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RIASSUNTO

La trasmissione DAergica mesolimbica ed il sistema endocannabinoide svolgono un ruolo
centrale nei processi emozionali e di ricompensa legati a stimoli gratificanti naturali e
farmacologici che determinano un incremento della trasmissione DArgica nel sistema
mesolimbico (Bassareo et al., 2002; Di Chiara, 1990; Maldonado et al., 2006; Volkow et al.,
2003, 2017). Tuttavia, in queste aree, la trasmissione DAergica va incontro ad una regolazione
adattativa (habituation) dopo ripetute esposizioni agli stimoli gratificanti naturali (ad es. il
cioccolato) mentre questo non avviene dopo esposizioni successive alle sostanze d’abuso
(Pontieri et al., 1995, 1996; Tanda et al., 1997). I cannabinoidi sintetici (SC) sono agonisti
completi del recettore dei cannabinoidi (SCRA), sintetizzati per studiare il sistema
endocannabinoide (Castaneto et al., 2014; De Luca & Fattore, 2018; Graddy et al., 2018) e a
scopo terapeutico (De Luca & Fattore, 2018). Sono una classe delle nuove sostanze psicoattive
(NPS) in quanto identificati nelle herbal highs, miscele di varie erbe chiamate pit comunemente
Spice o K2 e consumate per i loro effetti psicoattivi simili e spesso piu potenti rispetto a quelli
indotti dalla Cannabis; in essi ¢ risultato spesso presente il JWH-018 che possiede affinita per i
recettori cannabinoidi (CBR1 e CBR2) superiore a quella del principio psicoattivo della
Cannabis (A’-THC) e per questo stimola la trasmissione DArgica nel NAc shell in vivo a dosi
inferiori (De Luca et al., 2015). Gli effetti sulla trasmissione DAergica causati dall'esposizione
cronica a queste sostanze e la loro presunta relazione con i processi alla base della dipendenza
e del comportamento alimentare, non sono stati ancora ampiamente caratterizzati. Lo scopo di
questo studio ¢ stato quello di valutare la risposta DAergica nella corteccia prefrontale mediale
(mPFC) in seguito all’esposizione ripetuta a stimoli gustativi (soluzione cioccolato) in ratti
Sprague-Dawley adulti trattati ripetutamente con JWH-018. Inoltre, sono state valutate le
reazioni gustative edoniche e avversive (taste reactivity). Abbiamo osservato che dopo la
seconda esposizione al cioccolato compare un’inaspettata habituation della risposta DAergica
nella mPFC, correlabile ad una perdita di habituation nel NAc shell (Pintori et al., 2021) nel
gruppo trattato ripetutamente con JWH-018, suggerendo quindi un ruolo inibitorio della mPFC
sulle aree DAergiche sottocorticali e una interessante correlazione tra il sistema DAergico e
quello endocannabinoide; la stimolazione di quest’ultimo, in seguito all'esposizione ripetuta al
JWH-018, potrebbe indurre una disregolazione del sistema DAergico, associabile ad una
perdita di controllo della valutazione motivazionale degli stimoli gratificanti (Volkow et al.,

2003; Di Chiara et al., 2004; Volkow & Morales, 2015).



1. INTRODUZIONE

1.1 Cannabinoidi sintetici

I cannabinoidi sintetici (SC) sono un gruppo ampio ed eterogeneo di composti delle cosiddette
nuove sostanze psicoattive (NPS) e sono agonisti sintetici completi del recettore dei
cannabinoidi (SCRA) grazie alla loro elevata affinita in particolare nei confronti dei recettori
CBR1 e CBR2 rispetto al fitocannabinoide naturale A’-tetraidrocannabinolo (A’-THC),
agonista parziale degli stessi recettori e principale composto psicoattivo della Cannabis (Papanti
et al., 2013; Pintori et al., 2021; Schifano et al., 2016). Sono stati sintetizzati per studiare il
funzionamento del sistema endocannabinoide (Castaneto et al., 2014; De Luca & Fattore, 2018;
Graddy et al., 2018) e per essere utilizzati nel trattamento di diverse condizioni patologiche
nell’uomo (es. epilessia, spasticita, inflammazione, disturbi alimentari, alcuni tipi di dolore e
cancro) (De Luca & Fattore, 2018). Inoltre, gia a partire dal 2004, sono stati identificati nelle
herbal highs, miscele di varie erbe inerti o psicoattive vendute in Europa, negli Stati Uniti e in
Giappone attraverso il web e negozi specializzati (smart shops) con diversi nomi (Mc Lachlan,
2009) e spesso indicate come Spice o K2, particolarmente popolari in Germania a partire dal
2008 in seguito a diversi casi di intossicazione (Zimmermann et al., 2009; Muller et al., 2010;
Fisher, 2010; Gay, 2010; Scheiner et al., 2011; Kronstrand et al., 2011; Simmons et al., 2011).
Per questo sono diventate oggetto di studio da parte dello European Monitoring Centre for
Drugs and Drug Addiction (EMCDDA), dell’Early Warning System on new drugs (EWS) e dei
diversi sistemi di allerta nazionali (NEWS, National Early Warning System) come il Sistema
Nazionale di Allerta Precoce e Risposta Rapida per le Droghe del Dipartimento Politiche
Antidroga della Presidenza del Consiglio dei Ministri in Italia (DPA). Le Spice vengono
consumate mediante inalazione per i loro effetti psicoattivi simili, e sovente piu potenti rispetto
a quelli indotti dalla Cannabis e talvolta come alternativa ad essa per eludere i controlli di
screening tossicologico-forensi. All’interno delle miscele delle herbal highs sono stati
identificati diversi e potenti agonisti sintetici dei recettori cannabinoidi (Auwarter et al., 2009;
Uchiyama et al., 2009) appartenenti alle classi degli aminoalchilindoli suddivisi in naftoilindoli
(JWH-018, JWH-015, JWH-073, JWH-122, JWH-210, WIN-55212), fenilacetilindoli (JWH-
250 e JWH-251), naftilmetilindoli e benzoilindoli (pravadolina, AM-694, RSC-4). Inoltre, sono
state identificate analiticamente anche molecole a struttura cicloesilfenolica o 3-arilcicloesanoli
(CP-47497, CP-55940, CP-55244). Fra di essi uno in particolare, chiamato JWH-018 (1-Pentyl-
1H-indol-3-yl)-1-naphthalenylmethanone), ¢ risultato spesso presente benché in quantita

differenti a seconda del tipo di herbal highs analizzata.



1.2 JWH-018

Il JWH-018 (Figura 1) venne sintetizzato per scopi puramente scientifici nel 1995 da John
William Huffman, dal quale prende il nome, presso 1 laboratori della Clemnson University
(USA) ed ¢ un potente agonista dei recettori cannabinoidi CBR1 e CBR2 (Chin et al., 1999;
Huffman et al., 2005; Atwood et al., 2011) che produce in vivo effetti simili al cannabinoide

naturale A’-tetraidrocannabinolo (A°-THC).
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Figura 1: struttura del JWH-018 e di 6 derivati ottenuti tramite idrossilazione (immagine tratta da

https://www.researchgate.net/figure/Structures-of-JWH-018-and-six-JWH-018-hydroxylated-products-A-
JWH-018_figh_51490935)

Infatti, ¢ grazie alla sua elevata affinita per i recettori dei cannabinoidi CBR1 e CBR2,
rispettivamente di circa quattro e dieci volte maggiore rispetto a quella del A>~-THC (Showalter
et al.,1996; Atwood et al., 2011), che le herbal highs contenenti JWH-018 producono gli stessi
effetti della Marijuana ma amplificati e piu intensi oltre alla evidente comparsa di una serie di
effetti collaterali sia lievi che gravi come mal di testa, vomito e paranoia, fino a tachicardia,
convulsioni, panico, psicosi ed allucinazioni (Lapoint et al, 2011; Every-Palmer, 2011). Studi

in vitro su microsomi epatici (Wintermeyer et al., 2010) e su campioni di urine hanno



dimostrato la formazione di numerosi metaboliti del JWH-018 capaci di legarsi ai recettori
CBR1 e di mantenere un’attivita agonista che potrebbe verificarsi a lungo soprattutto dopo I’uso
ripetuto della sostanza (Brents et al., 2011; Seely et al., 2011). La formazione di metaboliti
farmacologicamente attivi ha imposto quindi una piu attenta sperimentazione nello studio degli

effetti in vivo a breve e lungo termine indotti da JWH-018 e congeneri.

In particolare, studi effettuati dal nostro gruppo di ricerca hanno mostrato che il JWH-018
stimola preferenzialmente la trasmissione DArgica nella shell del NAc di ratto alla dose di 0.25
mg/kg ip. L’aumento di dopamina (DA), tuttavia, non si osserva né a dosi piu basse (0.125
mg/kg ip) né a dosi piu alte (0.5 mg/kg ip), producendo pertanto una curva dose-risposta a
campana (De Luca et al., 2015). Inoltre, mediante un modello animale di tossicodipendenza,
qual’e I’autosomministrazione (AS) endovenosa, ¢ stata dimostrata la proprieta di rinforzo del

JWH-018 (De Luca et al., 2011; De Luca et al., 2012).



1.3 Dopamina e Sistema dopaminergico

La dopamina (DA) ¢ un’ammina biogena appartenente alla famiglia delle catecolammine e
sintetizzata a livello endogeno (soprattutto nel tessuto nervoso e nella midollare del surrene) a
partire dalla tirosina (Tyr), amminoacido non essenziale comunemente introdotto con la dieta
o sintetizzato a partire dalla fenilalanina. All'interno del cervello la dopamina funziona sia da
neurotrasmettitore, tramite l'attivazione dei recettori dopaminergici specifici, sia da
neurormone a livello dell'ipotalamo, con la principale funzione di inibire il rilascio di prolattina
da parte del lobo anteriore dell'ipofisi. A livello centrale, la dopamina modula funzioni quali:
movimenti volontari, comportamento, motivazione e attenzione, gratificazione, emesi. A
livello periferico, la dopamina stimola la natriuresi e regola il tono vascolare (BahenaTrujillo

et al., 2000; Fibiger, 1993; Jackson & Westlind-Danielsson, 1994).
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Figura 2: la via biosintetica della Dopamina (immagine tratta da

https://www.docenti.unina.it/webdocenti-be/allegati/materiale-didattico/669196)

Una volta sintetizzata (Figura 2) a livello citoplasmatico, la DA viene immagazzinata
all’interno di vescicole sinaptiche che evitano la degradazione da parte delle monoammino

ossidasi (MAO) e viene poi rilasciata nello spazio sinaptico in seguito all’impulso nervoso che
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causa la fusione delle vescicole con la membrana neuronale e la sua successiva liberazione. Una
volta liberata, oltre ad esplicare la sua funzione neuromodulatoria agendo attraverso i suoi
recettori, viene anche ricaptata grazie all’azione di un trasportatore specifico (DAT) e

metabolizzata dalle MAO e dalle catecol-O-metiltransferasi.

