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1 Prefazione 

Il consumo di sostanze psicotrope rappresenta una pratica assai diffusa in tutti gli 

strati sociali della società moderna, spesso sfocia in fenomeni come quello 

dell’addiction che a tutt’oggi rappresenta una delle principali cause dell’insorgenza 

di disordini multifattoriali, specialmente nei paesi occidentali (UNODC, 2017), e 

per questo risulta bersaglio di numerose azioni di contrasto attuate a più livelli da 

parte delle autorit{. Le politiche di prevenzione e di disincentivazione all’uso di 

sostanze d’abuso implementate costantemente da paesi come l’Unione Europea e 

gli Stati Uniti d’America, hanno portato negli ultimi 20 anni a un continuo trend di 

diminuzione del consumo di sostanze come alcol e tabacco fra i giovani, tuttavia il 

consumo della cannabis si è mantenuto a livelli più stabili e attualmente risulta 

essere la sostanza d’abuso illegale maggiormente utilizzata a livello mondiale. In 

Europa si stima che circa 87,7 milioni di persone comprese fra i 15 e i 64 anni (il 

26,3 % della popolazione europea in questa fascia d’et{) abbiano assunto cannabis 

almeno una volta nella vita, e all’interno di questo campione circa 10 milioni di 

ragazzi compresi tra i 15 e i 24 anni (ovvero il 17,7 % della popolazione in questa 

fascia d’et{) hanno fatto uso di cannabis nell’ultimo anno (EMCDDA, 2017). È noto 

infatti che molto spesso il primo approccio all’uso della cannabis avviene in et{ 

adolescenziale, infatti da un indagine condotta in 23 paesi europei, il 10% di un 

campione di ragazzi compresi tra i 15 e i 16 anni aveva dichiarato di aver assunto 

cannabis nell’ultimo mese dall’intervista (ESPAD, 2015). Sebbene in quantit{ 

notevolmente inferiori rispetto alla cannabis, anche la cocaina risulta ampiamente 

diffusa e rappresenta la seconda sostanza d’abuso illegale maggiormente utilizzata. 

In Europa i dati indicano che nella fascia d’et{ compresa tra i 15 e i 64 anni, sono 

circa 17,5 milioni le persone che hanno utilizzato la cocaina almeno una volta nella 

vita (pari al 5,2 % della popolazione totale compresa in questa fascia d’et{) e circa 

2,3 milioni di ragazzi compresi fra i 15 e i 34 anni (l’1,9 % in questa fascia d’et{) 

hanno usato cocaina nell’ultimo anno (EMCDDA, 2017). 

I comportamenti di assunzione delle sostanze stupefacenti seguono diversi 

modelli, che possono susseguirsi cronologicamente e che vanno dall’assunzione 

sporadica e occasionale all’assunzione abituale, sfociando poi nella tossicomania e 
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nella dipendenza. I contesti in cui si attuano tali comportamenti si connotano come 

rituali sociali, infatti specialmente per gli adolescenti, l’uso di sostanze viene 

frequentemente associato a momenti di divertimento e di socializzazione, si 

ricercano quelle sensazioni di sicurezza e disinibizione e molto spesso la sostanza 

costituisce il mezzo più sicuro per ottenere accettazione all’interno del gruppo. 

Spesso l’abuso non si limita a una sola sostanza, infatti è molto diffusa la pratica 

della combinazione, anche contemporanea, di più sostanze e tale fenomeno di 

poliassunzione è molto frequente tra gli adolescenti. Da un’indagine condotta nel 

2010 in Italia dal Dipartimento Politiche Antidroga (DPA, 2010) è emerso che fra i 

ragazzi della fascia di età compresa tra i 15 e i 19 anni, il 22,3 % aveva già 

sperimentato l’uso di cannabis, di questi la quasi totalit{ aveva associato alla 

sostanza l’alcol e/o il tabacco e il 16,6 % aveva associato l’uso di cocaina. Inoltre 

nei soggetti che avevano riferito di aver fatto uso di cocaina nell’ultimo anno (il 2,9 

%) la percentuale di coloro che avevano associato l’uso della cannabis era del 96 % 

(DPA, 2010). La pratica del policonsumo viene considerata come un incremento 

del rischio per la salute dell’utilizzatore per via degli effetti che scaturiscono 

dall’interazione di più sostanze e inoltre si inserisce in un quadro più ampio che è 

quello della teoria del passaggio da una droga all’altra nella quale può ricoprire un 

ruolo importante il potenziale intrinseco di una sostanza di funzionare da ponte 

per l’uso di altre sostanze. Questi concetti rappresentano il perno sulla quale si 

profila la gateway hypothesis, che sulla base di numerose evidenze 

epidemiologiche, descrive uno schema regolare di progressività nel consumo di 

sostanze d’abuso negli adolescenti, che segna il passaggio da quelle lecite a quelle 

illecite (Kandel, 2002; Kandel e Faust, 1975). La cannabis ricopre una posizione 

centrale nei presupposti dell’ipotesi poiché considerata sostanza di passaggio 

dall’uso di alcol e tabacco al consumo di ulteriori droghe illecite come gli 

psicostimolanti, e l’adolescenza costituisce il substrato principale sul quale si 

dipana l’intera concettualit{ della gateway hypothesis. Infatti in un contesto come 

quello dell’abuso di sostanze, l’adolescenza ricopre una notevole importanza 

perché rappresenta un delicato periodo di riprogrammazione biologica che sfocia 

in processi evolutivi di maturazione somatica e cerebrale. Durante tale fase di 

sviluppo il sistema nervoso centrale subisce un generale rimodellamento 
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funzionale che implementa una ridefinizione dei circuiti cerebrali (Bossong e 

Niesink, 2010; Cohen-Cory, 2002; Katz e Shatz, 1996; Luna, 2009; McDowell, 

2010). Il sistema endocannabinoide risulta profondamente coinvolto in questi 

processi di sviluppo e come tale subisce importanti cambiamenti, infatti si 

verificano significative fluttuazioni transitorie nei livelli degli endocannabinoidi 

così come nell’espressione dei recettori cannabinoidi in numerose aree cerebrali, 

alcune delle quali rappresentano punti cardine per i processi di ricompensa e 

cognitivi come il nucleo accumbens (NAc) e la corteccia prefrontale (PFC) (Ellgren 

et al., 2008; Rodriguez de Fonseca et al., 1993). Alla luce di queste evidenze è 

comprensibile come l’ambiente esterno e l’esposizione a determinate sostanze, 

come la cannabis e la cocaina, possano interferire nel sistema nervoso centrale 

adolescenziale perturbandone gli equilibri della delicata fase transitoria e creando 

delle alterazioni a breve e a lungo termine, che possono ripercuotersi su sistemi 

come quello del piacere e della ricompensa e potrebbero dunque essere alla base 

di un aumento della vulnerabilit{ all’abuso di altre sostanze.  

L’approccio all’uso di sostanze psicotrope come la cannabis e la cocaina costituisce 

un comportamento che può essere influenzato da numerose variabili tutte 

equamente influenti e correlate fra loro: la personalità di un soggetto è 

fondamentale per esempio nel momento in cui l’interesse personale spinge verso 

la sperimentazione del nuovo; la predisposizione genetica e neurobiologica 

risultano cruciali nella generazione delle sensazioni e nella risposta agli effetti 

delle sostanze; il contesto socio-ambientale come la famiglia, la scuola, le abitudini 

e le frequentazioni in generale, sono importanti perché possono portare a 

situazioni di familiarit{ con le sostanze d’abuso così come di facilit{ nella 

reperibilit{ e di propensione all’utilizzo. Per cui cercare di capire i meccanismi che 

sottendono la vulnerabilit{ all’uso di queste sostanze è un compito assai complesso 

e rappresenta una sfida importante per contrastare il fenomeno della dipendenza, 

e in tale quadro, lo studio degli effetti e dei cambiamenti associati all’uso di 

cannabis in adolescenza possono portare alla comprensione dell’eventuale 

causalit{ alla base del passaggio all’abuso di altre sostanze.
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2 Adolescenza e sviluppo cerebrale 

 

Il periodo dell’adolescenza può essere considerato da un punto di vista sociale 

come la fase di transizione che segna il passaggio dallo status di bambino a quella 

di adulto, durante la quale si susseguono processi evolutivi di natura biologica e 

psicologica. L’OMS definisce l’adolescenza come il periodo della vita di un 

individuo che comincia con i primi segni di maturazione puberale e termina con 

l’arresto dell’accrescimento somatico, collocabile nella finestra temporale che va 

dai 12-14 ai 18-20 anni di età. In questa delicata fase i processi di maturazione 

cerebrale subiscono un forte impulso e dirigono la crescita e i cambiamenti 

dell’individuo. È noto come gli adolescenti siano meno capaci rispetto agli adulti di 

definire i propri obiettivi e di valutare le proprie decisioni (Byrnes, 2002), 

sperimentano forti sensazioni ed elevati stati emozionali che associati a 

un’immatura capacit{ di giudizio e consapevolezza possono portare all’attuazione 

di comportamenti impulsivi, potenzialmente pericolosi o borderline, per i quali 

l’adolescente non coglie appieno le reali conseguenze (Benthin et al., 1993), 

aumentando dunque la vulnerabilità alle situazioni a rischio come per esempio 

l’abuso di sostanze stupefacenti (Fried e Reppucci, 2001; Martin et al., 2002; 

Patton et al., 2004). Alla base di questi fenomeni vi è una differenza nelle 

tempistiche di maturazione e di sviluppo di diverse aree cerebrali, infatti le regioni 

che controllano le funzioni primarie come i sistemi motori e sensoriali sono le 

prime a maturare, mentre le aree deputate alle funzioni più avanzate, come il 

controllo dell’orientamento spaziale, il linguaggio e il ragionamento, maturano 

successivamente, in tarda adolescenza (Gogtay et al., 2004; Sowell et al., 2004). 

Aree quali la corteccia frontale e prefrontale, che sono associate alle funzioni 

sociali, alla razionalità e alla cognitività, e che controllano le risposte sensoriali ed 

emozionali, si sviluppano appieno intorno al venticinquesimo anno di età (Casey et 

al., 1997; Lenrott et al., 2009), mentre le regioni appartenenti al sistema limbico, 

implicate nell’emotivit{ e nell’impulsivit{, si sviluppano più precocemente (Giedd 

et al., 1999). La differenza temporale nello sviluppo di queste specifiche aree 
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appare significativa per la condizione adolescenziale poiché la maturazione della 

corteccia prefrontale consente un graduale aumento del controllo del sistema 

limbico che comporta un miglioramento dei processi inibitori, di elaborazione 

affettiva e in generale di maturazione dell’adolescente (Casey et al., 2005; Casey et 

al., 2008).  

