (20-22 g) del ceppo C57/Bllbgruppo
degli animali controllo (n= 5) e stato trattato aam identico volume di veicolo (miscela di polietiglicole
200 e soluzione salina in rapporto 111dati sono espressi come media + ES del 50% delitia di dolore. |
valori del 50% della soglia del dolore ottenuti mgorni successivi alla chirurgia sono normalizzadi 1
considerando unitario il valore basale misurateigscun animale. |l trattamento subcronico conldilaanon

determina variazioni della sensibilita termica itidalalla legatura del nervo spinale L5 nel topo.

3.9 Il trattamento subcronico con (-)- linalolo nondetermina variazioni dei

livelli di Akt 1, 3 e 7 giorni dopo la legatura delnervo spinale L5

Diverse evidenze sperimentali suggeriscono un rudiave per lattivazione della
serina/treonina protein chinasi B (Akt) nei mecsami di sviluppo sia del dolore
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inflammatorio (Zhuanget al., 2004; Sunet al, 2006) che neuropatico (Xet al, 2007;
Guedeset al, 2008). Tuttavia, la via di trasduzione mediataAkt & stata studiata solo
marginalmente nella fase di induzione dell'allodimheccanica in cui il linalolo esplica la
sua azione antinocicettiva. Di seguito vengono rtgid i livelli di pAkt e Akt totale,
determinati mediante la metodica del western Ioigtfi, 3 o 7 giorni dopo SNL in animali
trattati con (-)-linalolo (100 mg/Kg; s.c.) o coreigolo (PEG200-soluzione salina in
rapporto 1:1) 1 ora prima della legatura del neaapimale L5 ed una volta al giorno fino ad 1
ora prima del prelievo. Sebbene nei singoli espemiima volte si riscontrino delle variazioni
dei livelli di Akt (fig. 3.20.a), in seguito all'alisi densitometrica dei tre esperimenti
indipendenti si verifica che i livelli di pAkt e Altotale non variano in maniera significativa
(fig. 3.20.b e c), nella porzione lombare rispedtia toracica in seguito a trattamento con
linalolo a tutti i tempi studiati. Tuttavia, e r@ttrabile una tendenza allaumento di pAkt
(fig. 3.20.b) nella porzione lombare degli animadiuropatici trattati con linalolo rispetto
alla porzione toracica sia a 3 che a 7 giorni, maimile andamento si verifica anche nel
gruppo di animali trattati con veicolo.

a
(@) VEICOLO LINALOLOQ
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totAkt e - w80 KDa
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Figura 3.20.awestern Blotting rappresentativo degli effetti ttaktamento con (-)-linalolo (Sigma-Aldrich,
Italia) (100 mg/Kg, s.c.) 1 ora prima della legatdalel nervo spinale L5 ed una volta al giorno pgioBni sui
livelli di espressione della pAkt (Ser 473) e Aktale. Tali esperimenti sono stati effettuati mndo
omogenati della porzione L4-L6 (L= lombare) e dgtazione T5-T9 (T= toracica) di midollo spinaletdpi
maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL 6, trattati doalblo o veicolo e sacrificati 3 giorni dopo layura del

nervo spinale L5. Ogni campione di omogenato semdt da un pool di 3 animali. In tale esperimento e
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riscontrabile una tendenza all’aumento dei livéilpAkt nella porzione lombare (L) rispetto allagoica (T),

sia negli animali trattati con linalolo che con c@, tuttavia in seguito all'analisi densitome#ridei tre

esperimenti indipendenti (fig. 3.20.b e c) nesstar@azione raggiunge livelli di significativita.
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istogrammi mostrano i risultati delle analisersitometriche delle bande

autoradiografiche dei Western Blotting effettuagr pleterminare quantitativamente gli effetti daktaemento

con (-)-linalolo (Sigma-Aldrich, Italia) (100 mg/Kg.c.) 1 ora prima della legatura del nervo sgindl ed

una volta al giorno fino ad 1 ora prima del pretiesui livelli di espressione della pAkt (Ser 4 &3Akt totale.

Tali esperimenti sono stati effettuati utilizzandmogenati della porzione L4-L6 (L= lombare) e della
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porzione T5-T9 (T= toracica) di midollo spinale tdpi maschi (20-22 g) del ceppo C57/BL 6, trattatn
linalolo o veicolo e sacrificati 1, 3 e 7 giornifola legatura del nervo spinale L5. | dati sonowadizzati al
segnale densitometrico della tubulina ed espresaeanedia + ES dei valori di densita ottica rektiespressi
in unita arbitrarie, di tre esperimenti indipendention si riscontra nessuna variazione signifiGatiei livelli
di pAkt e Akt totale, né tra gli animali trattatbie linalolo e quelli trattati con veicolo, né ttaratto lombare e
toracico, 1, 3 e 7 giorni dopo SNL.