La dopamina (DA) agisce tramite recettori metabotropici lenti (tempo di risposta superiore a
100 ms) accoppiati a proteine G (GPCR) (Missale et al., 1998) e distinti in 2 categorie in base
alla loro capacita di stimolare o inibire 1'Adenilato Ciclasi (AC): i recettori della famiglia D1-
like (che comprende i recettori D1 e D5) stimolano la sintesi di AC; i recettori della famiglia
D2-like (che comprende i recettori D2, D3 e D4) inibiscono la sintesi di AC (Webster, 2001).
La DA quindi non pud essere classificata né come neurotrasmettitore eccitatorio né come
neurotrasmettitore inibitorio, il che potrebbe spiegare perché non ¢ in grado di produrre effetti

identici in tutte le condizioni sperimentali.

I recettori DAergici presentano delle differenze a livello della distribuzione sinaptica, infatti i
recettori della famiglia D1 sono diffusi a livello postsinaptico mentre i recettori della famiglia

D2 sono presenti sia a livello presinaptico che postsinaptico (Figura 3).
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Figura 3: la classificazione dei recettori dopaminergici (immagine adattata da

https://moodle2.units.it/pluginfile.php/362406/mod_resource/content/ 1/DOPAMINA %2020-21.pdf)



Sulla base delle differenze anatomiche e funzionali dei neuroni del mesencefalo ¢ possibile
identificare almeno tre principali sistemi DAergici nel cervello dei mammiferi (Carlsson et al.,
1962; Dahlstroem & Fuxe, 1964) (Figura 4):

- la via nigrostriatale che nasce dai corpi cellulari dei neuroni della substantia nigra pars
compacta (SNc, gruppo laterale A9) e che proiettano allo striato dorsale. Questo
percorso svolge un ruolo importante nel controllo del movimento volontario ed € anche
correlato all'inizio e all'esecuzione del comportamento abituale. Infatti, proprio la
degenerazione selettiva di questa via ¢ responsabile dei disordini motori osservati nei
pazienti con malattia di Parkinson;

- la via mesolimbica: comprende i neuroni localizzati nell’area ventrale tegmentale
(VTA, gruppo A10 mediale) del mesencefalo che proiettano al nucleus accumbens
(NAc) e alle relative regioni limbiche implicate nei processi di ricompensa; tutti gli
stimoli naturali (es. cibo) e farmacologici (es. droghe) dotati di potere motivazionale
positivo, determinano un aumento della trasmissione DAergica nei neuroni di
quest’area, soprattutto nel NAc;

- la via mesocorticale: questa ¢ la via oggetto del nostro studio e comprende i neuroni
localizzati nell’area ventrale tegmentale (VTA, gruppo A10 mediale) del mesencefalo
che proiettano alla Corteccia Prefrontale (PFC) ed ¢ coinvolta nella regolazione della
funzionalita cognitiva ed emozionale. Oltre alla ricompensa, questi percorsi sono
coinvolti in modo importante nella regolazione della cognizione e delle emozioni e sono
stati implicati in condizioni patologiche come depressione e schizofrenia, nonché nella

tossicodipendenza.

Le proiezioni dei gruppi cellulari DAergici A9 e A10 del mesencefalo non sono limitate solo a
queste regioni ma si ramificano all'interno di piu di una regione; pertanto, questi campi di
proiezione sono noti collettivamente come sistema DAergico mesotelencefalico (Elsworth &

Roth, 2009).
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Figura 4: rappresentazione delle tre vie dopaminergiche citate, Nigrostriatale (in rosso), Mesolimbica (in
verde) e Mesocorticale (in blu). Immagine adattata da (Arias-Carridn et al., 2010).

Per quanto riguarda l'attivita neuronale, le cellule DAergiche si attivano in due indipendenti
modalita di rilascio, con proprieta temporali distinte:

- un rilascio fasico (veloce e transitorio) di DA molto abbondante e necessario per
stimolare 1 recettori D1 a bassa affinita nel NAc (Grace, 1991; Phillips et al., 2003;
Dreyer et al., 2010).

- unrilascio tonico (lento e costante) di DA, in un processo che richiede lunghi periodi di
tempo (da minuti a ore). Sebbene questo rilascio determini aumenti di DA inferiori
rispetto all'attivazione fasica, esso ¢ comunque sufficiente per stimolare i recettori D2

ad alta affinita (Grace, 1991; Dreyer et al., 2010).



1.4 1l Sistema Limbico

Il sistema limbico (Figura 5) ¢ costituito da aree filogeneticamente antiche, sviluppatesi attorno
alla funzione olfattoria e comprende formazioni diencefaliche e telencefaliche come il Nucleus
Accumbens (NAc), I’ipotalamo, 1’amigdala, il nucleo mediodorsale e il nucleo anteriore del

talamo, I’ippocampo, il setto, la corteccia prefrontale (PFC), la corteccia entorinale (Castano e

Donato, 2001).

Sistema limbico
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Figura 5: il sistema limbico (immagine adattata da https://www.news-medical.net/health/Limbic-System-and-

Behavior-(Italian).aspx)

Il termine limbico venne utilizzato per la prima volta dall’anatomista francese Paul Broca nel
1878 (le grand lobe limbique, dal termine latino limbus), per identificare la cresta curva della
corteccia che include i1 giri cingolato e paraippocampale. Il lobo limbico, situato nel lato
inferomediale degli emisferi cerebrali, consiste di due giri concentrici che circondano il corpo
calloso. La funzione del lobo limbico nelle emozioni venne elaborata successivamente nel 1937
dall’anatomista americano James Papez ed il cui modello anatomico descritto viene ancora ad
oggi definito circuito di Papez, ossia l'asse corteccia cerebrale, ipotalamo, talamo, corteccia

(Papez 1937).

Anatomicamente le strutture che compongono il sistema limbico si trovano localizzate in
differenti zone degli emisferi cerebrali, ovvero nel telencefalo, nel diencefalo e nel

mesencefalo. Da un punto di vista morfologico ¢ possibile distinguere il sistema limbico in due



definite aree, quelle paralimbiche e quelle limbiche propriamente dette (Mesulam 2000); le
prime sono le aree corticali che formano il classico limbus (secondo il concetto di Broca) e
comprendono il complesso del cingolo, il giro ippocampale, il polo temporale, I’'insula e la
corteccia orbito-frontale caudale. Le seconde invece sono le aree sottocorticali costituite dal
nucleus accumbens (NAc). A livello del mesencefalo sono localizzate altre strutture del sistema
limbico quali alcuni nuclei del tronco encefalico contenenti neurotrasmettitori monoaminergici
che proiettano al sistema limbico e che costituiscono il sistema mesolimbico-corticale.
L’ipotalamo, essendo interconnesso con tutte le strutture limbiche, svolge un importante ruolo
di coordinazione di molte delle attivita del sistema limbico creando complessivamente una fitta
rete di circuiti neuronali. Il sistema mesolimbico costituito da nuclei dopaminergici (DAergici)
che hanno origine principalmente a livello dell’area ventrale tegmentale (VTA), innerva il
nucleus accumbens (NAc), il tubercolo olfattorio e il nucleo interstiziale della stria terminalis,
tutte strutture appartenenti al sistema limbico, la cui primaria funzione risiede nella
modulazione del comportamento emotivo. Dalla VTA si originano altre fibre che innervano il
setto (soprattutto il nucleo del setto laterale) I’ippocampo, I’amigdala, la corteccia entorinale,

la corteccia prefrontale, la corteccia peririnale e quella piriforme (sistema mesolimbocorticale).



1.5 La corteccia prefrontale (PFC) e la corteccia prefrontale mediale (mPFC)
La corteccia prefrontale (PFC) rappresenta la parte anteriore della corteccia frontale e sebbene
si presenti con notevoli differenze tra le varie specie, Jersey Rose e Clinton Woolsey alla fine
degli anni '50, nominarono corteccia prefrontale 1'area dei lobi frontali dei mammiferi di tutte
le specie con proiezioni reciproche con il nucleo talamico mediodorsale (MD) (Groenewegen
et al., 1990; Steketee, 2003; 2005).
Nell'uomo, la PFC ¢ divisa in tre regioni principali (Figura 6):
- la PFC dorsolaterale (aree di Broadmann 9 e 46);
- 1laPFC ventrale inferiore (aree 11, 12, 13 e 14) nota anche come corteccia orbitofrontale,
(OCF);
- la PFC mediale (mPFC) che ¢ considerata parte dell'area del cingolo anteriore (CA)
(Kolb & Whishaw, 2003).

Terzo ventricolo
Corpo calloso IO VeIl circonvoluzioni
Lamina
del setto
pellucido

_ ~ Sistema
I« .5 .. limbico
“r“ o _
4 %  Corteccia

, > « prefrontale

e g

gtrutture

" sottocorticali .
Ipotalamo . e Quarto
< : ventricolo

~

Ipofisi
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Ponte di Yarolio

Medial Inferior Lateral

Figura 6: la corteccia prefrontale e le sue suddivisioni nel cervello umano (immagine adattata da

www.focus.psychiatryonline.org)
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La corteccia prefrontale mediale (mPFC), oggetto del nostro studio, nell’uomo si trova lungo
la parete mediale degli emisferi cerebrali anteriore e dorsale al corpo calloso (Heidbreder &
Groenewegen, 2003), mentre nei roditori (es. ratti) puo essere suddivisa (Figura 7) in
infralimbica (IL), prelimbica (PL) e cingolata (Cg) (Krettek & Price, 1977; Van Eden &
Uylings, 1985; Groenewegen et al., 1990; Ray & Price, 1992; Van Eden et al., 1992; Steketee,
2003; 2005).

Figura 7: Rappresentazione schematica della mPFC e suddivisione nei ratti.
La linea nera nel riquadro (A) mostra il piano approssimativo della sezione per la vista coronale mostrata
nel riquadro (B), che illustra le suddivisioni di mPFC (in grigio). Abbreviazioni: Cg, corteccia cingolata
anteriore; PL, corteccia prelimbica; IL, corteccia infralimbica; OFC, corteccia orbitofrontale. (Immagine
adattata da Bizon et al., 2012).