La maturazione del cervello è strettamente correlata alla densità della materia 

grigia che lo compone, infatti durante tutto l’arco della vita i neuroni subiscono un 

rimodellamento funzionale, di natura strutturale e quantitativa, che si traduce 

nella riduzione della materia grigia stessa. Fin dai primi anni di vita si ha un 

aumento graduale della densità di sostanza grigia che raggiunge un plateau intorno 

ai 12-13 anni, periodo in cui ha inizio l’adolescenza e con essa la graduale 

riduzione di tale densità, a partire dalle aree sottocorticali come il talamo, lo striato 

e il NAc (Huttenlocher, 1990; Sowell et al., 1999), fino alle aree proprie della 

corteccia. Tali cambiamenti avvengono poiché all’inizio dell’adolescenza si ha un 

incremento della sinaptogenesi che aumenta e consolida le connessioni sinaptiche 

neuronali, e successivamente subentra un processo di rimodellamento sinaptico 

noto come pruning sinaptico, che porta alla riduzione e all’eliminazione di quelle 

sinapsi scarsamente utilizzate generando uno sfoltimento funzionale noto col 

concetto di “use it or lose it” (Edelman, 1987). Questo meccanismo, ribattezzato da 

Edelman con l’efficace appellativo di “Darwinismo neurale”, permette di 

conservare quelle connessioni sinaptiche che hanno una maggiore importanza 

fisiologica poiché contraddistinte da una elevata attività, e, in tale maniera, di 

ridefinire e migliorare diversi circuiti cerebrali importanti per l’adulto (Bossong e 

Niesink, 2010; Cohen-Cory, 2002; Katz e Shatz, 1996; Luna, 2009; McDowell, 2010; 

Whitford et al., 2007). Tuttavia, sebbene in questa fase l’eliminazione delle 

connessioni sia direttamente e positivamente correlata alla maturazione del 

cervello, i meccanismi di neurogenesi e di sinaptogenesi non si arrestano 

totalmente, bensì proseguono in determinate aree per l’intero arco della vita di un 

individuo. La fase di rimodellamento della sostanza grigia durante l’adolescenza 

avviene in concomitanza con un aumento della sostanza bianca del cervello dovuta 

a un aumento della mielinizzazione delle fibre neurali, le quali acquisiscono una 
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maggiore integrità e funzionalità nella conduzione dei segnali (Jernigan e Gamst, 

2005; Hüppi e Dubois, 2006).  

 

2.1 Alterazioni del normale sviluppo cerebrale 

Alla luce dei fenomeni appena descritti si evince come l’ambiente esterno e gli 

stimoli a esso associati, per esempio l’educazione, le esperienze vissute, ma anche 

l’esposizione a determinate sostanze, possano interferire con i processi di 

rimodellamento cerebrale influenzando così la direzione e il grado di attivazione 

dei circuiti cerebrali e in generale alterando la maturazione cerebrale. Per esempio 

l’interazione sociale e affettiva risulta estremamente importante in adolescenza, 

infatti è emerso da alcuni studi come una deprivazione socio-emozionale 

riscontrabile in bambini rimasti orfani e istituzionalizzati in orfanotrofi sia 

connessa a una maggiore prevalenza di disturbi psichiatrici rispetto a bambini 

cresciuti in famiglia (Pluye et al., 2001; Zeanah et al., 2009), disturbi che risultano 

correlati per altro ad alterazioni morfologiche cerebrali (Eluvathingal et al., 2006). 

L’influenza dell’ambiente esterno associato alla tendenza all’attuazione di 

comportamenti impulsivi e a una scarsa consapevolezza del pericolo pongono 

l’adolescente in una condizione di vulnerabilit{ nei confronti delle dipendenze 

(Chambers et al., 2003) come dimostrato da studi epidemiologici che hanno 

evidenziato un aumentato rischio all’abuso di sostanze durante il periodo 

dell’adolescenza (Fried e Reppucci, 2001; Martin et al., 2002; Patton et al., 2004; 

Trad, 1994). Queste evidenze trovano una spiegazione in quello che rappresenta il 

quadro neurobiologico tipico dell’adolescente: l’azione del sistema limbico che 

media l’emotivit{ e spinge gli impulsi, e in particolare l’aumento dell’attivit{ del 

NAc (Kuhnen e Knutson, 2005; Matthews et al., 2004; Montague e Berns, 2002), la 

quale risulta assai marcata negli adolescenti rispetto ai bambini e agli adulti (Ernst 

et al., 2005; Galvan et al., 2006), coerentemente con quanto osservato anche in 

modelli di roditori (Laviola et al., 2003), suggeriscono una spiccata attivazione dei 

meccanismi di ricompensa che aumenterebbero il comportamento di assunzione di 

sostanze d’abuso. 
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L’esposizione a tali sostanze, come la cannabis, genera delle sovrastimolazioni dei 

sistemi endogeni come quello endocannabinoide, che ne alterano il delicato ruolo 

regolatorio, specialmente durante l’adolescenza, e che possono sfociare in 

modificazioni funzionali che impattano negativamente sullo sviluppo psicofisico.
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3 La gateway hypothesis 

 

Negli anni 70 Denise Kandel, partendo da uno studio epidemiologico sull’utilizzo 

delle droghe in età adolescenziale (Kandel, 1975), descrisse per la prima volta uno 

specifico schema di consumo di sostanze d’abuso che prevedeva una progressione 

dell’uso di varie sostanze, da quelle lecite a quelle illecite, e che chiamò gateway 

hypothesis. La studiosa osservò che il primo approccio al consumo riguardava 

sempre le sostanze legali (alcol e tabacco), e questo primo stadio era fondamentale 

nella successione dalla condizione di non uso a quella dell’uso di sostanze illegali, 

infatti una progressione diretta in tal senso risultava altamente improbabile. 

Inoltre la cannabis figurava come un intermedio cruciale nel passaggio dalle 

sostanze legali a quelle illegali. Per cui la regolare sequenza di fasi descritta 

dall’ipotesi prevedeva che l’uso di alcol e sigarette molto spesso precedesse l’uso 

della cannabis il quale a sua volta insorgeva prima dell’approccio ad altre droghe 

illegali come psichedelici, cocaina ed eroina. I molti studi che da allora hanno 

affrontato la tematica dell’abuso di sostanze nell’ottica dell’evolutivit{ prevista 

dall’ipotesi, hanno contribuito al consolidamento di due principali concetti: il 

concetto di sequenza che fissa il rapporto fra due sostanze, dove il consumo di una 

sostanza A precede sempre il consumo di un’altra sostanza B, e il concetto di 

associazione, per il quale il consumo di una sostanza A molto spesso aumenta la 

probabilità di iniziare il consumo di una seconda sostanza B (Collins, 2002).  

Il comportamento di consumo di sostanze psicoattive può seguire diversi modelli 

che possono susseguirsi temporalmente creando un continuo evolutivo dell’abuso: 

si parte dalla prima esperienza dell’uso di una sostanza che può rimanere isolata 

oppure può ripetersi più volte creando una condizione di sperimentazione iniziale. 

Lo sperimentatore iniziale può proseguire con il comportamento di abuso in 

maniera saltuaria diventando consumatore occasionale, e questa sembra essere la 

fase più importante per l’inizio della poliassunzione di sostanze. Da questa fase si 

può passare a una fase di consumatore abituale, permanente, e tale condizione può 
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sfociare in fenomeni di dipendenza e tossicomania gravi. Questa sequenza 

generalistica è influenzata da numerose variabili e fattori, infatti la soggettività 

genetica e neuropsicologica di un individuo, la predisposizione a comportamenti 

rischiosi e alla sperimentazione, l’et{, il contesto ambientale sia sociale che 

familiare possono tutti concorrere all’evoluzione del comportamento di abuso così 

come alla determinazione del potenziale intrinseco di una sostanza di diventare 

gateway. 

Dunque per definire una sostanza gateway bisogna considerare dei criteri e delle 

condizioni che correlano con la sostanza stessa (Zermiani e Serpelloni, 2011): 

- la sostanza deve possedere proprietà psicoattive; 

- deve avere un alto grado di attrattività intrinseca, ovvero già prima del suo 

utilizzo deve essere percepita come fonte di piacere e gratificazione per lo 

sperimentatore; 

- la sua assunzione deve far scaturire sensazioni di piacere e di gratificazione, deve 

dunque produrre un rinforzo positivo in grado di creare una traccia mnesica; 

- le diverse sostanze possono essere considerate potenzialmente gateway 

esclusivamente in relazione alle caratteristiche soggettive dello sperimentatore e 

al contesto ambientale in cui esso vive; 

- la sostanza deve avere il potenziale di spingere l’utilizzatore alla ricerca di altre 

sostanze, innescando dunque un comportamento tendente al consolidamento o 

all’abitudinariet{ del consumo; 

- la sostanza deve essere stata classificata come sostanza di primo uso negli studi 

di prevalenza, nelle persone in trattamento per tossicodipendenza; 

- si deve attestare la presenza di studi longitudinali di coorte che dimostrino 

l’evolutivit{ di alcuni soggetti vulnerabili, dall’inizio dell’uso della sostanza in età 

precoce all’uso di altre sostanze come eroina e cocaina; 

- lo sperimentatore deve possedere un’elevata attitudine al rischio correlata 

all’attrazione per l’uso delle sostanze d’abuso, alcol e tabacco compresi. 

Fin dalla sua formulazione, la gateway hypothesis e il relativo concetto di sequenza 

di fasi sono stati ampiamente documentati in un grande numero di studi 

epidemiologici provenienti da diverse parti del mondo, nondimeno, diversi 

studiosi hanno mostrato un minor consenso con la regolarità degli schemi 
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comportamentali proposti nell’ipotesi (Golub e Johnson, 1994; Hall e Lynskey, 

2005). Per esempio il nesso riscontrato nell’associazione dell’utilizzo di due o più 

sostanze potrebbe essere spiegato con il fatto che le stesse possono essere 

disponibili contemporaneamente nello stesso mercato nero, per cui il consumatore 

di cannabis avrebbe più facilità di trovare anche altre droghe rispetto a un non 

consumatore. Più in generale il consumo di una determinata sostanza 

aumenterebbe per questioni ambientali le opportunità di esposizione ad altre 

sostanze, come dimostrato in uno studio di Wagner e Antony (2002). 

Tuttavia tali aspetti, insieme alle variabili che influenzano il comportamento 

evolutivo dell’abuso, hanno l’effetto di elevare la complessit{ degli studi 

epidemiologici che porta a un aumento dell’accuratezza nelle loro analisi, infatti 

sono sempre di più i gruppi di ricerca che proseguono il loro lavoro di indagine 

sulla gateway hypothesis, a dimostrazione della considerevole rilevanza scientifica 

nonché sociale e politica che essa riveste, specialmente nelle società occidentali. 