E possibile che la strategia utilizzata di considera porzione lombare L4-L6 (L) come
ipsilaterale e la porzione toracica T5-T9 (T) deidofio spinale come controlaterale
determini un effetto di diluizione delle variazioti livelli di Akt. Pertanto, si effettua un
secondo set sperimentale utilizzando [I'emisezioneistsa della porzione L4-L5
(I=ipsilaterale) del midollo spinale e la rispettiemisezione destra (C=controlaterale) e
studiando gli effetti del trattamento subcronicam ¢g-linalolo (100 mg/Kg; s.c.) o veicolo
(PEG200-soluzione salina in rapporto 1:1) sui livail Akt 7 giorni dopo la lesione, tempo
in cui lallodinia meccanica si sviluppa pienamenfeuttavia, anche in tale set di
esperimenti non si riscontrano differenze signtfiané tra gli animali neuropatici trattati
con linalolo rispetto a quelli trattati con veicploé tra le rispettive porzioni ipsilaterali

rispetto alle controlaterali (fig. 3.21.b), sebbénsultati ottenuti risultino piu omogenei.

(a) Veicolo Linalolo
C I C I

Akt - s s = s G0kDa
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Figura 3.21.aWestern Blotting rappresentativo degli effetti tralttamento con (-)-linalolo (Sigma-Aldrich,
Italia) (100 mg/Kg, s.c.) 1 ora prima della legatdel nervo spinale L5 ed una volta al giorno pgiorni sui
livelli di espressione della pAkt (Ser 473) e Aktale. Tali esperimenti sono stati effettuati miindo
omogenati delle emisezioni ipsilaterali (I) e cotdterali (C) della porzione lombare L4-L5 del mlido
spinale di topi maschi (20-22 g) del ceppo C57/Bti#itati con linalolo o veicolo e sacrificati 7ogni dopo la
legatura del nervo spinale L5. Ogni campione di gemato si ottiene da un pool di 3 animdlitrattamento

con linalolo non determina nessuna variazioneideilil di pAkt e Akt totale.
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Figura 3.21.b e cGli istogrammi mostrano i risultati delle analisiersitometriche delle bande
autoradiografiche dei Western Blotting effettuagr pleterminare quantitativamente gli effetti daktaemento
con (-)-linalolo (Sigma-Aldrich, Italia) (100 mg/Kg.c.) 1 ora prima della legatura del nervo sgindl ed

una volta al giorno per 7 giorni, sui livelli dipgessione della pAkt (Ser 473) e Akt totale. Talb&rimenti
sono stati effettuati utilizzando omogenati delieigezioni ipsilaterali (I) e controlaterali (C) telporzione
lombare L4-L5 del midollo spinale di topi maschD{22 g) del ceppo C57/BL 6, trattati con linalolcon
veicolo, sacrificati 7 giorni dopo la legatura aelrvo spinale L5. Gli istogrammi derivano dalla maedi tre
esperimenti indipendenti. | dati sono normalizzgtisegnale densitometrico di GAPDH ed espressi come
media + S.E.M. dei valori di densita ottica relatiespressi in unita arbitrarie, di tre esperimetipendenti.

Il trattamento subcronico con linalolo non deteranirariazioni significative dei livelli di pAkt e Altotale 7

giorni dopo SNL.

69



4 DISCUSSIONE

| dati ottenuti hanno permesso di investigare i caatsmi fisiopatologici alla base del
dolore neuropatico valutando, con un approccio aptamentale, il coinvolgimento di
alcuni sottotipi di canali del sodio voltaggio-diqukenti (VGSCs) e del fattore neurotrofico
BDNF nello sviluppo dell’allodinia indotta da SNINon essendo disponibili bloccanti
specifici di tali canali, sono stati utilizzati tiogottoposti a delezione genica del tipo globale,
tessuto-specifica o tempo-specifica al fine di @aale la funzione del gene target nella

conduzione dolorifica.

Tra le diverse tecniche genetico-molecolari, laedieine genica € molto apprezzata in
guanto fedelmente riproducibile a differenza pemngsio della tecnica dénock-downche
determina solo una parziale riduzione dell’espoassigenica. Inoltre, la delezione tessuto-
specifica a livello dei neuroni nocicettivi (Le &a@er, 2001; Stirlinget al, 2005)
rappresenta un valido strumento per studiare ilorutel gene di interesse espresso nei

nocicettori nella conduzione dolorifica.