La mPFC riceve importanti afferenze corticali dalla mPFC controlaterale e importanti afferenze
sottocorticali dal nucleo talamico mediodorsale (MD), entrambe glutamatergiche come lo sono
anche gli input che arrivano dall'ippocampo e dall'amigdala (Conde et al., 1990; Groenewegen
et al., 1990; Ray & Price, 1992; Kuroda et al., 1993; Conde et al., 1995).

Inoltre, la mPFC riceve proiezioni noradrenergiche (NAergiche) dal locus coeruleus (LC) e
proiezioni DAergiche dalla VTA (Thierry et al., 1973; Bjorklund et al., 1978; Foote et al.,
1983).

E stata anche descritta una forte innervazione ad aree subcorticali come il NAc (shell e core) e
VTA (Thierry et al., 1983; Christie et al. al., 1985a; Sesack et al., 1989; Sesack & Pickel, 1992).
Nel complesso, 1'innervazione DAergica della mPFC ¢ meno densa rispetto a quella del NAc o

dello striato e i livelli basali extracellulari e tissutali di dopamina (DA) sono molto pilu bassi in

quest'area (Garris et al., 1993; Thalainen et al., 1999; Tzschentke, 2001).
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Oltre alla dopamina (DA), al glutammato (Glu) ed alla noradrenalina (NA), nella mPFC sono
presenti anche altre sostanze neuroattive come acido gamma-amminobutirrico (GABA),
oppioidi, endocannabinoidi endogeni (eCB), serotonina (5-HT) e neurotensina (Mansour et al.,
1994; Moldrich & Wenger, 2000; Tzschentke, 2001).

La DA nella mPFC funge da neuromodulatore inibitorio sia direttamente sui neuroni piramidali
che indirettamente modulando l'attivita GAB Aergica (Ferron et al., 1984; Godbout et al., 1991;
Pirot et al., 1992; Sesack et al., 1995). Infatti, ¢ stato dimostrato che sia gli agonisti della DA
somministrati localmente nella VTA che la stimolazione chimico/elettrica della VTA inducono
un rilascio di DA nella mPFC che porta ad un'inibizione delle cellule piramidali della mPFC
(Bernardi et al., 1982; Ferron et al., 1984; Thierry et al., 1986; Peterson et al., 1987; Mantz et
al., 1988; Yang & Mogenson, 1990; Karreman & Moghaddam, 1996).

Nonostante questa chiara evidenza di un ruolo inibitorio della DA nella mPFC, i dati in
letteratura suggeriscono un ruolo pitt complesso della DA in quest'area e, in generale, nella
PFC. Infatti, essendo un'area eterogenea, ¢ stato dimostrato come la PFC sia coinvolta in una
grande varieta di funzioni comportamentali come la pianificazione del movimento volontario,
I'adeguamento del comportamento in relazione allo spazio, l'eccitazione e l'attenzione, la
sequenza temporale delle azioni, la pianificazione del prossimo comportamento basato su
informazioni acquisite in precedenza, selezione e inibizione della risposta, risposte allo stress,
umore, apprendimento spaziale e associativo, recupero della memoria € memoria di lavoro

(Tzschentke, 2001; Curtis & D'Esposito, 2003; Ramnani & Owen, 2004; Surmeier, 2007 ).

Per quanto riguarda 1 disturbi da abuso di sostanze, ¢ stato suggerito che il loro abuso a lungo
termine potrebbe indurre cambiamenti in importanti funzioni cognitive/esecutive come il

processo decisionale e la corretta valutazione degli stimoli.
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1.6 1l ruolo della DA nella mPFC

Oggi ¢ ampiamente accettato che la DA nella mPFC abbia un ruolo modulatorio e che le
modificazioni dei suoi livelli in quest'area non producono un chiaro e definito output
comportamentale. Infatti, sebbene molte prove mostrino un ruolo inibitorio della DA nella

mPFC, la letteratura suggerisce un suo ruolo pili complesso.

Analogamente al NAc, anche se non in maniera completamente chiara, nella mPFC la DA
sembra svolgere un ruolo nei processi di ricompensa, ma non solo: ¢ stato dimostrato che un
aumento di DA nella mPFC ¢ associabile anche a "novita, eccitazione, aspettativa, risposte
operanti e condizionate classiche" e che “codifica per un generico valore motivazionale”
(Bassareo & Di Chiara, 1997; Tzschentke, 2001; Bassareo et al., 2002). Inoltre, come suggerito
da Di Chiara e colleghi (1997), a differenza della DA nel NAc (shell in particolare), I’aumento
della DA nella mPFC non ¢ principalmente correlato alla capacita di alcuni farmaci di indurre
comportamenti abusivi; i farmaci che aumentano la DA (o la NA) preferenzialmente nella
mPFC non sono abusati dagli esseri umani o hanno un basso potenziale di abuso (Tanda et al.,
1994; Bassareo et al., 1996). Come nel caso dei processi di ricompensa nel NAc, diverse teorie
hanno cercato di spiegare I'esatto ruolo e funzione delle proiezioni DAergiche mesocorticali
proponendo un modello in cui la DA nella mPFC serve "per facilitare a livello sinaptico gli
input, sia eccitatori che inibitori” regolando 1'accesso delle informazioni alla memoria attiva
(aggiornando informazioni utili e rilevanti per il compito), ma anche come meccanismo di
protezione nei confronti di interferenze determinate da informazioni irrilevanti. (Servan-
Schreiber et al., 1990; Cohen & Servan-Schreiber, 1992; Braver et al., 1999). Al fine di
correlare i processi di ricompensa e le funzioni cognitive di ordine superiore come la memoria
di lavoro e il processo decisionale, alcuni studi (Hitchcott et al., 2007), hanno mostrato che la
DA nelle parti ventrali della mPFC (cioe la corteccia IL) ¢ necessaria per I'adeguamento del
comportamento in relazione all'aspettativa del risultato. Gli autori hanno discusso la possibilita
che la DA nella corteccia IL della mPFC abbia un ruolo importante nei processi attenzionali,
con un impatto nelle manifestazioni comportamentali (Hitchcott et al., 2007). In un altro studio
recente, animali con lesioni nella corteccia PL hanno mostrato deficit nell'adattare il loro
comportamento strumentale finalizzato alla consegna della ricompensa (Naneix et al., 2009).
In conclusione, sebbene questi dati supportino l'ipotesi di un ruolo non specifico della DA nella
mPFC, si suggerisce che la DA sia coinvolta nelle tre principali funzioni motoria, di
ricompensa e cognitiva, al fine di aiutare I'organismo a “imparare, prevedere e rispondere in

modo appropriato agli eventi che portano alla ricompensa” (Braver et al., 1999).
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1.7 11 ruolo differenziale della DA nella ricompensa (alimentare e farmacologica)

Per quanto riguarda il ruolo della DA nei processi di ricompensa ¢ importante sottolineare le
diverse modalita di attivazione del sistema DAergico in risposta a stimoli gratificanti naturali,
come cibo e sesso, o farmacologici come le droghe d'abuso. Infatti, in questi anni, diversi studi
hanno cercato di capire, oltre al ruolo della trasmissione DAergica in questi processi, anche
come le droghe d'abuso influenzano il sistema DAergico mesocorticolimbico e come questi
effetti siano implicati nella capacita dei farmaci di indurre dipendenza (Bassareo & Di Chiara,
1999; Bassareo et al., 2002; Di Chiara et al., 2004; Kalivas & Volkow, 2005; Goldstein &
Volkow, 2011; De Luca, 2014).

Considerando la risposta DAergica a stimoli gratificanti naturali, come gli stimoli gustativi,
alcuni autori (Bassareo & Di Chiara, 1997; 1999; Bassareo et al., 2002), attraverso esperimenti
di microdialisi in vivo sul cervello dei ratti, hanno dimostrato che I'esposizione a stimoli
gustativi nuovi (non familiari) determina un aumento rapido della DA nel core del NAc e nella
mPFC indipendentemente dalla valenza positiva (appetitoso) o negativa (avverso) dello stimolo
gustativo.

Gli stimoli gustativi appetitivi (oggetto di studio di questa tesi), sono in grado di stimolare la
DA nella shell del NAc, inducendo un suo rapido aumento pero solo in risposta ad un gusto
appetitoso non familiare (come cioccolato dolce o Fonzies) (Bassareo et al., 2002). Oltre alla
valenza positiva degli stimoli, ¢ quindi necessaria anche una relativa novita per la stimolazione
della trasmissione DAergica della shell del NAc. Questo ruolo ¢ stato supportato dall'evidenza
che il cibo appetibile non familiare stimola il rilascio di DA nella shell del NAc, nel core del
NAc e nella mPFC ma solo nella shell del NAc questo effetto viene a mancare in seguito ad
habituation dopo esposizioni ripetute (Tabella 1) (Bassareo, 1997 n. 268; De Luca, 2014).
Inoltre, 1’ habituation della risposta DAergica nella shell del NAc alle ricompense naturali ¢
specifica per il gusto (Bassareo & Di Chiara, 1997) ed ¢ stata correlata al ruolo della DA
nell'apprendimento associativo mediato dalla ricompensa alimentare. Secondo questa visione,
la DA rilasciata nella shell del NAc in seguito ad uno stimolo alimentare sarebbe necessaria per
consentire il consolidamento dell’esperienza e 1’associazione con le sue conseguenze post-
ingestione, come osservato in un paradigma di avversione al gusto (Fenu et al., 2001; Bassareo
et al., 2007). Poiché la novita ¢ un prerequisito per la stimolazione del rilascio di DA nella shell
del NAc ma non per le reazioni edoniche comportamentali, ¢ probabile che il rilascio di DA
nella shell del NAc sia una conseguenza piuttosto che la causa delle proprieta appetitive degli
stimoli gustativi, secondo 1'ipotesi che I'edonia del gusto non dipende dalla DA (Berridge &

Robinson, 1998).
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Questa e altre evidenze supportano l'ipotesi dell'incentive learning (Di Chiara, 1998), in cui la
DA, nello specifico nella shell NAc, “¢ coinvolta nell'acquisizione di proprieta incentivo-
motivazionali da stimoli condizionati a ricompense” (Di Chiara et al., 2004; Di Chiara &
Bassareo, 2007).

Invece le proprieta della trasmissione DAergica nel core del NAc e nella mPFC sono piu
coerenti con un ruolo nell'espressione della motivazione, in accordo con la definizione di NAc
come interfaccia tra motivazione e azione (Mogenson & Yang, 1991).