Come riportato in precedenza, la cannabis è considerata una delle principali 

sostanze gateway e ricopre una posizione centrale nella successione delle sostanze 

d’abuso: viene utilizzata prima delle altre droghe definite pesanti, e il suo uso 

aumenta la probabilità di utilizzare le altre droghe illecite. Il suo consumo è 

largamente diffuso e il primo approccio alla sostanza generalmente avviene in età 

precoce. Gli effetti mediati dalla cannabis sono collegati all’attivazione dei recettori 

cannabinoidergici e in generale alla stimolazione del sistema endocannabinoide, il 

quale risulta importante per la modulazione di numerosi processi fisiologici sia a 

livello periferico che centrale e influisce in processi di omeostasi e di sviluppo, 

specialmente in periodi critici come quello dell’adolescenza. 
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4 Cannabis e sistema endocannabinoide 

 

La Cannabis sativa, facente parte della famiglia delle Cannabacee (Cronquist et al., 

1981), è una pianta dioica, di natura erbacea annuale, originaria di alcune regioni 

dell’Asia meridionale e occidentale. La sua diffusione, che ha dapprima interessato 

l’intero continente asiatico e successivamente quello europeo e americano, è 

ascrivibile all’uomo che a partire da diversi millenni a.C. ha scoperto e sfruttato le 

numerose peculiarità della  pianta per usi medici, religiosi, artigianali e sociali 

(Abel et al., 1980), incluso l’uso ricreativo correlato all’effetto psicotropo che la 

rende tutt’oggi lo stupefacente maggiormente assunto nei paesi occidentali. 

Sebbene la Cannabis sativa rappresenti l’unica specie riconosciuta del genere 

Cannabis, in base ad alcune caratteristiche qualitative i botanici descrivono diverse 

tipologie di cannabis oltre alla Sativa: la Cannabis indica e la Cannabis ruderalis. 

Tale diversità è al centro del dibattito riguardante la classificazione di queste 

varianti che talvolta vengono proposte come specie, oppure come sottospecie o 

semplici varietà appartenenti alla stessa specie (Hilling e Mahlberg, 2004).  

Dalle analisi chimiche finora effettuate è emerso come la cannabis contenga oltre 

500 differenti composti appartenenti a diverse classi chimiche ampiamente diffuse 

nel regno vegetale come terpenoidi, idrocarburi, composti azotati, acidi grassi e 

carboidrati (ElSohly, 2007). È inoltre presente un gruppo di molecole cannabinoidi 

esclusive del genere Cannabis note come fitocannabinoidi, che racchiude al suo 

interno alcune delle sostanze responsabili degli effetti psicoattivi della pianta e dei 

suoi preparati. Il gruppo dei fitocannabinoidi comprende 120 differenti composti 

contenenti ciascuna 21 atomi di carbonio e appartenenti alla classe chimica dei 

terpenofenoli (ElSholy e Slade, 2005; ElSholy et al., 2017), che in base a differenze 

di natura strutturale si suddividono a loro volta in 10 sottoclassi tra le quali 

ricoprono maggior risalto il tipo cannabigerolo (CBG), primo fitocannabinoide 

identificato (Mechoulam e Gaoni, 1965a), il tipo cannabicromene, il tipo 

cannabidiolo (CBD), presente in concentrazioni elevate, insieme al suo acido CBDA, 
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nella cannabis utilizzata per la produzione di fibre tessili, e importante per l’azione 

di neuroprotezione a livello centrale correlata all’assenza di attività psicoattiva 

(per una revisione vedere McPartland et al., 2014), e ancora il tipo delta-9 

tetraidrocannabinolo (Δ9THC), il principale componente psicoattivo dei 

fitocannabinoidi isolato già negli anni 40 ma descritto nella sua composizione 

strutturale solo più tardi da Mechoulam e Gaoni (1965b). 

La percentuale di Δ9THC (così come degli altri fitocannabinoidi) presente nella 

cannabis risulta estremamente variabile soprattutto in relazione ad aspetti quali 

varietà, sesso e habitat di coltivazione della pianta, e tali variabili quantitative si 

riscontrano anche nelle diverse tipologie dei preparati per il consumo umano. 

Marijuana è il termine più diffuso col quale si identifica l’infiorescenza femminile 

della cannabis in seguito a trattamento di essiccamento, mentre hashish è la 

definizione più comune per il preparato di resina della cannabis. Il contenuto 

medio di Δ9THC rilevato dai più recenti controlli effettuati dalla polizia italiana si 

aggira intorno al 10 % per entrambi i prodotti, con picchi massimi che arrivano 

fino al 26 % per la marijuana e al 35 % per l’hashish (Relazione Annuale al 

Parlamento, 2016). La cannabis liquida, il terzo dei preparati più diffusi anche noto 

come olio di hashish, è un estratto liquido di materiale erboso e resinoso della 

cannabis che raggiunge le concentrazioni di THC più elevate fra le droghe derivate, 

con picchi che arrivano fino al 60 % (UNODC, Drug Prices Report 2017). La più 

comune modalità di assunzione relativa a tutti i preparati che si ottengono dai 

derivati della cannabis è quella mediante inalazione del fumo generato dalla loro 

combustione, meno frequenti invece l’ingestione di cibi addizionati e l’inalazione 

dei gas ottenuti tramite vaporizzazione. Gli effetti psichici in acuto insorgono 

qualche minuto dopo l’assunzione, fatta eccezione nei casi di ingestione per i quali 

sopraggiungono più tardivamente, e tra i più comuni, anche in relazione alle 

caratteristiche psicofisiche soggettive del consumatore e alle quantità assunte, vi 

sono sensazioni di euforia, rilassamento, ilarità, alterate percezioni sensoriali e 

temporale, associati alla riduzione delle capacità attentive e di coordinazione 

motoria con rallentamento dei tempi di reazione. Sono frequenti anche i casi nei 

quali subentrano effetti deleteri che portano a stati d’ansia, disforia, attacchi di 

panico, sfiducia, ritiro sociale fino a sfociare nei casi più gravi a manifestazioni di 
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psicosi acute, allucinazioni, parestesie e tremori, convulsioni e perdita di coscienza 

(Tait et al, 2016; DSM V). Generalmente le sensazioni positive spingono 

l’utilizzatore a un uso ripetitivo e prolungato della cannabis che, contrariamente al 

pensiero diffuso, può provocare disturbi da abuso (Hasin et al., 2015) che possono 

degenerare in veri e propri stati di dipendenza e sindromi d’astinenza a essa 

connesse (Budney e Huges, 2006). 

 

4.1 Il sistema endocannabinoide 

Lo studio dei meccanismi che sono alla base degli effetti associati all’azione dei 

fitocannabinoidi ha portato alla scoperta di un complesso sistema biologico di 

comunicazione cellulare che oggi è conosciuto come il sistema endocannabinoide. 

Esso è costituito da specifici recettori detti recettori cannabinoidi (CB), da 

composti di natura lipidica i quali fungono da ligandi endogeni e da una serie di 

meccanismi proteici che regolano finemente la sintesi, il trasporto e la 

degradazione di questi ligandi. Il sistema endocannabinoide ricopre una rilevante 

importanza dal punto di vista biologico poiché regola numerosissimi processi 

fisiologici come il controllo motorio, la regolazione dell’omeostasi, l’alimentazione, 

le funzioni cognitive superiori, la percezione del dolore, le funzioni sessuali, la 

neuroprotezione, il sistema immunitario e le funzioni endocrine (Ameri, 1999; 

Correa et al., 2005; Di Marzo et al., 1998; Van der Stelt e Di Marzo, 2005; Wang et 

al., 2006).  

 

4.2 I recettori cannabinoidi 

I recettori cannabinoidi (CB) appartengono alla famiglia dei recettori 

metabotropici accoppiati a proteina G (GPCR), caratterizzati da una struttura 

aminoacidica che forma un’unica catena il cui terminale amminico si affaccia nella 

porzione extracellulare e il terminale carbossilico si protrude sulla faccia interna 

della membrana citoplasmatica, e ordinata in sette domini α-elica 

transmembranali connessi da 3 segmenti loop extracellulari, i quali insieme al 

terminale amminico compongono importanti siti di glicosilazione e di interazione 
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con i ligandi, e 3 intracellulari che ospitano siti regolatori che fungono da sede di 

interazione con le subunità delle proteine G. Sono noti due sottotipi di recettori CB: 

di tipo 1 (CB1) e di tipo 2 (CB2).  

I recettori CB1 furono caratterizzati come sito di legame per i cannabinoidi la 

prima volta nel 1988 da Devane e colleghi (Devane et al., 1988) e pochi anni più 

tardi furono clonati e dunque descritti nella loro struttura sia nel ratto (Matsuda et 

al., 1990) che nell’uomo (Gérard et al., 1991). Tali recettori sono ampiamente 

distribuiti in gran parte del sistema nervoso centrale, infatti risultano i GPCR più 

abbondanti nel cervello dei mammiferi (Turu e Hunyady, 2010), e tramite studi 

autoradiografici, immunoistochimici e di ibridizzazione in situ sono state definite 

con precisione numerose aree cerebrali con elevata espressione come il bulbo 

olfattivo, il cervelletto, l’ippocampo, i gangli della base, corteccia, amigdala e 

ipotalamo (Biegon e Kerman, 2001; Herkenham et al., 1990; Pettit et al., 1998; 

Mailleux et al., 1992). Sebbene recentemente i CB1 siano stati localizzati anche su 

cellule non neuronali come gli astrociti e su cellule neuronali in sede postsinaptica 

(Oliveira et al., 2016; Hohmann et al., 1999), la loro dislocazione cellulare riguarda 

prevalentemente le aree presinaptiche dei neuroni, compatibilmente con l’attivit{ 

neuromodulatoria della trasmissione tipica di questi recettori. Inoltre essi 

risultano espressi anche a livello del sistema nervoso periferico e in numerosi 

tessuti e organi nei mammiferi come il sistema immunitario, l’intestino, alcune 

ghiandole endocrine, il cuore, il sistema riproduttivo, il midollo osseo e le tonsille 

(Alger, 2001; Fonseca et al., 2009; Iannotti et al., 2013; Iannotti et al., 2014; Matias 

e Di Marzo, 2006; Talwar e Potluri, 2011). I recettori CB1 sono in grado di formare 

sia strutture omodimeriche che eterodimeriche con altri recettori GPCR (Turu e 

Hunyady, 2010), ed espletano la loro attività principalmente mediante interazione 

e attivazione delle proteine Gi/o a essi associate, le quali, per via della loro natura 

inibitoria, inducono una riduzione dell’attivit{ dell’adenilato ciclasi che si traduce 

nella riduzione dei livelli di AMP ciclico (cAMP) così come nel blocco transitorio 

dell’attivazione della protein-chinasi A (PKA) (Felder et al., 1992). Inoltre 

promuovono ulteriori effetti quali l’attivazione della via delle MAP-chinasi e la 

modulazione di canali ionici come i canali al potassio di tipo A e i canali al calcio di 

tipo N e P/Q (Turu e Hunyady, 2010). Altresì i CB1 possono interagire con 
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tipologie diverse di proteine G, come la Gq/11 e la Gs, le quali potrebbero 

modulare con un meccanismo compensatorio lo stato di eccitabilità cellulare, 

caratterizzando un’attivit{ bifasica dei recettori CB1 (Ligresti et al., 2016).  

In linea con i molteplici meccanismi d’azione mediati e con una così diffusa 

localizzazione i recettori CB1 sono responsabili della modulazione di numerosi 

processi fisiologici, come la coordinazione motoria e il movimento, l’attenzione e le 

funzioni cognitive complesse tra le quali l’apprendimento, la memoria e le 

emozioni, la modulazione del dolore, il metabolismo energetico e il 

comportamento alimentare (Ameri, 1999; Pacher et al., 2006; Pagotto et al., 2006). 