Tra i diversi sottotipi di VGSCs espressi a liveflei nocicettori (Feltgt al, 1997) alcuni
subiscono notevoli variazioni di espressione inugega danno ai nervi e sembrano
influenzare fortemente I'eccitabilitd neuronale rfKet al, 2001, Sleepeet al, 2000). In
particolare, in seguito a danno ai nervi periferiistato riportato che I'espressione dei
canali Nav1.8 e Nav1.9 risulta ridotta (Sleegeal, 2000), mentre I'espressione del canale
Nav1l.3, un canale normalmente espresso solo nebmezensitivi in via di sviluppo, risulta
aumentata (Waxmaet al, 1994, lwahashet al, 1994, Cummins & Waxman, 1997, Black
et al, 1999, Kimet al, 2001, 2002) suggerendo come l'espressione amaodnahle canale
possa giocare un ruolo chiave nella patogenesddlelre neuropatico. Inoltre, I'evidenza
che il fattore neurotrofico di derivazione glial&INF) sia in grado di revertire sia i

cambiamenti di espressione dei canali Navl.3, NagINav1.9, indotti dal danno ai nervi,
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che il dolore neuropatico (Bouchet al, 2000) supporta l'ipotesi che tale canale sia

coinvolto nello sviluppo del dolore neuropatico.

Pertanto, & stato studiato il ruolo di tale cana#élo sviluppo e nel mantenimento
dell'allodinia meccanica indotta dalla legatura detvo spinale L5, utilizzando topi del tipo
nocicettore-specific&nock-outper il gene di interesse e topi sottoposti a detez genica
globale. | risultati ottenuti dimostrano che, can@mente ai dati ottenuti precedentemente
con la tecnica ddtnock-down(Hainset al, 2003), il canale Nav1.3 non ha un importante
ruolo nel dolore neuropatico (Nassdral, 2006). Infatti, né la delezione genica a livelk
nocicettori, né la delezione genica globale delatamav1.3 ha alterato lo sviluppo o il
mantenimento dell’allodinia meccanica indotta déigatura del nervo spinale L5 nel topo
suggerendo che il canale Nav1.3 non esplica urmrclakave nel dolore neuropatico indotto
da SNL.

Inoltre, al fine di studiare il coinvolgimento dednale Nav1.3 espresso nei neuroni sensitivi
di grande diametro nel dolore neuropatico, soni stiéizzati topi del tipo NFH-Cré&knock-
out per Navl1l.3 (Mallucciet al, 2002). Grazie all’espressione tempo-specificajuisto
peculiare sottotipo di ricombinasi che si esprin@el2 settimane dopo la nascita, & stato
possibile anche studiare il ruolo di Navl1l.3 neltduzione dolorifica in assenza delle
alterazioni compensative di altri canali del sodme verosimilmente avvengono durante la
vita embrionale. Dal momento che anche in tal camo sono state riscontrate variazioni
dell'allodinia meccanica indotta dalla legatura detvo spinale L5, € possibile affermare
che il canale Nav1.3 espresso nei neuroni senditiyiande diametro non possiede un ruolo
funzionale nei meccanismi di dolore neuropaticos@daet al, 2006). Tale deduzione fa
escludere anche la possibilita di un eventualetteffmascherante dovuto all’aumentata

espressione degli altri canali durante il periodsviluppo embrionale.

Tra i diversi sottotipi di canali del sodio voltagglipendenti Navl.7 e Nav1.8 risultano
espressi selettivamente a livello dei neuroni dcpio calibro e con funzione tipicamente
nocicettiva facendo ipotizzare un loro coinvolgineenella trasmissione dolorifica. E’ stato

anche dimostrato che il gene SCN9A, codificante d&v1.7, sia il sito di mutazioni che
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portano alla sindrome da dolore rettale familiao& eritermalgia primaria (Yangt al,
2004). L'evidenza che tale patologia cronica, ¢argtizata da bruciore alle estremita,
dolore evocato dalla posizione eretta e con unrgépeato fenotipo inflammatorio, sia
correlata con mutazioni a carico del gene che wmadjfer Navl.7 ha suggerito che questo
canale puo avere un ruolo chiave nel dolore infiatemo. Infatti, studi condotti su topi del
tipo nocicettore-specificoknock-out per Navl.7 hanno ampiamente documentato il
coinvolgimento di tale canale del sodio nello sya del dolore infiammatorio, in diversi
modelli sperimentali quali il formalin test ed i ol di iperalgesia termica indotta da
carragenina e NGF (Nassar al, 2004). Tuttavia, il coinvolgimento di tale camaiello
sviluppo del dolore neuropatico rimaneva da chearinoltre, era stato documentato che
Navl.7 subisce un aumento di espressione inkopck-outper Nav1.8 (Akopiaret al,
1999), apparentemente mimando la funzione di NagIr@&ascherando il fenotipo di ridotto

dolore inflammatorio.