Per comprendere meglio questa relazione reciproca tra mPFC e NAc nella reattivita DAergica
agli stimoli, De Luca e colleghi hanno studiato la risposta DAergica a stimoli appetitivi non
familiari sotto diverse manipolazioni farmacologiche e anatomiche (Tabella 1) (De Luca et al.,
2011; Bimpisidis et al., 2013; De Luca, 2014).

In uno di questi studi, ¢ stato dimostrato che la sensibilizzazione agli oppiacei (morfina) induce
cambiamenti adattativi differenziali alla risposta della trasmissione DAergica dopo esposizione
ripetuta a stimoli gratificanti naturali. In particolare, la sensibilizzazione alla morfina ¢ stata in
grado di indurre una diversa risposta DAergica nel core del NAc dopo esposizione allo stimolo
gratificante naturale: aumentata ma ritardata alla prima esposizione al cioccolato; aumento
rapido ed immediato invece nei ratti pre-esposti. Inoltre, questo studio ha mostrato un
andamento opposto della trasmissione di DA nella shell del NAc e nella mPFC in seguito
all'esposizione ripetuta al cioccolato: infatti, negli animali sensibilizzati alla morfina, si ¢
osservata l'inaspettata comparsa di habituation nella risposta DAergica nella mPFC alla
seconda esposizione al cioccolato, e contemporaneamente la perdita della stessa nella shell del
NAc (De Luca et al., 2011).

Nel frattempo, non sono stati osservati cambiamenti nella reattivita comportamentale al gusto
e questa evidenza supporta l'ipotesi che 'edonia del gusto non dipende dalla DA (Berridge &
Robinson, 1998).

Pertanto, ¢ stato proposto che questi cambiamenti a lungo termine nella risposta DAergica di
diverse aree terminali abbiano implicazioni nei processi motivazionali e probabilmente si
traducano in un aumento dell'incentivazione e dell'apprendimento (De Luca et al., 2011).
Infatti, da un lato la comparsa di habituation della risposta DAergica nella mPFC al cioccolato
e dall’altra la mancata habituation della risposta DAergica nella shell del NAc, potrebbero
facilitare approcci ripetuti verso uno stimolo motivazionale (De Luca et al., 2011). Inoltre,
questa mancanza di habituation della risposta DAergica nel NAc puo essere considerata di per

sé come un marker di tossicodipendenza (De Luca, 2014).
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Secondo questa ipotesi, diversi studi hanno mostrato quindi un ruolo inibitorio della
trasmissione DAergica della mPFC sulle aree subcorticali DAergiche nei processi di
ricompensa e motivazionali.

Infatti, ¢ stato dimostrato che l'aumento dei livelli di DA nella mPFC corrisponde a una
diminuzione di DA nel NAc (Louilot et al., 1989; Jaskiw et al., 1991; Vezina et al., 1991;
Kolachana et al., 1995; Lacroix et al., 2000). Questo controllo della mPFC sulle aree
sottocorticali ¢ stato inoltre confermato dai risultati ottenuti studiando l'effetto delle lesioni
della mPFC con 6-OHDA sulla risposta DAergica in seguito all'esposizione ripetuta al
cioccolato (Bimpisidis et al., 2013) (Tabella 1): gli animali hanno mostrato aumento della DA
nella shell del NAc dopo la prima esposizione al cioccolato, in maniera simile a cio che accade
nei ratti privi di lesioni; mentre dopo la seconda esposizione non si ¢ osservata 1’ habituation
della risposta DAergica nella shell del NAc. Inoltre, in maniera similare alla sensibilizzazione
indotta dalla morfina, le lesioni dei terminali DAergici della mPFC hanno prodotto un aumento
elevato, ritardato e prolungato di DA nel core del NAc in risposta alla prima esposizione allo
stimolo del gusto appetitoso, mentre, diversamente, non hanno influenzato la reattivita
DAergica nel core del NAc degli animali con pre-esposizione a cioccolato (seconda
esposizione).

Complessivamente questi studi, in accordo con la letteratura, confermano il ruolo cruciale delle
vie DAergiche mesocorticolimbiche nella valutazione del valore motivazionale di stimoli
gratificanti naturali, e ha mostrato il ruolo inibitorio della mPFC sulle aree subcorticali
coinvolte in questi processi.

Inoltre, i risultati sopra descritti potrebbero aiutare a spiegare il motivo per cui le disregolazioni
della trasmissione DAergica mesocorticolimbica sono state identificate come critiche in diversi
disturbi neuropsichiatrici, come la schizofrenia e la tossicodipendenza (Kalivas & Volkow,

2005; Jensen et al., 2008; Goldstein & Volkow, 2011; Deserno et al., 2013; De Luca, 2014).
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Tabella 1: rappresentazione schematica dei risultati della risposta DA a stimoli gustativi appetitivi non

familiari

Infatti, 1'eccessiva attivazione di questi processi da parte delle droghe d'abuso, che inducono
una stimolazione disadattativa della trasmissione della DA nella shell del NAc, potrebbe portare
a una motivazione compulsivamente focalizzata sulle droghe e sugli stimoli correlati alla droga
tipici della tossicodipendenza (Volkow et al., 2003; Di Chiara et al., 2004; Volkow & Morales,
2015).

In questa disfunzione sottocorticale, che puo manifestarsi in diversi stadi della
tossicodipendenza, I'mPFC sembra svolgere un ruolo cruciale (Schenk et al., 1991;
Weissenborn et al., 1997; Bolla et al., 2003; Kalivas & Volkow, 2005). A questo proposito, la
comparsa di habituation nella mPFC osservata in animali sensibilizzati alla morfina (De Luca
etal., 2011) potrebbe essere considerata un marker di disfunzione della mPFC nella sua capacita
di inibire funzioni subcorticali cruciali. Pertanto, la disfunzione della mPFC puo portare a una
motivazione eccessiva e quindi ad una chiara perdita del controllo degli impulsi (De Luca,
2014).

I farmaci e le sostanze che inducono dipendenza, indipendentemente dalla classe farmacologica

di appartenenza e dal loro meccanismo d’azione sul sistema nervoso centrale (SNC), possono
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essere definiti come surrogati di stimoli gratificanti naturali, essendo capaci di mimare le
proprieta incentive e funzionali degli stimoli primari e di condizionare il comportamento
motivato. Tutte le sostanze d’abuso come ad esempio gli analgesici narcotici, gli
psicostimolanti (anfetamina e cocaina), la nicotina, 1’alcol, e il A°-THC, hanno in comune la
proprieta di aumentare la concentrazione extracellulare di dopamina (DA) nella shell del

nucleus accumbens (NAc) con proprieta rinforzanti (Pontieri et al., 1995; Tanda et al., 1997).
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1.8 Sistema endocannabinoide
Il sistema endocannabinoide ¢ un sistema complesso implicato nella regolazione di molti
processi fisiologici presente sia nel sistema nervoso centrale che in periferia (Boisselier et al.,
2017) caratterizzato dalla presenza di 3 componenti:

- gli endocannabinoidi (eCB, agonisti endogeni dei recettori);

- 1irecettori cannabinoidi (CBR1 e CBR2);

- le proteine coinvolte nei processi di sintesi e degradazione degli eCB (Lu & Mackie,

2016; Maldonado et al., 2006; Spanagel, 2020);

Il sistema degli endocannabinoidi agisce in modo diverso dalla maggior parte dei sistemi di
neurotrasmettitori; vengono infatti prodotti on demand dalle cellule postsinaptiche,
attraversano le sinapsi come messaggeri retrogradi e si legano ai CBRI1 espressi
presinapticamente inibendo il rilascio dei neurotrasmettitori € quindi modulandone la loro
stessa attivita e regolazione (R. I. Wilson & Nicoll, 2002). Gli eCB maggiormente studiati
(Figura 8) sono l'anandamide (AEA) che ¢ un agonista parziale dei CBR1 e il 2-
arachidonoilglicerolo (2-AG) che ¢ un agonista completo sia dei CBR1 che dei CBR2 (Devane
et al., 1992; Mechoulam et al., 1995).

Anandamide (AEA) 2-arachidonoilglicerolo (2-AG)

Figura 8: struttura molecolare dei due endocannabinoidi

anandamide (AEA, a sinistra) e 2-arachidonilglicerolo (2-AG, a destra). Immagine adattata da (Keereetaweep
& Chapman, 2016).

L’AEA e il 2-AG sono molecole di natura lipofila. L’AEA si forma per scissione di un
precursore fosfolipidico, sintetizzato dall’enzima N-aciltransferasi (NAT), la N-arachidonil-
fosfatidiletanolammina (NAPE). Il NAT catalizza il trasferimento dell’acido arachidonico
(AA) dalla fosfatidilcolina alla fosfatidiletanolammina.

L’attivita del NAT ¢ potenziata tramite la fosforilazione mediata dalla protein chinasi A (PKA)
AMP ciclico (cAMP) dipendente (Cadas et al., 1996; Piomelli, 2003; Rodriguez de Fonseca et
al., 2005). 1l rilascio in circolo dell’AEA dalla NAPE ¢ catalizzato da una fosfolipasi D
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specifica (PLD). Il 2-AG ¢ un monogliceride, e in quanto tale, la sua sintesi ¢ associata al
metabolismo dei triacilgliceroli (TGD) e sfrutta 1’azione di una fosfolipasi di tipo C (PLC)
(Piomelli, 2003; Rodriguez de Fonseca et al., 2005).

I recettori CBR1 sono quelli maggiormente rappresentati nel sistema nervoso centrale (SNC),
soprattutto nella corteccia, nei gangli della base, nell’ippocampo, nel cervelletto (Mackie,
2008), ma anche nel bulbo olfattivo e nello striato (Boisselier et al., 2017). Sono stati identificati
su molti neuroni (in quantita significativamente maggiore sui neuroni GABAergici rispetto ai
neuroni glutammatergici) (Spanagel, 2020), sui terminali postsinaptici, negli astrociti (Oliveira
da Cruz et al., 2016) e in diversi tessuti periferici (Boisselier et al., 2017; Herkenham et al.,
1991). La loro attivazione inibisce I’adenilato ciclasi e quindi la formazione dell’cAMP; inoltre,
inibisce i canali del Ca**, attiva quelli del K* bloccando la trasmissione sinaptica. I recettori
CBR2 sono rappresentati sia a livello centrale (corteccia cerebrale, cervelletto e tronco
cerebrale) (Van Sickle et al., 2005) che nei tessuti periferici (cellule epatiche non parenchimali,
pancreas endocrino e ossa), € hanno anche un ruolo importante a livello del sistema immunitario

(Galiegue et al., 1995; Maccarrone et al., 2015) ed ematopoietico (Maccarrone et al., 2015).