Inoltre è cruciale il suo ruolo nel mantenimento dell’omeostasi sia centrale che 

periferica (Iannotti et al., 2016; Ravinet et al., 2004). 

I recettori CB2, scoperti nel 1993 da Munro e colleghi, sebbene siano accomunati ai 

CB1 da omologie di natura strutturale e, per alcuni aspetti, di trasduzione del 

segnale, sono caratterizzati da una diversa distribuzione, infatti presentano 

un’elevata e diffusa localizzazione a livello periferico e una estesa seppur bassa 

espressione a livello di tutto il sistema nervoso centrale (Onaivi et al., 2006), 

prevalentemente in alcune tipologie specifiche di neuroni, nella microglia e negli 

astrociti (Demuth e Molleman, 2006; Stella, 2010). Perifericamente i CB2 risultano 

abbondantemente espressi nelle cellule del sistema immunitario come monociti, 

macrofagi, linfociti B e T, nelle quali partecipano all’induzione del rilascio di 

citochine proinfiammatorie (klein et al., 2003) e modulano il rilascio di fattori 

angiogenici e linfoangiogenici (Staiano et al., 2015). Tali recettori espletano una 

modulazione della risposta immunitaria anche in altre sedi correlate al sistema 

immunitario nelle quali vengono espressi come la milza, le tonsille, il timo, il 

tessuto osseo ematopoietico e i cheratinociti (Galiègue et al., 1995; Petrosino et al., 

2010). La loro presenza é inoltre stata osservata anche a livello del pancreas e 

dell’apparato gastrointestinale (Galli et al., 2011). Anche i CB2, come i CB1, 

espletano la loro azione mediante attivazione di proteine Gi e Go, e dunque 

controllano i livelli di cAMP e l’azione di canali al calcio voltaggio dipendenti 

(Demuth e Molleman, 2006; Jin et al., 2004). Sebbene gli effetti associati 

all’attivazione dei CB2 a livello del SNC non siano ancora chiari, è stato ipotizzato 
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un loro coinvolgimento nei disturbi del comportamento e nel consumo di sostanze 

d’abuso (Atwood e Mackie, 2010; Xi et al, 2011). 

Le scoperte legate alla consistente mole di studi svolti dal momento della loro 

scoperta fino ai nostri giorni identificano i recettori CB1 e CB2 come principali 

mediatori degli effetti fisiologici legati al sistema endocannabinoide, sebbene negli 

ultimi anni sia stata avanzata la proposta, corroborata da evidenze crescenti, che 

anche altri recettori diversi dai recettori CB contribuissero alla modulazione della 

fisiologia endocannabinoidergica. Infatti è stato candidato come recettore 

cannabinoide un recettore fino a poco tempo fa definito “orfano” (per via della 

mancanza di associazione a un ligando endogeno), il GPR55 (Lauckner et al., 2008; 

Ryberg et al., 2007). Appartenente anch’esso alla grande famiglia dei GPCRs, il 

GPR55 è espresso in varie aree del SNC (Wu et al., 2013) così come a livello 

periferico (Ryberg et al., 2007) ed è implicato in processi del metabolismo lipidico 

e delle funzioni vascolari (Backer et al., 2006). Il suo ligando endogeno è stato 

identificato nel lisofosfatidilinositolo (Oka et al., 2007), ma tale recettore sembra 

essere attivato anche dal Δ9THC così come da alcuni agonisti sintetici inversi del 

recettore CB1, e la trasduzione del segnale a esso legata genera numerosi di effetti 

fisiologici come il rilascio di ioni Ca2+, la modulazione di alcune proteine chinasi e 

l’aumento dell’espressione di diversi fattori di trascrizione (Pertwee, 2007). 

Il recettore canale TRPV1 (transient receptor potential vanilloid type-1), 

conosciuto come il recettore per la capsaicina, è legato a numerosi meccanismi 

fisiologici a livello centrale e periferico e rappresenta un altro recettore 

potenzialmente interconnesso al sistema cannabinoide, poiché tra le molecole che 

presentano affinità di legame verso di esso vi sono anche alcuni fitocannabinoidi 

ed endocannabinoidi (Iannotti et al., 2014). 
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Figura 1. Rappresentazione della struttura molecolare dei recettori CB1 e CB2. 

 

4.3 Endocannabinoidi 

La scoperta dei recettori CB, sospinta dalle numerose ricerche volte alla 

comprensione del meccanismo d’azione della cannabis, ebbe da subito suscitato un 

forte interesse della comunità scientifica nei confronti di quelle molecole THC-

simili che dovevano essere i ligandi endogeni dei nuovi recettori, e tale spinta 

portò Devane e colleghi gi{ nel 1992, all’isolamento, a partire da estratti di cervello 

porcino, di una molecola di natura lipidica identificata come amide dell’acido 

arachidonico (N-arachidonoiletanolamide), successivamente chiamata 

anandamide (AEA) dal sancrito “ananda” (che significa stato di grazia o 

beatitudine), la quale mostrava un elevata affinità per i recettori CB ed era in grado 

di mimare i principali effetti comportamentali indotti dal Δ9THC (Devane et al., 

1992). Qualche anno più tardi Mechoulam dall’intestino di cane e Sugiura dal 

cervello di ratto isolarono quello che fu da subito considerato il secondo ligando 

endogeno, anch’esso di natura lipidica, che prese il nome di 2-arachidonoilglicerolo 

(2-AG) (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995). Con l’identificazione dei 

primi due ligandi endogeni nacque dunque la classe dei cannabinoidi endogeni o 
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endocannabinoidi. Oggi sappiamo che tale classe annovera al suo interno anche 

altri composti scoperti all’inizio del nuovo millennio, come il 2-

arachidonoilgliceriletere (2-AGE o noladin-etere), l’O-arachidonoiletanolamina 

(virodamina) e la N-arachidonoildopamina (NADA), tutti in grado di interagire con 

i recettori CB (Hanus et al., 2001; Porter et al., 2002; Huang et al., 2002), sebbene 

AEA e 2-AG rimangano gli endocannabinoidi più importanti. 

Vi sono inoltre delle altre molecole di natura endogena che non vengono 

considerate come endocannabinoidi ma che presentano delle analogie strutturali e 

funzionali con essi che le accostano ai meccanismi biologici del sistema 

endocannabinoide. Infatti tali molecole appartengono alla famiglia delle N-

aciletanolamine (NAE) e risultano congeneri della AEA con la quale condividono 

delle particolarità strutturali e alcune vie metaboliche. Tra le NAE più 

rappresentative troviamo la palmitoiletanolamina (PEA) e l’oleiletanolamina 

(OEA) i cui effetti, compresi quelli di tipo endocannabinoide, non vengono mediati 

direttamente dai recettori CB ma risultano attribuibili all’interazione coi recettori 

attivati dai proliferatori dei perossisomi (PPAR), e a un effetto “entourage” con il 

sistema endocannabinoide stesso (Fu et al., 2003; LoVerme et al., 2005).  
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4.3.1 Metabolismo degli endocannabinoidi 

Gli endocannabinoidi sono considerati a tutti gli effetti neurotrasmettitori, tuttavia 

si differenziano per alcuni aspetti dai neurotrasmettitori classici infatti sebbene 

rispettino i principi peculiari per un neurotrasmettitore, tra i quali la sintesi 

intraneuronale, il rilascio in seguito a stimolazione adeguata, l’attivit{ specifica sul 

bersaglio recettoriale, la ricaptazione e la degradazione, a causa della loro natura 

lipidica non vengono immagazzinati in vescicole e rilasciati tramite meccanismi di 

esocitosi bensì vengono prodotti “on demand”, ovvero all’occorrenza a partire da 

precursori lipidici localizzati sulla membrana plasmatica e subito rilasciati 

(Piomelli, 2003). Inoltre gli endocannabinoidi vengono rilasciati dal terminale 

postsinaptico previi precisi stimoli fisiologici quali la depolarizzazione della 

membrana postsinaptica con conseguente aumento del Ca2+ intracellulare, e 

mediano un azione retrograda di modulazione della sinapsi stessa attraverso 

l’azione sui recettori cannabinoidi posizionati sulla membrana presinaptica 

(Freund et al., 2003). 

 

4.3.2 Biosintesi AEA 

L’anandamide risulta essere un agonista parziale per entrambi i recettori CB, con 

una affinità maggiore per il recettore CB1, e interagisce inoltre con altri recettori 

come i PPAR e i TRPV1 (O‘Sullivan, 2007). La sua biosintesi può seguire due 

diverse vie metaboliche indipendenti tra loro. La prima via si sviluppa a partire 

dall'azione delle fosfolipasi A2 e D che a partire da fosfolipidi di membrana 

generano rispettivamente l'acido arachidonico (AA) e l'etanolamina (Vinod e 

Hungund, 2005). Successivamente queste due molecole subiscono una 

condensazione diretta che porta alla formazione di AEA. Tale reazione di 

condensazione è catalizzata dall'idrolasi delle amidi degli acidi grassi (FAAH), 

enzima peraltro coinvolto anche nella degradazione della stessa AEA (Ueda et al., 

1995). Questa via biosintetica sembrerebbe comunque non avere una rilevanza 

fisiologica a causa delle elevate concentrazioni dei substrati necessarie affinché 

essa possa innescarsi con successo (Okamoto et al., 2007). La seconda via 
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metabolica rappresenta dunque la via principale e si sviluppa in diverse fasi. 

Dapprima, l'attivazione dell'enzima N-acil-transferasi (NAT) ad opera del Ca2+ e del 

cAMP porta al trasferimento di una molecola di acido arachidonico dalla 

fosfatidilcolina alla fosfatidiletanolamina generando così la N-arachidonoil-

fosfatidiletanolamina (NArPE). Successivamente, in relazione alla tipologia di 

precursori disponibili e al tipo di tessuto in cui avviene, tale via può seguire tre 

diverse direzioni: una prima via diretta che porta all'idrolisi di NArPE da parte 

della fosfolipasi NAPE-PLD e che genera una molecola di AEA e una di acido fosfati 

dico (Piomelli, 2003); una seconda via che procede con una doppia deacilazione di 

NArPE ad opera dell'idrolasi ABHD4 che genera prima la liso-NArPE e poi la 

glicerofosfoanandamide, la quale grazie all'azione dell'esterasi GDE1 si scinde in 

AEA e glicerol-P; e infine una terza via che vede in successione la formazione della 

fosfoanandamide a partire dall'idrolisi di NArPE mediata dalla fosfolipasi C (PLC), 

e la defosforilazione di quest'ultima con la generazione di AEA grazie a fosfatasi 

quali SHIP1 o PTPN22 (Piomelli, 2003; Di Marzo, 2011). Evidenze sperimentali 

indicano che ciascuna via sembrerebbe essere funzionale almeno a livello 

cerebrale (Muccioli, 2010; Simon e Cravatt, 2010).  