Pertanto, al fine di chiarire il ruolo di Navl.7de Navl.8 nella patogenesi del dolore
neuropatico in assenza degli effetti dovuti all’amo dell'espressione del canale Navl.7
riscontrata nei topknock-outper Navl.8, € stato studiato 'andamento dellduppio di
allodinia meccanica indotta dalla legatura del oespinale L5, in topi sottoposti a
delezione genica per entrambi i canali. Dal mometi® la delezione genica globale del
canale Navl.7 e letale, sono stati utilizzati il tipo nocicettore-specificknock-outper

Navl.7 e global&nock-oufper Nav1.8.

| risultati ottenuti hanno dimostrato che lo sviopdel dolore neuropatico non richiede
I'espressione dei canali Navl.7 e Nav1.8 dal momehe I'allodinia meccanica si sviluppa
normalmente anche in topi sottoposti a doppia dmbez genica (Nassagt al, 2005).
Pertanto, tale studio dimostra che anche il caiNdgl.8, nonostante la sua singolare
specificita di espressione a livello dei neuronginettivi (Akopianet al, 1996) e 'aumento
di espressione che si riscontra in seguito a legadel nervo spinale L5 (Porreea al,
1999), non e coinvolto nei meccanismi di svilup@b dolore neuropatico indotto da SNL.
Tali risultati sono in accordo con quelli riportdtx Kerr e collaboratori (2001) che avevano
gia escluso il coinvolgimento di Navl1l.8 nello spiw del comportamento nocicettivo
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neuropatico indotto da danno parziale del nervat®o, ma sono in contrasto con quelli
ottenuti da Lai e collaboratori (2002) che avevanostrato la completa reversione del
comportamento nocicettivo neuropatico in seguitos@mministrazione intratecale di
oligonucleotidi antisenso per Nav1.8. Inoltre suttati ottenuti hanno permesso di escludere
la possibilita che 'aumento di espressione di Nawiscontrato nei topknock-outper
Nav1.8 (Akopiaret al, 1999) fosse alla base di tale discrepanza.

In virtu dell'importante ruolo che fattori troficjuali 'NGF (Wadaet al., 2004) ed il GDNF
(Boucheret al, 2000) giocano nella regolazione dell’espressibeiecanali del sodio, sia in
condizioni fisiologiche che patologiche, é statodsto il coinvolgimento del fattore
neurotrofico derivato dal cervello (BDNF) nel daaneuropatico indotto da SNL nel topo.
Tale fattore neurotrofico, costitutivamente espress una sotto-popolazione di neuroni
sensitivi di piccolo diametro presenti nei gangdlld radici dorsali (DRG) e con assoni
amielinici che terminano nelle lamine superficiddille corna dorsali, rappresenta anche un
regolatore dell’eccitabilita neuronale e un moduiatdella plasticita sinaptica (Rivestal,
2004). Recentemente, e stato suggerito che il BRbiEce anche come neuromodulatore
della prima sinapsi della conduzione dolorificaeenbra necessario per la piena attivazione
del neurone di secondo ordine (see Pezetal, 2002a). Inoltre, esso partecipa ai
meccanismi diong-term potentiatior{LTP) alla base della formazione della memoria (Lu
& Figurov, 1997) e, recentemente, é stato suggeti® il dolore e la memoria possano
condividere un meccanismo d’'azione comune €8i al, 2003). Diverse evidenze
sperimentali documentano che il BDNF € in gradoinderferire con i meccanismi di
plasticita sinaptica alla base dello sviluppo d#bce (Kerret al, 1999; Slack & Thompson
2002; Slacket al, 2004) e suggeriscono il suo coinvolgimento gbdolore inflammatorio
(Choet al, 1997a,b) che neuropatico (Fukuakaal, 2001; Zhowet al, 2000). Tuttavia, il

ruolo di questo peculiare fattore neurotrofico ei@lore neuropatico rimane controverso.