Il sistema endocannabinoide, attraverso 1’interazione col sistema DAergico, partecipa alla
ricompensa naturale e farmacologica (Spanagel, 2020), all’elaborazione degli stimoli
motivazionali (Melis et al., 2012; Melis & Pistis, 2012) e di conseguenza anche nelle
dipendenze (Gardner, 2005; Maldonado et al., 2006). Infatti, i CBR1 sono presenti nelle diverse
regioni del circuito di ricompensa cerebrale che coinvolge, tra le diverse aree, la VTA che,
come gia detto in precedenza, proietta al NAc. Gli eCB agiscono come messaggeri retrogradi,
modulando gli input sinaptici eccitatori glutammatergici e inibitori GABAergici nella VTA, e
la trasmissione del glutammato nel NAc (Maldonado et al., 2006). Di conseguenza, l'attivazione
dei CBR1 localizzati sui terminali assonali dei neuroni GABAergici nella VTA va ad inibire la
trasmissione del GABA (Lupica & Riegel, 2005; Riegel & Lupica, 2004) disinibendo i neuroni
DAergici (Spanagel, 2020). E cosi che le droghe d'abuso come i fitocannabinoidi della cannabis
e 1 cannabinoidi sintetici JWH-018 (1-Pentyl-1H-indol-3-y1)-1-naphthalenylmethanone),
nonché gli stimoli gratificanti naturali come cibo e sesso, sono in grado di aumentare 1 livelli di

dopamina all'interno del NAc (Di Chiara & Imperato, 1988; Spanagel & Weiss, 1999).
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1.9 Cannabinoidi e alimentazione

Negli ultimi anni sono stati portati avanti moltissimi studi grazie ai quali ¢ stato possibile
dimostrare che sia gli endocannabinoidi (AEA e 2-AG), che i cannabinoidi esogeni come A’-
THC agendo sui CBR1 a livello ipotalamico ed in tutti i centri preposti al comportamento
alimentare, sono in grado di stimolare il food intake, soprattutto nei confronti di cibi
particolarmente ricchi di grassi e carboidrati (Pagotto et al., 2006). Queste proprieta, infatti,
vengono sfruttate anche per contrastare condizioni cliniche particolari, quali 1’anoressia e la
cachessia, molto diffuse in pazienti affetti da neoplasie maligne o da sindrome da
immunodeficienza acquisita (AIDS) (Cota et al., 2003; Devane et al., 1992; Kirkham, 2003;
Matias & Di Marzo, 2007b; Pagotto et al., 2006). In particolare, I’utilizzo di un antagonista dei
CBR1, il Rimonabant noto anche con la sigla SR 141716A, ¢ in grado di ridurre 1’assunzione
di cibo e in particolare di soluzioni dolci (Arnone et al., 1997; Colombo et al., 1998; Freedland
et al., 2000; McLaughlin et al., 2003), dimostrando il coinvolgimento del sistema eCB nel food
intake.

Gli eCB prodotti a livello postsinaptico una volta che vengono rilasciati vanno ad agire
seguendo la via retrograda sul neurone presinaptico, riducendo cosi 1’aumento di calcio
intracellulare e inibendo il rilascio di neuropeptidi solitamente inibitori come il GABA (Woods,
2007) che nella sua normale attivita agisce stimolando il senso di sazieta. Di conseguenza
I’azione degli endocannabinoidi attivata dalla sensazione di piacere data dalla visione o anche
dall’assunzione di un alimento appetitoso (dolci), attenua proprio 1’azione inibitoria del GABA
con conseguente riduzione del senso di sazieta e stimolazione del food intake a giustificazione
del ruolo oressizzante svolto dal sistema endocannabinoide (Pagotto et al., 2008).

Studi preclinici oltre ad aver dimostrato la presenza dei recettori CBR1 nelle aree limbiche
come il NAc (Hermann et al., 2002; Marsicano & Lutz, 1999), hanno messo in evidenza la
comunicazione tra il sistema eCB e quello DAergico nel controllo della ricompensa per il cibo
gustoso grazie all’utilizzo degli antagonisti del recettore D1 che alleviano e riducono lo stimolo

oressigeno indotto dal A>-THC (Verty et al., 2004).
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2. SCOPO DELLA RICERCA

La trasmissione DAergica mesolimbica svolge un ruolo centrale nei processi emozionali e di
ricompensa legati al comportamento alimentare, sessuale, materno ed al consumo delle
sostanze d’abuso. Tutti questi stimoli sono in grado di determinare un incremento della DA
(Bassareo et al., 2002; Di Chiara, 1990; Volkow et al., 2003) ma, mentre gli stimoli gustativi,
in seguito alla seconda esposizione allo stesso stimolo, vanno incontro alla regolazione
adattativa della trasmisssione DAergica (definita habituation), questo non avviene in seguito
ad esposizioni successive alle sostanze d’abuso (Pontieri et al., 1995, 1996; Tanda et al., 1997).
Inoltre, un altro ruolo di rilievo nell’elaborazione delle informazioni emotive e nel processo
della ricompensa, ¢ svolto dal sistema endocannabinoide che interagisce col sistema DAergico
(Maldonado et al., 2006; Volkow et al., 2017).

I1 JWH-018 ¢ un cannabinoide sintetico (SC) utilizzato come sostanza di partenza per la sintesi
di nuovi composti (De Luca & Fattore, 2018; Miliano et al., 2016) dai quali differisce
chimicamente per piccole modifiche che hanno consentito di mettere in commercio (anche se
per periodi limitati) le cosiddette Spice Drugs, commercializzate come alternativa legale,
naturale e piil sicura ma anche con effetti pil potenti, della marjuana (Carroll et al., 2012). E
un agonista sintetico dei recettori cannabinoidi (CBR) per cui ha un’affinita molto elevata e
superiore a quella del pill comune cannabinoide naturale della marjuana, il A°-
tetraidrocannabinolo (A°-THC) (Miliano et al., 2016; Pintori et al., 2017, 2021) ed & per questo
motivo che sono ad esso riconducibili anche piu reazioni avverse, effetti a lungo termine e
conseguenze psichiatriche, nonché diversi sintomi di astinenza e una maggior dipendenza dopo
I’utilizzo ripetuto (Papanti et al., 2014; Schifano et al., 2015).

Il JWH-018 possiede, come il A>-THC, proprieta rinforzanti che dipendono dal CBR1 e un
effetto stimolante nei confronti della dopamina (DA) soprattutto nella shell del NAc; per
produrre gli stessi effetti la dose di cannabinoide sintetico necessaria ¢ di 0.25 mg/kg (ip),
mentre invece per il A>-THC & di 1 mg/kg i.p., a conferma della maggiore potenza del JWH-
018 (De Luca et al., 2015).

Nonostante la sempre pit ampia diffusione ed il crescente utilizzo, gli effetti causati
dall'esposizione cronica a sostanze come il JWH-018 sulla trasmissione DAergica, e quindi la
loro relazione con i processi alla base del comportamento alimentare e delle dipendenze, non
sono stati ancora ampiamente caratterizzati.

Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare, in ratti Sprague-Dawley maschi adulti, gli

effetti neurochimici dati dall'esposizione ripetuta (14 giorni) al JWH-018, a una dose in grado
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di aumentare in modo selettivo la trasmissione DAergica nell shell del NAc (0.25 mg/kg, ip)
dopo esposizione ad uno stimolo gustativo appetitivo naturale (soluzione di cioccolato) dotato
di potere motivazionale positivo ed in grado di determinare un aumento della trasmissione
DAergica finalizzata al comportamento di ricerca dello stesso. Nello specifico, droghe d’abuso
e stimoli gustativi appetitivi (ad esempio cioccolato, zucchero, fonzies) aumentano 1’attivita
DA nella NAc shell (Bassareo et al., 2002; Di Chiara, 1990; Volkow et al., 2003). Pero, a
differenza di quanto osservato con gli stimoli gratificanti naturali, in seguito a ripetute
esposizioni alle droghe d’abuso (come nicotina, oppiacei, cannabinoidi, psicostimolanti), non
si evidenzia I’assuefazione della risposta DAergica nella NAc shell (Pontieri et al., 1995, 1996;
Tanda et al., 1997).

L’utilizzo di uno stimolo gustativo edonico permettera di studiare, in maniera indiretta,
I’eventuale reciproca influenza della stimolazione dei sistemi cannabinoide e dopaminergico e
la loro importanza anche nel codificare la gratificazione legata al cibo.

In particolare, abbiamo valutato se quest’esposizione fosse in grado di modificare, a livello
della corteccia prefrontale mediale (mPFC), I’attivita DAergica basale e la reattivita DAergica
in seguito all’esposizione ripetuta a stimoli gustativi (soluzione di cioccolato, Nesquik
Squeeze®©). In parallelo, durante 1’esposizione al cioccolato, sono state valutate anche le

reazioni gustative edoniche e avversive (taste reactivity).
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Animali

Gli animali utilizzati per gli esperimenti sono ratti maschi di ceppo Sprague — Dawley (Envigo,
Italia) del peso di 275-300 g (Figura 9 e Tabella 2).

Gli animali sono stati tenuti in una stanza in condizioni ambientali controllate (temperatura 22
+ 2 C° e umidita 60%), con un ciclo luce-buio di 12h (a partire dalle 7:00 a.m.); il trattamento
degli animali e le tecniche sperimentali utilizzate erano in accordo alle Direttive 609/86 e
63/2010 UE, riguardante la protezione degli animali utilizzati a fini scientifici e con
I’approvazione da parte del Ministero della Salute e del Comitato Etico per la Sperimentazione

sugli Animali dell’Universita di Cagliari (CESA, Universita di Cagliari).