 

4.3.3 Biosintesi 2AG 

Il 2AG è diffuso a livello periferico ma soprattutto a livello centrale, dove si trova in 

concentrazioni marcatamente più elevate rispetto a AEA, circa 200 volte superiori 

(Piomelli, 2004). Esso si comporta come agonista puro dei recettori CB, per i quali 

mostra un’efficacia superiore a quella del conspecifico AEA (Howlett et al.,2002). 

Anche per 2AG esistono due vie di biosintesi: la principale ha origine a partire da 

precursori fosfolipidici di membrana appartenenti ai sn-arachidonoil-PIP2, i quali 

grazie all’idrolisi catalizzata dall’enzima fosfolipasi Cβ generano l’intermedio 

diacilglicerolo (DAG). DAG a sua volta subisce l’idrolisi dovuta all’azione di due 

enzimi specifici noti come DAGL α e β, dislocati rispettivamente a livello centrale e 

periferico e sensibili alla concentrazione degli ioni Ca2+, che porta alla formazione 

del 2AG (Di Marzo, 2011). L’altra via biosintetica riguarda la fosfolipasi A1 (PLA1), 
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capace di portare alla formazione di un liso fosfolipide che successivamente 

subisce una conversione a 2AG mediante l’azione di una liso-PLC (Piomelli, 2003). 

 

4.3.4 Biosintesi altri endocannabinoidi 

Se per i due endocannabinoidi principali sono note in dettaglio le molteplici vie di 

biosintesi, non si può dire altrettanto per i rimanenti cannabinoidi endogeni. Dai 

pochi dati che si conoscono in letteratura emerge come la sintesi della 

noladinetere sembra non essere legata al metabolismo dei fosfolipidi e risulta 

indipendente dalle concentrazioni citoplasmatiche di Ca2+ (De Petrocellis et al., 

2004). Per quanto riguarda la NADA, dati preliminari indicano una reazione tra la 

dopamina e l’arachidonoil-coenzima A come principale meccanismo di sintesi (De 

Petrocellis et al., 2004). Infine per la virodamina, la cui distribuzione tissutale è 

sovente associata a quella di AEA (Porter et al., 2002), è stata avanzata l’ipotesi 

secondo la quale la sua sintesi possa avvenire mediante una trasformazione della 

N-acetiletanolamina nel suo corrispondente O-acil estere (Markey et al., 2000). 

 

4.3.5 Degradazione degli endocannabinoidi 

L’attivit{ sinaptica modulatoria endocannabinoidergica viene a sua volta regolata 

con la ricaptazione degli endocannabinoidi verso il citoplasma cellulare e la loro 

degradazione mediante idrolisi enzimatica. Sebbene l’attivit{ di ricaptazione sia 

stata ben documentata e misurata nei neuroni e negli astrociti, non altrettanto si 

può dire per i meccanismi che ne sono alla base, infatti a oggi è ancora dibattuta 

l’esistenza o meno di un trasportatore di membrana specifico per gli 

endocannabinoidi (EMT), per cui diverse ipotesi si sono fatte strada. Alla luce delle 

evidenze finora raccolte è stato proposto che la ricaptazione di AEA, così come del 

2AG, possa avvenire con un processo di diffusione semplice, che almeno per AEA 

sembra in qualche modo legata anche all’attivit{ dell’enzima FAAH (Fatty Acid 

Amide Hydrolase), o con processi di diffusione facilitata nel quale EMT 

svolgerebbe un ruolo chiave mediando un trasporto in relazione anche al gradiente 

di concentrazione degli endocannabinoidi (Nicolussi e Gertsch, 2015). Per il 2AG è 
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stato proposto altresì uno specifico meccanismo di trasporto facilitato nel quale 

intervengono dei trasportatori selettivi per questa molecola, che operano 

mediante processi di endocitosi a meccanismo caveolare (McFarland e Barker, 

2004). 

All’interno della cellula gli endocannabinoidi vanno incontro a rapida 

degradazione, infatti l’AEA subisce un idrossilazione che porta alla formazione di 

acido arachidonico ed etanolamina grazie all’azione della FAAH (Cravatt et al., 

1996), una serina idrolasi che si presenta come proteina integrale di membrana 

preferenzialmente localizzata nelle zone somato-dendritiche dei neuroni (Vinod e 

Hungund, 2005). Sebbene AEA rappresenti il principale substrato per FAAH, tale 

enzima svolge la sua funzione anche su altre molecole come le NAE e sullo stesso 

2AG (Saghatelian et al.,2004). Tuttavia l’idrolisi di quest’ultimo viene mediata 

principalmente da una monoacilglicerolipasi (MAGL), che porta alla formazione di 

acido arachidonico e glicerolo (Piomelli, 2003). 

 

4.3.6 Meccanismo d'azione degli endocannabinoidi 

Gli endocannabinoidi agiscono come mediatori locali, legandosi ai recettori CB 

delle cellule circostanti il sito di rilascio. Mentre anandamide, noladin-etere e 2-

arachidonil-dopamina sono funzionalmente più selettivi per il CB1, Virodammina 

sembra preferire il CB2 e il 2-AG ha una potenza simile su entrambi i tipi di 

recettori. I recettori CB sono accoppiati a proteine G, la cui attivazione stimola quei 

processi di segnalazione intracellulare comunemente associati a questo tipo di 

recettore (Pertwee, 1997). Gli effetti principali sono: inibizione 

dell'adenilatociclasi, con riduzione degli effetti mediati da cAMP/proteinkinasi A; 

stimolazione delle mitogen-activated protein-kinasi; inibizione dei canali del calcio 

voltaggio-dipendenti di tipo N e P/Q; stimolazione dei canali del potassio tipo 

TASK-1; stimolazione della fosfatidilinositol 3-kinasi e della mobilizzazione del 

calcio intracellulare. 

A livello del SNC, la presenza di alte concentrazioni degli endocannabinoidi e dei 

loro recettori sulle sinapsi GABAergiche e glutammatergiche suggerisce il loro 

coinvolgimento nella modulazione, su richiesta dell'organismo, della trasmissione 
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sinaptica. In particolare, si è visto che il meccanismo d'azione degli 

endocannabinoidi a livello sinaptico è del tutto peculiare, in quanto essi, dopo il 

rilascio dalla terminazione postsinaptica, vanno ad agire in senso retrogrado su 

una terminazione presinaptica, attivando in questa sede il recettore CB1 e 

determinando, come ultimo risultato, il blocco transitorio del rilascio di GABA o 

glutammato. In particolare, l'eccitazione protratta del neurone presinaptico 

determina la depolarizzazione del neurone postsinaptico, ove attraverso un 

meccanismo mediato dall'apertura di canali del calcio voltaggio-dipendenti e la 

concomitante attivazione di recettori metabotropici, vengono attivati gli enzimi 

preposti alla sintesi dell'endocannabinoide a partire da un precursore lipidico. 

L'endocannabinoide, altamente lipofilo, esce dalla cellula postsinaptica e, 

attraverso una diffusione retrograda, lega il recettore CB1 del neurone 

presinaptico. Il recettore CB1 è dotato di 7 domini transmembrana ed è accoppiato 

a una proteina G, la cui attivazione determina il distacco delle subunità beta e 

gamma, che riducono direttamente l'ingresso di ioni calcio e il rilascio calcio-

dipendente del neurotrasmettitore. Quando ciò si verifica a livello dei neuroni 

GABAergici, determina una riduzione dell'inibizione mediata dal GABA, un 

fenomeno descritto inizialmente da Llano (1991) e Pitler (1992), che prende il 

nome di “depolarization induced soppression of inhibition” (DSI), mentre quando  

avviene a livello dei neuroni glutammatergici determina una riduzione 

dell'eccitazione mediata dal glutammato, e si definisce “depolarization induced 

soppression of excitation” (DSE). (Bevan et al., 2002). A lungo andare, gli effetti 

degli endocannabinoidi sul rilascio presinaptico dei neurotrasmettitori possono 

influenzare il potenziamento a lungo termine (LTP-long term potentiation) a livello 

sinaptico, un processo importante per il rimodellamento e consolidamento delle 

sinapsi. Questo processo sarebbe inibito laddove è ridotta la trasmissione 

eccitatoria mediata dal glutammato, e facilitato ove è inibita la trasmissione 

inibitoria mediata dal GABA (Davis et al., 2002).  

Oltre al meccanismo d'azione mediato dai recettori CB1 e CB2, sono recentemente 

emerse nuove evidenze che indicano degli effetti cannabinoidergici associati 

all’azione di altri recettori, infatti alcuni effetti neurocomportamentali legati 

all’azione dell’anandamide non sono aboliti da inibitori selettivi del CB1, e 
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permangono anche in topi knockout CB1-/- (Di Marzo et al., 2002), e allo stesso 

tempo, l’endocannabinoide sembra in grado di attivare il recettore vanilloide tipo 1 

(TRPV1), inducendo tipici effetti mediati da questo recettore (entrata di calcio e 

depolarizzazione). Essi spiegherebbero l'effetto vasodilatatore dell’anandamide 

(Zygmunt et al., 2000). Infine, gli endocannabinoidi sarebbero in grado di agire 

direttamente su alcuni canali ionici (di calcio e potassio). 

 

4.4 Agonisti e antagonisti di sintesi 

La crescita della ricerca volta alla comprensione del sistema cannabinoide sospinta 

fra l'altro dall’interesse sul suo potenziale come mediatore terapeutico per diversi 

stati patologici ha portato all'implementazione di diverse molecole di agonisti e 

antagonisti dei recettori CB. Allo stato attuale si contano numerosi agonisti 

cannabinoidi esogeni che sono suddivisi in 4 principali classi (EMCDDA, 2009): gli 

analoghi del THC, noti come cannabinoidi classici, caratterizzati da una struttura 

contenente un anello dibenzopiranico dei quali fanno parte HU-210 (Ottani e 

Giuliani, 2001), il nabilone e il Dronabinol; la serie dei cicloesilfenoli (CP) 

etichettati in letteratura come cannabinoidi “non classici”, fra i quali troviamo 

molecole come CP 55,940, CP 47,497 e loro omologhi n-alchilici (Compton et al., 

1992); la classe degli aminoalchilindoli o composti JWH (dal nome del loro 

inventore J.W. Huffman, 2009), che racchiude diverse sottoclassi quali 

naftilmetilindoli, naftoilpirroli, naftilmetilindani, fenilacetilindoli e naftoilindoli, ai 

quali appartiene il WIN 55,212-2 (WIN), agonista non selettivo per recettori CB 

(Pertwee et al., 1997; Selley et al., 2001); infine una classe di composti eterogenei, 

derivati sintetici dell’acido arachidonico strutturalmente correlati all’AEA. Al pari 

dei composti agonisti, sono state sintetizzate numerose molecole con effetti di 

antagonismo nei confronti dei recettori CB (Pertwee, 2005), fra le più importanti 

l’SR141716A, conosciuto col nome Rimonabant (Rinaldi-Carmona et al., 1994), che 

si comporta da agonista inverso selettivo per i recettori CB1, passato alle cronache 

per il suo ritiro dal mercato a breve tempo dalla sua immissione, per via di 

pericolosi effetti collaterali a esso associati. 
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4.5 Effetti degli endocannabinoidi sul Sistema Nervoso 

Centrale 

L’ampia distribuzione dei recettori CB1 risulta indicativa della numerosità dei 

processi fisiologici nei quali il sistema endocannabinoide è direttamente coinvolto, 

sia a livello periferico che centrale. Fra i più importanti (sebbene in maniera 

relativa al contesto che si vuole considerare) ci sono i meccanismi di plasticità 

sinaptica, l’attivit{ motoria, l’alimentazione, l’apprendimento, vi è la regolazione 

della nocicezione, della temperatura corporea e dei meccanismi di emesi, e ancora 

sono note azioni sul sistema immunitario, su quello cardiovascolare endocrino e 

sullo sviluppo cerebrale (Ligresti et al., 2016; Piomelli, 2003). 