Pertanto, al fine di chiarire il coinvolgimento d8DNF nello sviluppo del dolore
neuropatico e stato studiato 'andamento dell'all@meccanica indotta dalla legatura del
nervo spinale L5 in topi del tipo nocicettore-sfieoi knock-out.Ma, ancora una volta, la
delezione genica tessuto-specifitan ha determinato variazioni significative delbalinia
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meccanica indotta da SNL nel topo, suggerendoldBNF rilasciato dai neuroni sensitivi
non & un importante mediatore del dolore neuropd#bacet al, 2006).

| risultati ottenuti risultano in contrasto conatdriportati da Yajima e collaboratori (2005)
che hanno mostrato una riduzione dell'allodiniacittal dalla legatura parziale del nervo
sciatico in topknock-outeterozigoti per il BDNF e la soppressione deldlhia in seguito

a somministrazioni intratecali ripetute di antidopretti contro TrkB, recettore per il
BDNF. Tuttavia tali dati sono stati ottenuti in @ttro modello sperimentale di dolore
neuropatico utilizzando topi in cui la delezioneniga non € globale né tessuto-specifica.
Inoltre, i dati ottenuti suggeriscono che I'aumenicespressione del BDNF riportato nei
neuroni dei DRG a livello L4 (Fukuoket al, 2001) non ha un ruolo chiave nello sviluppo
dell’allodinia meccanica indotta da SNL.

Complessivamente, gli esperimenti condotti con appo comportamentale, utilizzando
topi knock-outper i geni di interesse, hanno portato a risuftagativi, facendo concludere
che i canali del sodio voltaggio-dipendenti debtigav.1.3, Nav.1.7 e Navl1.8, ed il BDNF
rilasciato dai neuroni sensitivi, non sono impatitamediatori del dolore neuropatico indotto

dalla legatura del nervo spinale L5.

Tuttavia, il potenziale ruolo dei canali del sodiei meccanismi di dolore neuropatico
potrebbe essere mascherato dagli effetti compensiataltri canali oppure potrebbe essere
quantitativamente non determinante. Di conseguémzaizione o I'assenza di uno solo di
questi fattori potrebbe non essere sufficiente #erdenare la riduzione del dolore
neuropatico. Inoltre, gli studi condotti hanno gotmostrare, con un approccio diverso da
quelli piu comunemente utilizzati in letteraturghecil modello SNL rappresenta uno

strumento estremamente valido per studiare i meswaalla base del dolore neuropatico.

Pur con i limiti imposti dalla non completa conasza della fisiopatologia alla base del
dolore, tale modello risulta estremamente utilehanper valutare il profilo analgesico di
sostanze di sintesi e/o di origine naturale. Itifaiiha peculiarita che rende il modello di

dolore neuropatico da legatura L5 estremamenteaggitiso rispetto ad altri modelli e
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rappresentata dal danno che interessa soltantoewo repinale (L5) e dalla stabilita
dell’allodinia meccanica che persiste fino a 3Qmgialalla lesione.

Pertanto, il modello e stato utilizzato per caraire il profilo farmacologico dell'olio
essenziale (OE) di bergamotto, fitocomplesso clestsae dall’agrume délitrus Bergamia
Risso et Poitegupianta endemica calabrese. Recentemente, stigtiuati a livello del
sistema nervoso centrale hanno fornito interessdatii sull'attivitd biologica dell’OE di
bergamotto ed in particolare, sulla sua capacitatdiferire con processi fondamentali della
comunicazione sinaptica, quali per esempio, ilsdla di amminoacidi con funzione di
neurotrasmettitori in specifiche aree cerebrali @ato (Morroneet al, 2007). Inoltre, e
stato documentato che I'OE di bergamotto conferisagroprotezione a ratti sottoposti ad
ischemia focale permanente, verosimilmente mediamaeodulazione dei livelli sinaptici di

amminoacidi eccitatori quali aspartato e glutamng®torroneet al., 2006).

Dal momento che 'OE di bergamotto risulta in gradiointerferire con i meccanismi
fondamentali alla base della comunicazione sinapéicdi conferire neuroprotezione in
sistemiin vitro (Corasanitiet al, 2007) edn vivo (Morroneet al, 2007), € stato verificato
se il fitocomplesso fosse in grado di modulare anehplasticita sinaptica alla base dello
sviluppo del dolore neuropatico. Inoltre, nessumeva finora investigato gli effetti del

trattamento con I'OE di bergamotto nel dolore neatico.