Albino

Carattere docile

Eccellenti prestazioni riproduttive e caratteristiche

materne

Cucciolata media: 11

E il ratto pili utilizzato nella ricerca sugli animali

Figura 9 e Tabella 2: caratteristiche salienti Sprague — Dawley (https://www.envigo.com/model/hsd-

sprague-dawley-sd)
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3.2 Sostanze

Le sostanze utilizzate per gli esperimenti eseguiti sono:

- 11 JWH-018 (Tocris, Bristol, UK, Figura 10) disciolto in 0.5% di Etanolo assoluto, 0.5% di
Tween 80 e 99% di soluzione salina; somministrato per via intraperitoneale con un volume di
iniezione di 3 ml/kg alla concentrazione di 0.25 mg/kg. La soluzione veicolo ¢ stata preparata
utilizzando gli stessi eccipienti (0.5% di Etanolo assoluto, 0.5% di Tween 80 e 99% salina)

utilizzati per disciogliere il JWH-018;

TO C R I S Print Date: Apr 9" 2020

a bietechne brand Certificate of Analysis www.tocris.com
Product Name: JWH 018 Catalog No.: 1342 Batch No.: 1
CAS Number: 209414-07-3

IUPAC Name: (1-Pentyl-1H-indol-3-yl)-1-naphthalenylmethanone

1. PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES

Batch Molecular Formula: Co4Hz3NO

Batch Molecular Weight: 34145

Physical Appearance: Yellow oil

Solubility: DMSO to 100 mM
ethanol to 100 mM

Storage: Desiccate at -20°C

Batch Molecular Structure:

2. ANALYTICAL DATA

TLC: Ri = 0.4 (Ethyl acetate:Petroleum ether [4:1])
HPLC: Shows >99.4% purity

'H NMR: Consistent with structure

Mass Spectrum: Consistent with structure

Figura 10: certificato analisi JWH-018 (immagine tratta da
https://documents.tocris.com/pdfs/tocris_coa/1342_1_coa.pdf?1628611502&

ga=2.18798201.17367028

—5

- una soluzione di cioccolato (Nesquik Squeeze©, Nestle, CH, Figura 11 e Tabella 3) disciolto
in acqua con rapporto di 1:1, utilizzata come stimolo gustativo. Gli ingredienti dello sciroppo
sono i seguenti: zucchero, acqua, cacao magro in polvere 10%, sciroppo di zucchero invertito,
destrosio, correttore di acidita acido citrico, sale, conservante sorbato di potassio, aromi,

cannella.
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Figura 11: packaging commerciale del Nesquik Squeeze©, Nestle tratto da "nestleéprofessional.it".

: : % per
Per 100 grammi Per Porzione :
porzione

Energia 279 kcal 117 kcal

Grassi

Di cui Saturi

Carboidrati

Di cui Zuccheri

Fibre

Proteine

Sale

Tabella 3: valori nutrizionali del Nesquik Squeeze©, Nestle tratto da "nestleprofessional.it". I valori per
porzione sono riferiti a 16 g di prodotto in 150 ml di latte parzialmente scremato.
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3.3 Preparazione cannule orali

I cateteri per la somministrazione orale sono costituiti da una parte metallica e da una parte in
polietilene flessibile; per la preparazione della parte metallica viene utilizzato un ago in acciaio
inossidabile da 22G, lungo 2 cm dalla punta, smussato ad un’estremita e poi inserito nel tubicino
di polietilene (Portex Ltd, Hythe, Inghilterra) che termina con un disco circolare forato. Il
tubicino in polietilene presenta un diametro interno di 0.58 mm e un diametro esterno pari a
0.96 mm (Bimpisidis et al., 2013b) con un’estremita slargata e arrotondata che consente di
bloccare il catetere all’interno della cavita orale del ratto. Questi cateteri permettono di
introdurre nella cavita orale le soluzioni di cioccolato in modo inatteso per 1’animale, libero di
non deglutire la sostanza nel caso in cui percepisca il sapore come non gradevole. Inoltre,
presenta il vantaggio di consentire una miglior osservazione del comportamento manifestato

dall’animale durante la somministrazione orale (reazioni edoniche e avversive).
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3.4 Preparazione delle sonde da microdialisi

Le sonde per la microdialisi (Figura 12 e Figura 13), di tipo verticale e concentriche, sono state
preparate e assemblate almeno 24 ore prima dell’inizio dell’esperimento. Sono costituite da una
sottile fibra da dialisi, I’AN69, composta da un copolimero acrilico di sodiometa-allil-solfonato,
con un diametro interno di 220 um e un diametro esterno di 310 um (Hospal, Dasco, Italy), (De
Lucaetal., 2015). All’interno della fibra da dialisi & stato poi inserito un mandrino di tungsteno,
con funzione di sostegno. Un’estremita della fibra ¢ stata chiusa con 1’ausilio di una goccia di
colla epossidica che penetra per capillarita per circa 1 mm all’interno della fibra e che viene
fatta solidificare per 24 ore in modo tale da formare un tappo di colla consistente e smerigliabile
a forma di cono per ridurre al minimo il danno provocato dal passaggio della fibra attraverso il
tessuto cerebrale. Successivamente, si estrae il mandrino e si taglia la fibra in modo da ottenere
una porzione di circa 7 mm a partire dal tappo di colla. Quest’ultimo ¢ stato allargato e al suo
interno sono stati inseriti due sottilissimi capillari di silica fusa, con un diametro interno di 75
um e un diametro esterno di 150 pm, sfalsati fra loro di 3 mm. La porzione dializzante attiva ¢

di 1,5 mm.

Microdialisi cerebrale in vivo: PRINCIPI

Membrane semipermeabile - | = ":Gn,»;i.,,..,q;\(-,; e T
& plEa s '.. : - Y ~ :\;‘ ..'- 1 s . Chamizals
porzione dializzante . .1_‘;“_..__ fi"f‘ 4._._____ A

Figura 12: principi microdialisi cerebrale (Immagine adattata da https://www.mdpi.com/2218-
1989/9/10/204/htm)
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ENTRATA
Ringer di perfusione
1 pl /min

Cannula di acciaio inossidabile ——————
(22 gauge)

—

vscrta > —] = \\‘

CAPILLARI DI STLICA
{(ESTERNO 150 pm INTERNO 50 pm)

£——— Puntale da 200 pul
per micropipette Gilson

e

™~ &— FIBRA DA DIALISI
( Esterno 310 pm)
( Interno 220 pm)

COLLA EPOSSIDICA ———>

+—MEMBRANA DIALIZZANTE

Figura 13: rappresentazione della sonda da microdialisi (Immagine adattata da “researchgate.net”)
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3.5 Chirurgia

Prima di procedere all’impianto del catetere orale e della sonda per la microdialisi, 1 ratti sono
stati anestetizzati con isofluorano al 3% (Merial, Milano, Italia); una volta raggiunto un
profondo stato di sedazione, agli animali ¢ stato prima di tutto impiantato il catetere, inserito a
livello del primo molare dell’arcata dentale superiore, col passaggio dell’ago 22G nello spazio
tra il muscolo temporale e il cranio e fissato alla teca cranica con una piccola punta di plastica
riempita di colla cianoacrilica (Figura 14). Durante 1’esperimento il catetere orale ¢ stato
collegato a una pompa per infusione della soluzione di cioccolato (pompata a una velocita

costante di 0,2 ml min-1, per un totale di 1 ml in 5 min) (Bimpisidis et al., 2013; De Luca et al.,

2011).

PE 100
flarea end

Tetlo
washer

Figura 14: chirurgia per impianto del catetere orale nel ratto (Immagine adattata da
researchgate.net’)
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Successivamente, gli animali sono stati posizionati sullo stereotassico (Figura 15) e dopo aver
esposto la teca cranica, con I'ausilio di un trapano, ¢ stato fatto un piccolo foro sulla teca
seguendo I’ Atlante del cervello di ratto Paxinos & Watson (2007) per I’inserimento della fibra
della sonda da microdialisi a livello della Corteccia Prefrontale Mediale (mPFC) usando le
seguenti coordinate: Anteriore-posteriore +3.7 mm, Laterale +0.8 mm dal bregma, Ventrale -
5.0 mm dalla dura madre; Una volta inserita la fibra nell’area cerebrale di interesse, la sonda &
stata fissata alla teca cranica tramite cemento dentale vetro-ionomerico (CX-Plus, Shofulnc.,
Tokyo, Giappone). Alla fine dell’intervento gli animali sono stati sistemati in apposite gabbie
semisferiche con acqua e cibo ad libitum per poter recuperare dall’intervento e dopo un giorno

sono stati eseguiti gli esperimenti di microdialisi.
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Manopole di
regolazione

Teca cranica #
esposta

Punto inserimento
sonda da microdialisi®

Figura 15: chirurgia stereotassica nel ratto per impianto sonda da microdialisi (Immagine adattata

da “researchgate.net”)
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3.6 Microdialisi cerebrale nella corteccia prefrontale mediale (mPFC)

La microdialisi cerebrale ¢ la tecnica che viene utilizzata per misurare la concentrazione della
dopamina (DA) extracellulare nel dializzato ottenuta nel nostro esperimento dalla corteccia
prefrontale mediale (mPFC) in diverse condizioni sperimentali, e dopo esposizione alla
soluzione di cioccolato. Questa tecnica viene effettuata su animali liberi di potersi muovere e
quindi consente di poter osservare modificazioni comportamentali parallelamente alle
variazioni biochimiche che si verificano a livello neuronale. La tecnica prevede I’'impianto della
sonda, con una sottile fibra da dialisi (con diametro esterno 310 um, diametro interno 220 um),
in aree cerebrali specifiche. I neurotrasmettitori vengono recuperati mediante il passaggio
attraverso la membrana dializzante della sonda secondo gradiente di concentrazione: tutti i
composti a basso peso molecolare contenuti nel liquido extracellulare (LEC) diffondono
all’interno della sonda da microdialisi per poi essere recuperati e analizzati mediante
cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC - high performance liquid chromatography)

associata ad un rivelatore elettrochimico (Figura 16).

High Performance Liquid Chromatography

(HPLC)

PC for Data
Acquisition

Solvent Pump Detector Waste

Figura 16: schema di funzionamento HPLC (Immagine adattata da https://www.freeweed.it/hplc-

funziona-test-laboratorio-determinare-valori-thc-cbd/)
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3.7 Registrazione delle reazioni comportamentali

Nei 2 gruppi sperimentali (JWH-018 e Veicolo), durante I’esposizione alla soluzione di
cioccolato e parallelamente alla microdialisi cerebrale, sono state poi valutate le reazioni
gustative, secondo il paradigma di reattivita al gusto descritto per la prima volta da Grill e
Norgren (Grill & Norgren, 1978) e riutilizzato successivamente da Berridge (Berridge, 2000;
Berridge & Robinson, 1998).

Il catetere orale per la somministrazione del cioccolato ¢ stato collegato ad una pompa di
infusione programmata per somministrare, a velocita costante, 0.2 ml/min di soluzione per un
totale di 1 ml in 5 minuti (la durata totale della somministrazione e della registrazione delle
reazioni comportamentali) (Bimpisidis et al., 2013b; De Luca et al., 2011).