 

 

 

Figura 3. Ruoli fisiologici del sistema endocannabinoide 
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4.5.1 Plasticità sinaptica 

Il sistema endocannabinoide rappresenta un importante regolatore della 

trasmissione sinaptica e come tale è coinvolto in molteplici meccanismi di 

plasticit{ sinaptica, principalmente per via dell’azione retrograda degli 

endocannabinoidi sui recettori CB1 situati presinapticamente. Infatti la 

diminuzione del rilascio di neurotrasmettitore mediato dall’azione del sistema 

endocannabinoide da origine al fenomeno di plasticità a breve termine 

suddivisibile in due tipologie: nel caso di sinapsi glutamatergiche eccitatorie 

genera una soppressione dell’eccitazione indotta dalla depolarizzazione (DSE) e 

nel caso di sinapsi GABAergiche inibitorie genera una soppressione dell’inibizione 

indotta dalla depolarizzazione (DSI) (Kano et al., 2009). Tali meccanismi sono stati 

osservati in numerose aree cerebrali come l’ippocampo, il nucleo accumbens, i 

gangli della base, l’amigdala, il cervelletto e la corteccia cerebrale (Kano et al., 

2009). 

I recettori CB1 sono implicati anche nell’induzione della riduzione a lungo termine 

del rilascio del neurotrasmettitore dal terminale presinaptico, meccanismo noto 

come depressione a lungo termine (Long Term Depression, LTD) (Heifets e Castillo, 

2009), che avviene in sede a sinapsi eccitatorie o inibitorie in numerose aree 

cerebrali tra le quali lo striato (Gerdeman et al., 2002), il nucleo accumbens (Robbe 

et al., 2002), l’area ventrale tegmentale (VTA) (Pan et al., 2008), l’amigdala 

(Marsicano et al., 2002) e la corteccia prefrontale (Lafourcade et al., 2007). È noto 

che per la generazione di LTD, è necessaria una stimolazione prolungata del 

recettore CB1 (Blednov e Harris, 2009), tali recettori non sembrano però coinvolti 

nelle fasi successive del mantenimento del fenomeno di plasticità (Kishimoto e 

Kano, 2006). Viceversa un altro importante meccanismo di plasticità sinaptica, il 

potenziamento a lungo termine (LTP), risulta essere modulato nel mantenimento 

ma non nell’instaurazione, dai fenomeni di LTD e DSI/E associati al sistema 

endocannabinoide (Carlson et al., 2002). 
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4.5.2 Addiction 

Ciascuna sostanza d’abuso è caratterizzata da uno stimolo discriminativo che la 

contraddistingue rispetto alle altre in relazione agli effetti soggettivi, spesso 

gratificanti, che essa scatena nell’utilizzatore, portandolo a sperimentare una 

condizione di benessere che si traduce in un “rinforzo positivo”, e la cannabis con i 

suoi effetti psicoattivi innesca tali processi di gratificazione e di rinforzo (Cooper e 

Haney, 2009). I meccanismi di gratificazione in natura si innescano in risposta a 

stimoli gratificanti primari come la ricerca del cibo, dell’acqua, il sesso e la cura 

della prole, le quali risultano attività essenziali per la sopravvivenza della specie, e 

le sostanze d’abuso agiscono sollecitando in maniera innaturale questi stessi 

meccanismi. 

Il sistema meso-cortico-limbico è l’insieme di aree cerebrali nelle quali si integrano 

i meccanismi fisiologici alla base dei processi di gratificazione, di rinforzo positivo 

e motivazionali (Kelley e Berridge, 2002). Tale sistema è composto da aree 

corticali come la corteccia prefrontale, deputata al controllo di processi intellettivi 

e di coscienza; da aree più profonde come l’amigdala, nucleo di sostanza grigia 

situata alla base dell’encefalo, e l’ippocampo, struttura circonvoluta di corteccia 

dell’archipallio situata nel lobo temporale, i quali rivestono ruoli di regolazione dei 

meccanismi di apprendimento e memoria, e degli stati emozionali (Cattaneo, 1989; 

Koob e Volkow, 2010; Schoenbaum et al., 2006); e ancora da aree sottocorticali 

facenti parte dello striato tra le quali il nucleo accumbens, situato nell’area 

ventrale dello striato, importante nel controllo del movimento involontario e fulcro 

dell’integrazione dei meccanismi di ricompensa e motivazionali (Di Chiara, 2002). 

Le azioni della maggior parte delle sostanze d’abuso conducono, direttamente o 

indirettamente, a un aumento della trasmissione dopaminergica e glutamatergica a 

livello delle aree appena descritte (Spanagel e Weiss, 1999) e uno degli eventi 

salienti propri di queste sostanze riguarda l’aumento dei livelli extracellulari della 

dopamina nell’area del nucleo accumbens (Di Chiara e Imperato, 1988). 
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È noto che la cannabis genera un aumento del tono dopaminergico a livello del 

nucleo accumbens in maniera indiretta, infatti con l’attivazione dei suoi recettori 

CB1 a livello mesencefalico e proencefalico, il Δ9THC induce un effetto regolatorio 

che crea un cambio nello schema di firing dei neuroni dopaminergici di quest’area 

(French, 1997; Gifford et al., 1997; Diana et al., 1998; Gessa et al., 1998), il quale si 

traduce in un aumentato segnale dopaminergico nelle aree di proiezione tipiche di 

tali neuroni, fra tutte il nucleo accumbens (Cheer et al., 2004; Gessa et al., 1998; 

French et al., 1997). 

Infatti diversi studi di microdialisi cerebrale effettuati in vivo hanno confermato 

come il cannabinoide inducesse un aumento significativo dei livelli di dopamina 

extracellulare nell’area del nucleo accumbens (NgCheong Ton et al., 1988; Tanda et 

al. 1997; Malone and Taylor, 1999), e lo stesso effetto è stato osservato anche con il 

cannabinoide sintetico WIN 55,212-2 sia dopo somministrazione acuta sia durante 

la sua autosomministrazione nel ratto (Tanda et al., 1997; Fadda et al., 2006). Tale 

aumento, sia nel caso del Δ9THC che del WIN 55,212-2, avveniva in maniera 

selettiva a livello della shell (Tanda et al., 1997), sottoregione del nucleo 

accumbens coinvolta con un ruolo di primo piano per la mediazione del reward 

indotto dalle sostanze d’abuso (Johnson et al., 1995; Pontieri et al., 1995; Carzelon 

and Wise, 1996; Gardner e Vorel, 1998). Il potenziale d’abuso dei cannabinoidi è 

ben documentato in letteratura, il WIN 55,212-2 induce un comportamento di auto 

somministrazione sia acuta nel topo drug-naive (Martellotta et al., 1998; Ledent et 

al., 1999) che cronica nel ratto (Fattore et al., 2001; Spano et al., 2004; Deiana et al., 

2006), e il CP-55940 è capace di sostenere un comportamento di auto 

somministrazione intracranica nel ratto (Braida et al., 2001).  

Esistono evidenze che indicano un effetto diretto anche degli endocannabinoidi 

endogeni sui processi di gratificazione mediati da un azione specifica sul substrato 

neuroanatomico del reward: l’anandamide risulta in grado di suscitare un 

comportamento di auto somministrazione nelle scimmie Squirrel, e tale effetto 

viene bloccato dal pre-trattamento con l’SR141716A, antagonista del recettore CB1 

(Justinova et al., 2005), e come nel caso degli esocannabinoidi citati prima, anche 

l’anandamide induce un aumento dei livelli extracellulari di dopamina 

selettivamente nell’area della shell del nucleo accumbens del ratto, effetto peraltro 
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potenziato dalla somministrazione dell’URB597, inibitore dell’enzima responsabile 

della sua degradazione (Solinas et al., 2006). 

 

4.5.3 Apprendimento e memoria 

Il sistema endocannabinoide è coinvolto a diversi livelli nella regolazione 

dell’apprendimento e della memoria, infatti i recettori CB1, ubiquitariamente 

distribuiti nel sistema nervoso centrale, presentano un elevata densit{ nell’area 

dell’ippocampo, notoriamente coinvolta nei processi di apprendimento e memoria. 

Sono diversi i riferimenti bibliografici che dimostrano come gli agonisti esogeni dei 

recettori CB1 siano in grado di generare deficit nell’apprendimento e nella 

formazione della memoria spaziale (Ferrari et al., 1999), nella memoria di lavoro 

(Varvel et al., 2001) e nella memoria a lungo termine (Puighermanal et al., 2009). 

Allo stesso modo un aumento dei livelli di AEA mediante blocco farmacologico 

dell’enzima FAAH, così come un blocco dell’idrolisi di 2AG influiscono in maniera 

negativa sui processi di apprendimento e di memoria (Basavarajappa et al., 2014; 

Griebel et al., 2015). Tuttavia il sistema endocannabinoide sembra costituire una 

componente essenziale anche per una modulazione positiva di alcuni aspetti legati 

alla memoria, infatti in condizioni di stress elevato si è osservato un aumento dei 

livelli di 2AG nell’area dell’ippocampo in associazione a un miglioramento della 

memoria (Moreira e Wotjak, 2010).  

Si pensa che l’effetto del sistema endocannabinoide sulla memoria sia legato 

all’inibizione del rilascio di diversi neurotrasmettitori come il GABA, il glutammato 

e l’acetilcolina a livello dell’ippocampo (Davis e Woodside, 2002), infatti la 

riduzione dei livelli di glutammato osservati nei casi di intossicazione da cannabis 

può indurre una conseguente riduzione dell’attivazione dei recettori N-metil-D-

aspartato (NMDA) la quale comporterebbe un effetto negativo sul ruolo che tali 

recettori hanno nei processi di formazione della memoria. Ulteriori studi indicano 

il coinvolgimento dei cannabinoidi in altri aspetti legati alla memoria, infatti è stato 

osservato che il WIN è in grado di inibire la formazione della memoria avversiva 

nel paradigma dell’acquisizione del condizionamento alla paura (Pamplona e 

Takahashi, 2006), mentre un effetto bifasico dose dipendente dello stesso agonista 
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cannabinoide è stato osservato nell’estinzione del condizionamento alla paura: una 

dose alta induceva una interruzione dell’estinzione mentre la dose bassa sfociava 

in una facilitazione di tale processo (Pamplona et al., 2006). È stato proposto 

inoltre che gli endocannabinoidi siano in grado di promuovere la rimozione di 

ricordi spiacevoli mediante un azione inibitoria sull’attivit{ GABAergica 

amigdaloidea (Marsicano et al., 2002). 