Pertanto, & stata valutata I'eventuale azione asalg dellOE di bergamotto nel dolore
neuropatico indotto dalla legatura del nervo sgrdd nel topo. E’ importante sottolineare
le limitazioni del fitocomplesso dovute alla manzandi controlli appropriati ed inerti.
Come controlli sono stati utilizzati I'olio di ola I'olio di semi ed il cremophor, veicoli che
possiedono attivita antiinfiammatorie o antinodieet Infatti, € stato riportato che sia I'olio
di oliva (Beauchampt al.,, 2005) che altri olii vegetali (Odabasogiual., 2008) esplicano
attivita antiinfiammatorie. Inoltre, il cremoph@urfactante usato per solubilizzare farmaci
insolubili in acqua (Bursteiet al, 1998), quando somministrato per via orale agl @dtsi
esplica un’azione antinocicettiva nel modello dilode addominale indotto dalla

somministrazione di acido acetico (Tabaretlal, 2003).
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| risultati ottenuti dimostrano che la somministoeie subcronica di OE di bergamotto
determina una tendenza alla riduzione dell'allcalimeccanica indotta da SNL suggerendo
che il fitocomplesso interferisce con i meccanigiisviluppo del dolore neuropatico,
tuttavia tale riduzione non ha raggiunto livelli glgnificativita. Gli effetti del/i principioli
attivo/i ad azione analgesica eventualmente preSBem¢l’OE di bergamotto potrebbero
essere mascherati da uno dei circa trecento compooke costituiscono la miscela

complessa.

Al fine di completare il profilo antinocicettivo H®E, questo é stato studiato anche in un
modello di dolore inflammatorio indotto dalla sonmisirazione di formalina nella zampa
posteriore sinistra del topo. Bisogna sottolinedre la prima fase di tale modello di dolore
inflammatorio e I'espressione comportamentale dalaponente “acuta” del dolore indotto
dall'algogeno verosimilmente mediata dall’attivamodei nocicettori laddove, la seconda
fase e I'espressione della fase “cronica” che adger meccanismi centrali ed in cui la
componente infiammatoria risulta essere piu impdetaispetto alla prima fase. Tuttavia,
anche nella prima fase non e possibile escludege aomponente inflammatoria che

comunque caratterizza tale modello.

| risultati ottenuti documentano un’interferenzgpehdente dalla dose e dalla via di
somministrazione del fitocomplesso con entrambfade del comportamento dolorifico di
licking/biting indotto dalla formalina. Infatti, quando sommirggéd per via intraplantare
alla dose di 20ul/topo I'OE di bergamotto determina una riduziongtisticamente

significativa della prima fase del comportamentocicettivo mentre, non determina
variazioni significative nella seconda fase dehfalin test. Quando somministrato a livello
della regione interscapolare, il fitocomplesso (@Bopo; s.c.) determina una significativa

riduzione sia della prima che della seconda faseataportamento nocicettivo.

Il diverso comportamento antinocicettivo indotto I'l@E dopo somministrazione
intraplantare rispetto alla somministrazione nefkegione interscapolare pud essere
razionalizzato sulla base di una diversa dispatabdel principio attivo sul sito d’azione e

della probabile esistenza di due siti d’azione ger fitocomplesso. Infatti, la
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somministrazione intraplantare determina un’immidiaisposta antinocicettiva che
interessa esclusivamente la prima fase suggerentzione a livello di una struttura
ricompresa nel nocicettore. Al contrario, I'effetigistrato anche sulla seconda fase dopo
somministrazione di OE a livello della regione mt@apolare indica il possibile
coinvolgemento di un sito diverso, verosimilmenantcale, d’azione che si aggiunge a
guello periferico. In accordo con tale deduziomesdmministrazione di una dose inferiore
di fitocomplesso a livello della regione intersci@pe risulta inattiva nella prima fase
laddove, determina una significativa riduzione aelbeconda fase. Similmente, la
somministrazione di cremophor, veicolo utilizzagr gdiluire 'OE (2 microlitri), determina
una riduzione statisticamente significativa del pontamento dilicking/biting osservato
nella seconda fase del formalin test. Quest'ultimaservazione rende difficile
l'interpretazione dei risultati ottenuti con il ls@svolume di OE sulla seconda fase del

formalin test.