Sono state prese in considerazione due classi di modelli di reattivita al gusto (Figura 17), come
gia precedentemente descritto in alcuni studi (Bassareo et al., 2002; De Luca et al., 2012; Pintori
et al., 2021):

- comportamento gustativo edonico (positivo, appetitive) che comprende: protrusione
ritmica della lingua (thytmic tongue protrusion), protrusione laterale della lingua (lateral
tongue protrusion) e leccarsi le zampe (paw licks);

- comportamento gustativo avversivo (negativo, aversive) che comprende: sfregamento
del mento sulle pareti della semisfera (chin rubs), scuotimento delle zampe anteriori
(forelimb flails), sbadigli (gapes), pulizia del muso (face washing), movimento
(locomotion) e allungamento delle zampe come per allontanare qualcosa (paw tread).

A ogni reazione ¢ stato assegnato un punteggio di un punto se ¢ durata 1-5s e due punti se la

durata era superiore ai 5s.

HEDONIC REACTIONS
(anterior tongue protrusion, lateral tongue protrusion, paw

e

AVERSIVE REACTIONS
(gapes, chin rubs, face washing, forelimb flails).

Figura 17: Principali reazioni comportamentali edoniche ed avversive nel ratto (Immagine adattata da
https://docplayer.it/12023563-Gaetano-di-chiara-il-piacere-optional-o-necessita-biologica.html)
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3.8 Procedura analitico-sperimentale

Gli animali sono stati innanzitutto assegnati in maniera randomizzata ai diversi gruppi
sperimentali (gruppo JWH-018 e veicolo) per la valutazione neurochimica e comportamentale.
Ciascun animale (Tabella 4) ha ricevuto giornalmente una dose di JWH-018 (0.25 mg/kg) o di
veicolo (Veh) tramite somministrazione intraperitoneale (i.p.) per 14 giorni consecutivi. Dopo
7 giorni dalla fine del trattamento farmacologico (JWH-018, veicolo), i ratti sono stati sottoposti
a microdialisi cerebrale per valutare 1 livelli extracellulari di DA nella mPFC in risposta a
ripetute esposizioni ad uno stimolo appetitivo gustativo (soluzione di cioccolato).
Parallelamente alla valutazione neurochimica della DA, durante 1’esposizione allo stimolo
appetitivo, ¢ stato anche eseguito il “Test di reattivita al gusto”, al fine di valutare le reazioni

edoniche e avversive nei diversi gruppi sperimentali.

) ) Somministrazione giornaliera JWH-018 (0.25 mg/kg) o di
Dal giorno 1 al giorno

o veicolo (Veh) tramite somministrazione intraperitoneale
14 (14 giorni)

(i.p.)

Dal giorno 15 al giorno

21 (7 giorni)

Interruzione del trattamento

1) Microdialisi cerebrale:

- Determinazione livelli DA basale;
Dal giorno 22 - Determinazione risposta DAergica in seguito a 1° e 2°
esposizione a stimolo gustativo;

2) Test di reattivita al gusto

Tabella 4: Linea temporale dell’esperimento
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3.9 Determinazione quantitativa della dopamina (DA)

Il giorno successivo all'intervento, le sonde dialitiche sono state perfuse con la soluzione di
Ringer (composta come segue: 147mM NaCl, 4mM KCl, 2.2mM CaCl2) a velocita costante di
IpuL/min. 11 volume dei campioni di dializzato, di 10uL, ¢ stato poi iniettato in un HPLC
(cromatografia liquida ad alte prestazioni) munito di una colonna cromatografica a fase inversa
(C8 3.5 um, Waters, Mildford, MA, USA) e accoppiato ad un rivelatore elettrochimico
coulometrico (ESA, Coluchem II, Bedford MA, USA) per la determinazione quantitativa della
DA, come descritto in studi precedenti (De Luca et al., 2015). Il primo elettrodo del rivelatore
¢ stato impostato a +130 mV (ossidazione) e il secondo a -175 mV (riduzione). La fase mobile
(FM) era rappresentata da una soluzione tampone a pH=5.5 contenente: 50 Mm di NaH2PO4,
0.1 Mm di Na2-EDTA, 0.5 mM di n-ottil solfato di sodio e 15% (v/v) metanolo (MetOH). A
queste condizioni la sensibilita del metodo usato per la determinazione della DA era di 5

femtomoli (10-15 mol) per campione di dializzato.
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3.10 Analisi istologica

Una volta terminato I’esperimento, i ratti sono stati completamente anestetizzati con Equithesin
e poi sottoposti alla perfusione transcardica di una soluzione tampone fosfato 0.1 M a pH 7.4
contenente 4% di paraformaldeide e 0.1% di glutaraldeide (fissativi usati in istologia).
Successivamente sono stati sacrificati e infine si ¢ proceduto all’estrazione dei cervelli,
conservati in formalina all’8%.

Per identificare la localizzazione corretta dei probes nelle aree cerebrali d’interesse (mPFC), i
cervelli sono stati crioprotetti in saccarosio al 30% in PBS (tampone fosfato salino) per 48 ore.
L’analisi ¢ stata eseguita utilizzando sezioni coronali da 40 um ottenute grazie all’uso di un
criostato seguendo le coordinate d’interesse in base all’Atlante del Cervello del Ratto di
Paxinos & Watson del 2007. Le sezioni d’interesse per mPFC erano comprese tra AP

+3,70/+2,70 (Figura 18).
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Figura 18: Rappresentazione schematica della sezione cerebrale in riferimento alle aree mPFC, in accordo

con le coordinate dell’ Atlante del Cervello di Ratto di Paxinos & Watson, 2007.

37



3.11 Analisi statistiche

I test per valutare la distribuzione normale dei dati sono stati eseguiti tramite il test di Shapiro-
Wilk. Per quanto riguarda 1 livelli basali di DA e le reazioni gustative, quando i dati sono
risultati distribuiti normalmente, 1’effetto trattamento € stato analizzato tramite il test di t di
Student; viceversa ¢ stato utilizzato il test di Mann-Withney.

La valutazione degli effetti sulla trasmissione DAergica alla ripetuta somministrazione della
soluzione di cioccolato ¢ stata eseguita sfruttando il test analitico ANOVA (analisi della
varianza) a due vie (consente di mettere in relazione due fattori, il trattamento e il tempo) per
misure ripetute (RM), seguito dal test di confronto multiplo di Bonferroni.

Quando i dati non avevano una distribuzione normale, per valutare 1’andamento della risposta
DAergica nel tempo, ¢ stato utilizzato il test di Friedman seguito dal test di confronto multiplo
di Dunn.

In questo studio, i valori di P<0.05 sono stati considerati significativi. I dati numerici sono
forniti come media + SEM per I'analisi parametrica o come mediana con 95% CI per l'analisi
non parametrica. Per I’analisi statistica ¢ stato utilizzato Statistica (StatSoft, Tulsa, OK, USA)

o GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism).
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4. RISULTATI

4.1 Effetto del trattamento con JWH-018 sui livelli extracellulari di dopamina nella
mPFC: valutazione dopo 7 giorni di astinenza.
Prima dell’esposizione allo stimolo gustativo (soluzione di cioccolato) sono stati determinati i
livelli basali di DA della corteccia prefrontale mediale (mPFC) a 7 giorni dall’interruzione dei
trattamenti con JWH-018 (0.25 mg/kg) e con il veicolo (Veh). Sono stati considerati come
livelli basali di DA i tre campioni consecutivi di dializzato con una differenza dei livelli di DA
<al 10%.
Il grafico mostra la media + SEM dei livelli di DA basali, riferiti alle aree cerebrali d’interesse,
espressi in fmoli/10ul. I valori di DA ottenuti dopo 7 giorni dall’interruzione del trattamento
sono:

- per il gruppo trattato con Veh (blu), 11+£1;

- per il gruppo trattato con JWH-018 (rosso), 11+1;

Non sono state quindi osservate differenze significative nei livelli di DA basale tra 1 2 gruppi

(Figura 19).

)
g

-
(3]
1
| 2

[ X ]

DA levels (fmole/10ul)
¢ 2

Veh JWH-018

Figura 19: grafico livelli basali DA
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4.2 Effetto della somministrazione orale di cioccolato sui livelli extracellulari di dopamina
nella mPFC: valutazione dopo la prima e dopo la seconda esposizione al cioccolato.

Durante quest’esperimento ¢ stata valutata, a 7 giorni dall’interruzione del trattamento con
JWH-018, la reattivita DAergica a livello della corteccia prefrontale mediale (mPFC) in seguito
all’esposizione ripetuta allo stimolo gustativo (soluzione di cioccolato). L’ obiettivo e quello di
valutare e capire se 1’esposizione al JWH-018 fosse in grado di causare una perdita di controllo
del valore motivazionale degli stimoli gustativi gratificanti, nel caso specifico un’alterazione
della risposta DAergica nella mPFC, e di conseguenza la perdita del controllo inibitorio nella

valutazione degli stimoli gratificanti.
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Figura 20: grafico livelli DA nella mPFC dopo esposizione alla soluzione di cioccolato
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I risultati (Figura 20) evidenziano che dopo la prima esposizione (1st exposure) al cioccolato si
osserva un aumento della DA dializzata nella mPFC sia nel gruppo trattato ripetutamente con
JWH-018 sia nel gruppo di controllo (Veicolo); mentre dopo la seconda esposizione (2nd
exposure) al cioccolato si osserva un aumento del rilascio di DA nella mPFC del gruppo di
controllo, ma non nel gruppo trattato ripetutamente con il JWH-018.

L’analisi ANOVA a due vie della DA dializzata nel mPFC dopo la prima esposizione al
cioccolato ha mostrato un effetto significativo del fattore tempo (F(12.120=10.43, P<0.05) e
dell’interazione tempo x trattamento (F(12.120=3.81, P< 0.05). In particolare, il test post hoc di
Bonferroni ha rivelato dopo la prima esposizione al cioccolato un aumento della DA dializzata
nella mPFC del gruppo trattato con JWH-018 rispetto ai valori basali (30").

L'analisi ANOVA a due vie della DA dializzata nella mPFC dopo la seconda esposizione al
cioccolato ha mostrato un effetto significativo del tempo (F2.120=4,51, P<0,05), del
trattamento (F(1,10=21,60, P<0,05) e dell’interazione tempo x trattamento (F(i2.120=2,64,
P<0,05). I test post hoc di Bonferroni hanno rivelato dopo la seconda esposizione al cioccolato
un aumento della DA dializzata nella mPFC del gruppo trattato con il veicolo (Veh) rispetto ai
valori basali e al gruppo trattato con JWH-018 (20'-30").