 

4.5.4 Attività motoria 

Sia gli endocannabinoidi che gli esocannabinoidi sono in grado di influenzare 

l’attivit{ motoria in maniera dose-dipendente (Romero et al., 1995), esercitando 

un effetto definito bifasico: basse dosi inducono un'attivazione motoria mentre 

dosi elevate sfociano in una soppressione dell'attività motoria fino all'insorgenza 

di catalessia (Drews et al. 2005; Polissidis et al. 2010; Rodvelt et al. 2007; Sulcova 

et al. 1998), e l'inibizione dell'attività dei recettori CB1 mediante azione 

antagonista dell'SR141716 reverte tali effetti (Polissidis et al., 2013). 

I recettori CB1 risultano ampiamente distribuiti in aree deputate al controllo delle 

funzioni motorie come i gangli della base e il cervelletto, e la loro funzionalità in 

sede a tali aree risulta alterata sia in modelli animali che in pazienti affetti da 

diverse patologie neurologiche. A livello dei gangli della base si verifica 

l'integrazione dei segnali GABAergici e dopaminergici che regolano le vie “diretta” 

e “indiretta” notoriamente deputate al controllo dei movimenti. Tali segnali sono 

sottoposti a fine regolazione mediante meccanismi di plasticità sinaptica modulata 

dagli endocannabinoidi, specialmente a livello delle circuitazioni della via indiretta 

(El Manira e Kyriakatos, 2010), e ciò conferma un ruolo di primo piano svolto dal 

sistema endocannabinoide nel controllo delle funzioni motorie. Come per i gangli 

della base, anche a livello del cervelletto i meccanismi di plasticità sinaptica 

modulano e integrano i segnai per il controllo dei movimenti (Ito, 1972; 2001) ed è 

stato osservato come i processi di LTD nella corteccia cerebellare siano connessi al 

rilascio degli endocannabinoidi da parte delle cellule del Purkinje (Safo e Regehr, 

2005). L'elevata diffusione dei recettori CB1 e il coinvolgimento degli 
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endocannabinoidi nei meccanismi di plasticità sinaptica in tutto il cervelletto fanno 

dunque pensare a un ruolo del controllo delle funzioni motorie da parte del 

sistema endocannabinoide anche in tale area, sebbene contestualmente non se ne 

conosce il reale grado di importanza (El Manira e Kyriakatos, 2010).  

 

4.5.5 Comportamento alimentare 

Le proprietà stimolanti l'appetito associate alla cannabis sono note da secoli, 

tuttavia l'effetto oressigenico proprio del Δ9THC è stato dimostrato solo 

recentemente (Williams et al., 1998). Ultimamente la ricerca ha fornito una grossa 

mole di evidenze che supportano il coinvolgimento del sistema endocannabinoide 

nella regolazione del comportamento alimentare e del bilancio energetico 

attraverso meccanismi sia centrali che periferici (Coutts e Izzo, 2004; Di Marzo e 

Matias, 2005). Infatti è ben noto che la manipolazione farmacologica del sistema, 

attraverso l'azione di cannabinoidi esogeni come il Δ9THC, il CP55940 e il WIN, 

determina un aumento del consumo di cibo sia nell'uomo che negli animali da 

laboratorio (Cota et al., 2003; Dodd et al., 2009; Hart et al., 2002; Hollister, 1971; 

Koch e Matthews, 2001; Williams et al., 1998). Le principali aree centrali nelle 

quali il sistema endocannabinoide svolge la propria azione modulatoria per 

l'assunzione del cibo sono l'ipotalamo e il sistema mesolimbico (Matias e Di Marzo, 

2007). Infatti è stato dimostrato che sia il Δ9THC che gli endocannabinoidi, quando 

somministrati localmente a livello dell’ipotalamo (Anderson-Baker et al., 1979; 

Hao et al., 2000; Jamshidi and Taylor, 2001; Verty et al., 2005) e del nucleo 

accumbens (Jamshidi and Taylor, 2001; Kirkham et al., 2002; Soria-Gòmez et al., 

2007), sono in grado di aumentare il consumo di cibo in ratti sazi. Altresì si è 

appurato che la generazione di tali effetti di iperfagia sono mediati dall’attivazione 

dei recettori CB1, infatti una loro inattivazione farmacologica induce la scomparsa 

dei suddetti effetti (Kirkham et al., 2002; Soria-Gòmez et al., 2007), e un loro 

silenziamento genico (CB1-KO) porta a condizioni di magrezza e ipofagia nei topi 

(Wiley et al., 2005).  
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Tuttavia il sistema endocannabioide sembra essere in grado di mediare anche degli 

effetti diametralmente opposti rispetto a quelli finora riportati, infatti sono diversi 

i riferimenti bibliografici preclinici che indicano un effetto bifasico dose 

dipendente degli agonisti cannabinioidi sul comportamento alimentare. La 

somministrazione di dosi elevate di esocannabinoidi, naturali o sintetici, può 

portare alla diminuzione della quantità di cibo assunto e a un conseguente 

rallentamento della crescita corporea (Biscaia et al., 2003; Rubino et al., 2008; 

Scherma et al., 2016; Radziszewska e Bojanowska, 2013).   

 

4.5.6 Sviluppo del sistema nervoso  

La programmazione delle cellule neuronali e in generale lo sviluppo del sistema 

nervoso centrale costituiscono processi delicati per i quali il sistema 

endocannabinoide svolge un ruolo di estrema importanza, soprattutto in fasi 

critiche come la vita intrauterina, il periodo postnatale e la fase adolescenziale. Gli 

endocannabinoidi e i recettori CB1 risultano ampiamente diffusi nel cervello fetale 

e la loro dislocazione così come i loro livelli sono soggetti a variazioni durante lo 

sviluppo embrionale (Berrendero et al., 1999). L’AEA presenta elevati livelli nelle 

prime fasi embrionali e svolge un ruolo importante nell’impianto dell’embrione e 

nel mantenimento della gravidanza (Paria et al., 2001), mentre i livelli del 2AG si 

accrescono durante la differenziazione delle cellule progenitrici neurali 

(Palazuelos et al., 2012).  

L’esposizione agli esocannabinoidi nel periodo prenatale può incidere sullo 

sviluppo dei sistemi neurotrasmettitoriali come quello colinergico (Hernandez et 

al., 2000), serotoninergico (Molina-Holgado et al., 1996), GABAergico (Garcia-Gil et 

al., 1999), glutamatergico (Suarez et al., 2004) e oppioidergico (Fernandez-Ruiz et 

al., 2000; Vela et al. 1998). L’adolescenza rappresenta un altro periodo critico per 

l’azione modulatoria del sistema endocannabinoide. 
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5 La cannabis in adolescenza 

Studi preclinici hanno dimostrato come durante l’adolescenza si verifichino delle 

significative fluttuazioni transitorie nei livelli di AEA e 2AG così come 

nell’espressione dei recettori CB1 in aree cerebrali cardine per i processi di 

ricompensa e cognitivi come il NAc e la PFC (Ellgren et al., 2008; Rodriguez de 

Fonseca et al., 1993), e dunque sovrastimolazioni di natura esogena come l’abuso 

di cannabinoidi potrebbero creare delle perturbazioni nell’attivit{ del sistema che 

si ripercuoterebbero sulle modulazioni fisiologiche a esso correlate. Inoltre 

numerosi studi suggeriscono che l’esposizione prolungata e/o ad alte dosi di 

Cannabis possa indurre cambiamenti strutturali a livello cerebrale (Matochik et al., 

2005; Welch et al., 2011; Yücel et al., 2008), anche in base alla precoce età di 

utilizzo (Arnone et al., 2008; Wilson et al., 2000). In particolare uno studio sulla 

morfologia cerebrale condotto sull’uomo, ha dimostrato come l’uso di Cannabis in 

adolescenza determini una riduzione dei solchi cerebrali in entrambi gli emisferi, 

un assottigliamento dello spessore corticale nel lobo frontale destro, e in generale 

si verificherebbe dunque una rallentata girificazione cerebrale con conseguenti 

alterazioni morfologiche e asimmetrie emisferiche che si tradurrebbero in 

un’aberrazione del normale corso evolutivo cerebrale (Mata et al., 2010), ovvero in 

un rallentamento delle tappe evolutive. 

L’esposizione alla cannabis in età adolescenziale può dunque impattare 

negativamente sullo sviluppo psicofisico e può aumentare il rischio dell’insorgenza 

di disordini cognitivi e stati patologici psichiatrici (Di Forti et al., 2007), infatti 

sono stati dimostrati effetti negativi sull’apprendimento, la memoria, l’attenzione 

(Fried et al., 2005; Harvey et al., 2007; Medina et al., 2007), e su processi di 

cognitività visiva (Tapert et al., 2002), così come un abbassamento del quoziente 

intellettivo verbale (Pope et al., 2002) e totale (Lyons et al., 2004; Meier et al., 

2012), con una forte correlazione alla precoce età di esposizione alla Cannabis 

(Fontes et al., 2011; Pope et al., 2003). Tali deficit sembrano avere un decorso 

prolungato e permanere anche per più di un mese dalla sospensione dell’uso 
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(Medina et al., 2007), e sebbene sembrino risolversi dopo un astinenza ancora più 

duratura (Pope et al., 2002), le alterazioni morfologiche cerebrali a essi associati 

sembrano perdurare anche dopo la loro scomparsa (Padula et al., 2007; 

Schweinsburg et al., 2008). L’uso di marijuana in adolescenza, soprattutto prima 

dei 15 anni, è stato associato alla comparsa di disturbi dell’umore (Fergusson et al., 

2003) e all’aumento del rischio di insorgenza in et{ adulta di disordini depressivi o 

d’ansia (Hayatbakhsh et al., 2007; Henquet et al., 2006; Rey et al., 2004; Van Laar et 

al., 2007), e nei casi più gravi all’aumento di tendenze suicide (Moore et al., 2007; 

van Ours et al., 2013). Inoltre è noto come l’esposizione alla cannabis durante 

l’adolescenza possa generare l’insorgenza di disturbi psicotici sia acuti che a lungo 

termine (Ferdinand et al., 2005; Henquet et al., 2005; Le Bec et al., 2009) e possa 

indurre un peggioramento della sintomatologia in pazienti già affetti da tali 

disturbi (Levine et al., 2017).  