E’ interessante notare come sia difficile indivicRian veicolo utile per lo studio del profilo
antinocicettivo degli olii essenziali. Infatti, Bccordo con la letteratura corrente anche gli
altri controlli utilizzati (olio di semi, olio di lkva) determinano una riduzione
statisticamente significativa della seconda, ma defla prima fase del formalin test.
Inoltre, l'olio di oliva somministrato a livello dla regione interscapolare induce una

riduzione della seconda fase ad un livello maggibgnificativita statistica.

| risultati ottenuti indicano che il fitocomplessmntiene dei principi attivi con attivita
antinocicettiva. Il linalolo, un componente ampiameerappresentato (6-18%) nella frazione
volatile del’OE, é noto possedere proprieta afiimmatorie ed antiiperalgesiche (Peaha
al., 2002; Peanat al.,2004a) nel ratto. Tuttavia, le proprieta farmagatbe del linalolo
sono state documentate solo in modelli sperimedialolore inflammatorio. | risultati delle
presenti indagini rappresentano che la somministnazacuta di linalolo, 1 ora prima della
legatura del nervo spinale non determina la ricazidell’allodinia meccanica, sebbene si
riscontri una tendenza della curva verso l'atterarsza 7 giorni dalla lesione, stesso punto
del time coursein cui dopo il trattamento con OE di bergamotta stato riscontrato un
simile andamento. Tale dato lascia pensare chetfefdel'OE di bergamotto sull’allodinia
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meccanica indotta dalla legatura del nervo spih&leseppure probabilmente mascherato
dallazione di altri componenti del fitocomplessta sorobabilmente da ascrivere al

monoterpene.

| risultati ottenuti rappresentano la prima docutaeione della capacita del (-)-linalolo di
attenuare il dolore neuropatico. In particolaresdanministrazione subcronica di (-)-linalolo
fino a 14 giorni dopo la lesione determina una zidne dell’allodinia meccanica indotta
dalla legatura del nervo spinale L5 nel topo. R&ulstatisticamente significativi si
ottengono solo a 7 giorni rendendone difficile thrpretazione. Inoltre, dati non mostrati
documentano che lo stesso effetto si ottiene quarnddtamento viene interrotto a 7 giorni.
Il linalolo ritarda la fase di induzione dell’alloda meccanica, ma non esercita effetti sulla
fase di mantenimento. Inoltre, sia la somministragiacuta che subcronica di linalolo non
determinano variazioni nella sensibilita termidag tipicamente rimane inalterata in seguito
ad induzione del dolore neuropatico mediante SNictaito, i risultati determinati tramite il
test di Haregreaves’ evidenziano che i meccanissioldgici della conduzione dolorifica

sembrano restare inalterati in seguito a trattaoeon linalolo.

| nostri studi non permettono di sviluppare ipotesi meccanismo alla base dell’azione
analgesica del linalolo. E’ stato documentato classici mediatori dell’'inflammazione
come il nitrossido contribuiscono allo sviluppo didlore neuropatico indotto da SNL
(O'Rielly & Loomis, 2006), infatti il trattamentoon AR-C102222, inibitore selettivo della
INOS, attenua l'allodinia meccanica indotta da SN&Buda & Little, 2006). E’ importante
sottolineare che il linalolo € risultato in grado idibire il rilascio di NO indotto in
macrofagi J774.A1 stimolati con lipopolisaccaritReg@naet al, 2006). E’ verosimile,
quindi, che I'azione analgesica del linalolo posssere mediata dalla sua capacita di inibire
il rilascio di NO. Gli effetti del linalolo su clagi mediatori dell’inflammazione come le
citochine sono stati studiati, nel modello speritatndi dolore neuropatico utilizzato, in un

numero ristretto di esperimenti non mostrati. Twitasono necessari ulteriori studi.

A supporto dell'importante ruolo che I'attivita affftammatoria del linalolo svolge nella sua

azione antinocicettiva e stato mostrato che ill¢ilmarisulta attivo nel test dwrithing
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(Peaneet al, 2002), un modello di dolore inflammatorio addoaie, allo stesso intervallo
di dosi alle quali determina una riduzione statetente significativa dell’edema indotto da

carragenina, un modello di inflammazione.

Il coinvolgimento di meccanismi centrali alla bak#l’azione analgesica del linalolo é stato
suggerito dall’evidenza che, quando somministrdta dose di 200 mg/kg, il linalolo
esplica un’azione antiiperalgesica anche nella zangontrolaterale alla sede di
somministrazione intraplantare di glutammato (Pedrad, 2004a).

Evidenze sperimentali fanno pensare all'esistenzaurd pit complesso meccanismo
d’azione in cui potrebbero essere coinvolti diveistemi neurotrasmettitoriali (Okuyaret
al., 2004; Reet al,, 2000) e/o canali ionici voltaggio-dipendenti (Msuyeet al, 2005).