L’analisi dei dati con il test di Friedman, usato per valutare in maniera piu precisa il decorso
temporale della risposta DAergica in ciascun gruppo, ha portato alla luce delle differenze
significative, nel gruppo di controllo (Veh) dopo la prima esposizione al cioccolato (FR=23,95,
df 13,6, P<0,05) e la seconda esposizione al cioccolato (FR=41,97, df 13, 6, P<0,05), e nel
gruppo trattato con JWH-018 dopo la prima esposizione al cioccolato (FR=47,13, df 13,6,
P<0,05).

Il test di Dunn ha rivelato un aumento della DA dializzata rispetto ai valori basali nella mPFC
sia nel gruppo trattato con il veicolo (10', 1° esposizione al cioccolato; 10'-30', 2° esposizione

al cioccolato) che nel gruppo trattato con JWH-018 (20'-30 ', 2a esposizione al cioccolato).
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4.3 Effetto della somministrazione orale di cioccolato sulle reazioni gustative: valutazione
tramite Taste reactivity test dopo la prima e dopo la seconda esposizione al cioccolato.
Durante la microdialisi sono state osservate e valutate le varie reazioni gustative degli animali

in seguito alla doppia somministrazione di cioccolato.
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Figura 21: grafico test di reattivita al gusto

Il test di Mann-Whitney ha mostrato un aumento significativo del punteggio relativo alle
reazioni gustative avversive alla prima esposizione al cioccolato nel gruppo trattato con JWH-
018 rispetto al gruppo di controllo (U = 34,50 P <0,05; Figura 21, pannello b). Non sono state
osservate invece delle differenze significative sia nelle reazioni avversive tra i due gruppi
(JWH-018 e Veh) durante la seconda esposizione al cioccolato (pannello c), sia nelle reazioni

gustative positive (appetitive) durante entrambe le esposizioni al cioccolato (pannelli a e d).
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S. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Durante questa tesi sperimentale sono stati valutati i livelli extracellulari di DA nella mPFC di
ratti maschi Sprague-Dawley dopo 7 giorni dall’interruzione del trattamento con JWH-018
(0.25 mg/kg ip per 14 giorni consecutivi) e la risposta della trasmissione DAergica nella stessa
area in seguito all’esposizione ripetuta ad una soluzione di cioccolato (Nesquik Squeeze©,
Nestle, Svizzera). Questo stimolo gustativo ci ha permesso di studiare la relazione tra il sistema
DAergico, stimolato dalla presentazione del cioccolato, e quello cannabinoide, modificato dal
trattamento ripetuto con JWH-018, e il loro ruolo nel processo di gratificazione legata al
consumo di cibi gradevoli e gratificanti. Inoltre, durante 1’esposizione alla soluzione di
cioccolato, sono state valutate le reazioni gustative edoniche e avversive. Questo esperimento
rientra nell’ambito di uno studio pit ampio che ha coinvolto la valutazione della risposta
DAergica anche a livello di aree sottocorticali quali la shell e il core del NAc (Pintori et al.,

2021).

I livelli extracellulari basali di DA nella mPFC, prima dell’esposizione al cioccolato, misurati
nel gruppo di animali trattati ripetutamente con JWH-018 e nel gruppo di controllo, non hanno
mostrato differenze significative. Lo studio ha invece evidenziato una diversa risposta della
trasmissione DAergica dopo le diverse esposizioni alla soluzione di cioccolato. Infatti, dopo la
prima esposizione (1% exposure) al cioccolato si osserva un aumento della DA nella mPFC sia
nel gruppo trattato ripetutamente con JWH-018 che nel gruppo di controllo, mentre dopo la
seconda esposizione (2" exposure) al cioccolato si osserva un aumento del rilascio di DA nella
mPFC del gruppo di controllo, ma non nel gruppo trattato ripetutamente con il JWH-018. E
molto importante sottolineare che, contemporaneamente a questa inaspettata habituation della
risposta DAergica nella mPFC, negli stessi animali trattati ripetutamente con il JWH-018 si
osserva una perdita di habituation della risposta DAergica nella shell del NAc, confermando il

rapporto reciproco tra la trasmissione DA corticale e quella sottocorticale (Pintori et al., 2021).

I1 controllo top-down della mPFC sulle aree sottocorticali DAergiche ¢ stato osservato anche
da Bimpisidis e colleghi (2013) che, utilizzando lo stesso paradigma comportamentale, hanno
dimostrato che le lesioni dei terminali DAergici della mPFC abolivano 1'habituation della
risposta DAergica nella shell del NAc dopo esposizione ripetuta al cioccolato (Bimpidis et al.,
2013). I nostri risultati confermano I’importanza della DA a livello della mPFC nel controllo

del valore motivazionale degli stimoli gratificanti naturali (De Luca, 2014) e, in accordo con la
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letteratura (De Luca et al., 2011; De Luca, 2014), suggeriscono che i cannabinoidi sintetici,
come il JWH-018, inducono dei cambiamenti della risposta DAergica mesolimbica e
mesocorticale a stimoli gratificanti che probabilmente dipendono dalla disregolazione della

valutazione motivazionale degli stimoli gratificanti (De Luca et al., 2011).

Numerose evidenze confermano I’importante correlazione tra il sistema DAergico e quello
cannabinoide nei processi di ricompensa e nella valutazione motivazionale degli stimoli
gratificanti che siano essi naturali, come il cibo, o farmacologici. Studi precedenti dei nostri
laboratori hanno evidenziato che la somministrazione di A’-THC determina, tramite
I’attivazione dei recettori CBR1, un aumento notevole delle reazioni edoniche ad una soluzione
dolce (saccarosio al 20%) e consente al saccarosio stesso, normalmente privo di queste
proprieta, di aumentare i livelli di DA nella NAc shell ma non nel core (De Luca et al., 2012).
Questo effetto pero, a differenza di quanto osservato negli animali trattati con JWH-018, mostra
le stesse proprieta adattative di un alimento altamente appetibile, andando incontro ad
habituation della risposta DAergica nella shell del NAc dopo la prima esposizione (Bassareo
et al., 2002). Inoltre, nei nostri animali trattati con JWH-018, ¢ stato osservato un aumento solo

delle reazioni avversive, e non edoniche, alla prima esposizione allo stimolo gustativo.

E molto importante sottolineare che in questi processi (risposta DAergica e reattivita
comportamentale al gusto) potrebbe giocare un ruolo importante lo stato avversivo o disforico
in cui si trova I’animale, in quanto le valutazioni mostrate in questo studio sono state effettuate
dopo un periodo di astinenza dal JWH-018 di 7 giorni. In accordo con questa ipotesi, allo stesso
time point (7 gg dopo I'ultima somministrazione), negli animali trattati ripetutamente con il
JWH-018 si ¢ osservato un aumentato stato d’ansia e un aumento di comportamenti 0ssessivo-
compulsivi (Pintori et al., 2021). E importante inoltre sottolineare che nello studio di De Luca
et al., (2012) e stata studiata una relazione diretta tra stimolazione del sistema cannabinoide e
incremento delle proprieta motivazionali del cibo, in quanto la somministrazione di A°>-THC
precedeva immediatamente (30 min prima) quella del cioccolato. Nel nostro studio invece
abbiamo effettuato un trattamento ripetuto col cannabinoide sintentico JWH-018 ma la
somministrazione dello stimolo gustativo edonico e saliente ¢ avvenuta 7 giorni dopo 1’ultima
somministrazione di JWH-018. Appare quindi evidente che lo stato in cui si trovavano gli
animali ¢ opposto nei due esperimenti: edonico, nel caso della concomitante somministrazione
acuta di un cannabinoide naturale (A°-THC); avversivo, nel caso della sospensione del

trattamento con un cannabinoide sintetico (JWH-018).

44



In conclusione, il nostro studio ha dimostrato che 1'esposizione ripetuta al JIWH-018 induce
una profonda disregolazione del sistema DAergico, poiché abbiamo osservato cambiamenti

nella risposta alla trasmissione di DA mesolimbica ad uno stimolo gustativo.

Inoltre, i nostri dati confermano il ruolo cruciale della via DAergica mesocorticale e
mesolimbica nella valutazione del valore motivazionale degli stimoli gratificanti e il ruolo
inibitorio fondamentale della mPFC sulle aree DAergiche sottocorticali (NAc) coinvolte in

questi processi.

In questo contesto, la disregolazione DAergica mesocorticale e mesolimbica indotta dal JWH-
018 potrebbe dipendere da una disregolazione del sistema endocannabinoide, che porta ad una

perdita di controllo della valutazione motivazionale degli stimoli gratificanti naturali.

Negli ultimi anni molti studi hanno inoltre dimostrato che sia gli endocannabinoidi (AEA e
2AQG) che i cannabinoidi esogeni naturali (A°>~THC) o sintetici (SC), agendo sui CBR1 a livello
ipotalamico sono in grado di stimolare 1’appetito, soprattutto nei confronti di cibi
particolarmente ricchi di lipidi e carboidrati. Considerando quindi il coinvolgimento del sistema
cannabinoide nell’alimentazione, queste caratteristiche vengono usate per il trattamento di
condizioni cliniche particolari, quali I’anoressia e la cachessia, molto diffuse in pazienti affetti
da neoplasie maligne o AIDS (Cota et al., 2003; Devane et al., 1992; Kirkham, 2003; Matias
& Di Marzo, 2007a; Pagotto et al., 2006) e per il trattamento di nausea e vomito associati alla
chemioterapia (FraguasSdnchez & Torres-Sudrez, 2018). Ad esempio, uno studio del 2017 ha
evidenziato che 1’utilizzo di agonisti naturali o sintetici dei CBR1 porta a una riduzione della
perdita di peso corporeo in ratti con anoressia nervosa (Scherma et al., 2017). A conferma di
cio, I’inibizione dei recettori CBR1 potrebbe rappresentare un approccio importante per ridurre
I’assunzione di cibo in altre condizioni cliniche particolari come I’obesita (Després, 2007).

Per questo motivo, si ipotizza che tale stato possa favorire una disregolazione del sistema
DAergico e di quello endocannabinoide; e questo ¢ evidente anche nell’origine di alcuni
disturbi alimentari come 1’obesita in quanto alcuni studi hanno mostrato in questi casi una
possibile compromissione del sistema endocannabinoide (Scherma et al., 2014) e delle vie
DAergiche che regolano 1 sistemi neuronali associati alla sensibilita, al condizionamento e al

controllo della ricompensa (Volkow et al., 2011).
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