Studiin vivo hanno riportato la capacita del linalolo di ritarel le convulsioni indotte da
NMDA e di bloccare le convulsioni indotte dall’aci@hinolinico (Elisabetskgt al, 1999).
L’azione anticonvulsivante del monoterpene e vendsiente legata ad un’interferenza con
il complesso sopramolecolare del recettore NMDAs@Hetskyet al, 1999; Silva Bruret
al., 2001).

Indagini immunoistochimiche hanno documentato auaiefivelli della forma fosforilata
di Akt a livello delle corna dorsali del tratto Idel midollo spinale 7 giorni dopo SNL (Xu
et al, 2007). E’ importante notare che l'attivazioneAdt rappresenta una delle vie di
trasduzione del segnale mediata dal recettore NNBeXkintonet al, 2002). Gli effetti del
trattamento con linalolo sui livelli di espressiogiepAkt e Akt totale, sono stati studiati,
mediante la metodica del western blotting, a lvelél tratto lombare del midollo spinale 1,
3 e 7 giorni dopo SNL. | risultati ottenuti dimcstio che non si riscontrano differenze
statisticamente significative dei livelli di pAkt Akt totale tra gli animali trattati con
linalolo rispetto a quelli trattati con veicolo ¢asome tra gli animali neuropatici rispetto
agli animali sham. Essi, quindi, suggeriscono ehehinasi non € coinvolta nel meccanismo
alla base dell'azione analgesica del linalolo neldello sperimentale utilizzato. Infine, i
nostri studi effettuati con metodiche di westerottohg nel topo non confermano I'aumento
di pAkt documentato da indagini immunoistochimictes ratto (Xuet al, 2007).
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CONCLUSIONI

Gli studi condotti hanno permesso di caratterizzareglio la patogenesi del dolore
neuropatico da legatura del nervo spinale L5 ngo.toL’'impiego di tale modello
sperimentale ha permesso di studiare il profildgagco di nuovi potenziali farmaci ed, in
particolare, di sostanze di origine naturale. I déenuti dagli esperimenti con approccio
comportamentale ed utilizzando topi ingegnerizzatistrano che il dolore neuropatico
indotto da SNL si sviluppa normalmente in topi tieb nocicettore-specificknock-outper

i canali del sodio voltaggio-dipendenti del tipoVda8, Navl.7 e Nav1.8 suggerendo che la
presenza di tali canali, in particolare quelli @gsi nei nocicettori, non € necessaria per lo
sviluppo del dolore neuropatico.

Altri studi condotti sempre con lo stesso appochenno permesso di escludere |l
coinvolgimento del BDNF rilasciato dai neuroni sémsnei meccanismi di sviluppo del

dolore neuropatico indotto dalla legatura del nespinale L5. La natura negativa dei
risultati indica che sono necessari ulteriori stpdr chiarire i meccanismi alla base dei

fenomeni di sensibilizzazione.

Tuttavia, questo non ha impedito di utilizzare taledello sperimentale per lo studio del
profilo farmacologico dell’OE di bergamotto. Il ttamento subcronico con il fitocomplesso
non determina una riduzione significativa dell’diltia meccanica indotta da SNL, sebbene

sia riscontrabile una tendenza verso la riduzioieerni.

Verosimilmente il principio attivo responsabile Ietione antiallodinica dellOE é |l

linalolo, uno dei principali costituenti del fitoegplesso. | risultati ottenuti rappresentano la
prima dimostrazione della capacita del linalolatienuare I'allodinia meccanica associata
al dolore neuropatico. In particolare, il trattarfeegon linalolo determina una riduzione
significativa dell’allodinia solo 7 giorni dopo lesione determinando un ritardo nello

sviluppo dell’allodinia meccanica indotta da SNL.

I meccanismi alla base dell'azione analgesica id@ldlo non sono ancora noti. Indagini

effettuate tramite esperimenti di western blottttignostrano che il linalolo non determina
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variazioni statisticamente significative di pAktAkt totale 1, 3 e 7 giorni dopo SNL
suggerendo che I’Akt, uno dei possibili meccanisinirasduzione del segnale attivati dal
recettore NMDA, non € coinvolta nei meccanismi ddase dell’azione analgesica del

linalolo.

In conclusione gli studi condotti confermano chenibdello SNL e utile per lo studio di
farmaci sia di origine naturale che di sintesi d&riori studi sono necessari al fine di

chiarire i meccanismi neurochimici alla base delbae antiallodinica del linalolo.
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