Con l’utilizzo di modelli animali, diversi gruppi hanno condotto ricerche 

sperimentali sull’esposizione ai cannabinoidi durante l’adolescenza focalizzandosi 

principalmente su quegli aspetti cognitivi, emotivi e psicotici emersi con risalto 

dalle indagini epidemiologiche. Nella fattispecie si è visto che l’esposizione 

adolescenziale ai cannabinoidi, sia sintetici che naturali, induce dei deficit della 

memoria spaziale e di lavoro, che non si osservano invece con l’esposizione in et{ 

adulta (O’Shea et al., 2004 e 2006; Quinn et al., 2008; Realini et al., 2010; Schneider 

and Koch, 2003), e tali deficit correlano con alterazioni intraneuronali come la 

diminuzione di alcuni markers di plasticità sinaptica e dei livelli di espressione del 

recettore glutamatergico NMDA in aree come la corteccia prefrontale e 

l’ippocampo, e alterazioni nella ramificazione e nella densit{ delle spine 

dendritiche nel giro dentato dell’ippocampo (Rubino et al., 2009 a e b). Inoltre si è 

osservato come ratti trattati con cannabinoidi in adolescenza mostrano una ridotta 

interazione sociale, indicativa per gli stati ansiosi, (Leweke and Schneider, 2010; 

O’Shea et al., 2004 e 2006; Realini et al., 2010) così come alterazioni in paradigmi 

per la valutazione del comportamento da disperazione e dell’anedonia (Bambico et 

al., 2010; Rubino et al., 2008; Realini et al., 2010), i quali connotano un quadro 

comportamentale considerato simil-depressivo, e tali alterazioni comportamentali 

correlavano con modificazioni molecolari rapportabili a un profilo depressivo 
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come la disregolazione dei livelli del fattore di trascrizione CREB e della 

funzionalit{ del recettore CB1 in aree come la PFC, il NAc e l’amigdala (Rubino et 

al., 2008; Realini et al., 2010). 
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6 La cannabis come sostanza gateway 

6.1 Evidenze epidemiologiche 

I concetti chiave della gateway hypothesis costituiscono un valido approccio 

descrittivo per il quadro che emerge dai dati raccolti nei numerosi studi 

epidemiologici finora effettuati. La linearità del passaggio dalle sostanze lecite a 

quelle illecite, concetto centrale dell’ipotesi formulata da Denise Kandel, emergeva 

in maniera distinta nello studio dell’autrice, infatti quasi tutti gli adolescenti che 

avevano assunto cocaina o eroina avevano utilizzato dapprima alcol, tabacco e 

cannabis (Kandel, 2002; Kandel, 1975). In seconda istanza, in associazione a tale 

schema, nell’ipotesi affiorava l'importanza dell'uso regolare e continuato della 

cannabis in adolescenza poiché tale aspetto correlava con il successivo uso di 

cocaina e di eroina. Molte delle indagini condotte successivamente nell’ambito 

dell’abuso di sostanze tra i giovani hanno fornito dati che corroborano lo schema 

gateway. Da alcune analisi condotte negli Stati Uniti è emerso che solo il 7% dei 

giovani ha dichiarato di usare sostanze illecite senza prima aver usato cannabis, 

mentre la percentuale di coloro che hanno prima assunto la cannabis era molto più 

elevata (Kandel, 1984). La stessa correlazione è stata osservata anche in Australia, 

come riportato in diversi sondaggi sull'uso delle droghe (Donnelly e Hall, 1994): 

nell'indagine condotta nell'ambito della National Campaign Against Drug Abuse 

(NCADA) del 1993 per esempio è emerso come gli utilizzatori di eroina che 

avevano prima utilizzato regolarmente la cannabis erano 30 volte più numerosi 

rispetto a chi non aveva utilizzato cannabis, e in un'ulteriore indagine condotta nel 

1998 emerse una relazione ancora più forte poiché coloro che dichiararono di aver 

regolarmente utilizzato cannabis mostravano una probabilità di consumo di eroina 

78 volte maggiore rispetto a chi non l’aveva utilizzata (Donnelly e Hall, 1994). Tali 

aspetti, in linea con i presupposti delle gateway hypothesis, si configurano anche in 

uno studio di Degenhardt e colleghi (2010), i quali incrociando i dati di 17 paesi 
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diversi, fra i quali l'Italia, hanno trovato, ovunque ad eccezione del Giappone, 

un'elevata correlazione fra l’uso di tabacco e alcol e l’uso di cannabis, e in tutti i 

paesi esaminati, ancora una volta l'utilizzo della cannabis correla con il successivo 

uso di altre droghe illecite. 

Il periodo dell’adolescenza, caratterizzato da una vera e propria riprogrammazione 

biologica, rappresenta dunque il substrato centrale e imprescindibile sul quale 

poggia l’intera concettualit{ della gateway hypothesis, e la precocit{ dell’et{ di 

inizio dell’uso di cannabis rappresenta un punto cardine della teoria, infatti risulta 

strettamente correlata con l’aumento delle probabilit{ che l’utilizzatore passi al 

consumo di altre sostanze illecite (Hall e Lynskey, 2005; Degenhardt et al., 2010; 

Golub e Johnson, 2002). Da un indagine condotta sulla popolazione americana è 

emerso che per gli individui cui il primo utilizzo di cannabis avveniva a 14 anni o 

precedentemente, la percentuale di abuso e dipendenza da altre sostanze era 

maggiore rispetto a coloro il cui approccio al consumo della sostanza avveniva a un 

età maggiore (SAMHSA, 2005). 

In uno studio condotto da Lynskey e collaboratori (2003), col fine di verificare la 

relazione tra uso precoce di cannabis e uso successivo di altre sostanze illecite è 

stato analizzato un campione di 311 coppie di gemelli che riportavano il primo uso 

di cannabis in età inferiore a 17 anni da parte di uno solo dei gemelli di ciascuna 

coppia. Tale tipologia di campione consentiva di valutare un’eventuale nesso 

causale tra l’uso in adolescenza della cannabis e il successivo passaggio ad altre 

sostanze, al netto di eventuali influenze associate a variabili considerate simili 

(sebbene non identiche) fra fratelli gemelli come i fattori ambientali e genetici. 

Dall’analisi dei risultati emerse che l’uso precoce di cannabis era associato a un 

sensibile incremento del rischio sia di uso di altre droghe che di sviluppo di 

sindromi di abuso o dipendenza. Infatti sia i gemelli monozigoti che dizigoti che 

avevano utilizzato cannabis presentavano una più alta probabilità di utilizzare 

successivamente droghe pesanti rispetto ai loro fratelli gemelli: da 2 a 4 volte 

superiore era il rischio di cadere nell’uso di altre sostanze illegali e da 1.6 a 6 volte 

maggiore quello di sviluppare dipendenza da droga o alcol.  

In generale, dalla sua formulazione a oggi, numerosi studi di natura 

epidemiologica, specialmente longitudinali, hanno contribuito al rafforzamento 
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dell’idea della gateway hypothesis. Partendo dai primi studi effettuati su 

adolescenti americani negli anni 70 (Kandel et al., 1986; Robins et al., 1970; 

Yamaguchi e Kandel, 1984), e proseguendo con studi provenienti da altri paesi 

come la Nuova Zelanda (Fergusson et al., 2006; McGee e Feehan, 1993), l’Australia 

(Coffey et al., 2000), la Germania (Hoefler et al., 1999), la Svezia (Stenbacka et al., 

1992 e 1993), sono aumentate le evidenze che documentano come l’uso di 

cannabis in adolescenza spesso preceda l’uso di altre sostanze illecite. 

Recentemente Korhonen e colleghi (2010) hanno fornito ulteriori conferme 

attraverso uno studio longitudinale effettuato in paesi del nord Europa da cui si 

evince che una precoce esposizione alle sigarette può essere predittiva per un 

successivo uso di cannabis, inoltre Guxens e colleghi (2007), hanno riportato 

un’associazione fra il consumo di cannabis e il precedente uso di alcol e tabacco nei 

giovani di Barcellona e ancora Mayet e colleghi (2012) hanno confermato la tipica 

sequenza gateway per il consumo di sostanze in Francia, concludendo che l’uso di 

cannabis risulta correlato con la successiva sperimentazione di droghe illecite. 

Infine in un recentissimo lavoro, Keyes e colleghi (2016) tramite uno studio di 

coorte su un campione di giovani studenti americani riportano evidenze di una 

correlazione fra l’uso di sigarette, alcol e marijuana, e trovano un’associazione 

significativa fra il consumo di marijuana e il successivo consumo di cocaina. 

L’ipotesi per la quale la cannabis sia una sostanza gateway e dunque di passaggio 

all’uso di altre sostanze illegali rappresenta il perno centrale della gateway 

hypothesis, tuttavia, sebbene sostenuta dalle evidenze raccolte in decine di anni di 

ricerche e di studi, tale ipotesi presenta delle criticit{ non trascurabili. L’uso di 

cannabis di per se non rappresenta un forte elemento predittivo dell’utilizzo di 

altre sostanze considerate più pesanti, bensì lo è la precoce età di inizio 

dell’utilizzo della stessa così come l’uso prolungato e regolare. Altresì tale schema 

non rappresenta la regola poiché la maggior parte dei giovani utilizzatori di 

cannabis non passano all’uso di altre droghe illecite (Hall e Lynskey, 2005), mentre 

dagli studi epidemiologici lo schema gateway è supportato da un analisi che 

concettualmente si muove in direzione contraria, ovvero la maggior parte degli 

utilizzatori di droghe illecite hanno dapprima utilizzato la cannabis. Inoltre uno 

degli aspetti più importanti dell’ipotesi costituisce anche un elemento di criticità 
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della stessa, ed è rappresentato dal nesso di causalità che intercorre fra due 

sostanze, inteso come i meccanismi che sarebbero alla base del passaggio fra le 

due. Infatti per stabilire se l’uso di una sostanza causi direttamente l’inizio del 

consumo di un’altra appaiono insufficienti da un punto di vista tecnico i soli dati 

osservazionali epidemiologici per cui diverse obiezioni dal mondo scientifico sono 

state mosse a riguardo. 

 

6.2 Evidenze precliniche 

La ricerca preclinica rappresenta a tal proposito un valido campo di studio poiché 

offre gli strumenti e le condizioni utili per la riduzione delle variabili sopra 

riportate e consente una più accurata investigazione sulla validit{ dell’ipotesi di 

causalit{ all’interno della sequenza gateway, estendendo la ricerca anche ai 

meccanismi farmacologici e neurobiologici che potrebbero generarla. Diversi studi 

di laboratorio hanno dimostrato come alcune sostanze, quando somministrate in 

adolescenza, influenzano la risposta legata agli effetti relativi alla successiva 

somministrazione di altre sostanze diverse, come nel caso della nicotina (Collins e 

Izenwasser, 2004; McQuown et al., 2007), dell’MDMA (Aberg et al., 2007; Achat- 

Mendes et al., 2003; Daza-Losada et al., 2008) e dell’alcol (Ledesma et al., 2017), 

che risultano in grado di modificare la risposta agli effetti della cocaina. 

Anche i cannabinoidi hanno la capacità di influenzare gli effetti associati ad altre 

sostanze d’abuso, infatti in letteratura sono diversi i casi di studio che, mediante 

l’utilizzo di modelli animali, hanno dimostrato come diversi agonisti cannabinoidi 

siano in grado di modulare gli effetti di rinforzo (Caillé e Parsons, 2003; DeVries e 

Pert, 2003; Navarro et al., 2001; Norwood et al., 2003; Solinas et al., 2003, 2005), e 

gli effetti motori (Cadoni et al., 2001; Gorriti et al., 1999; Lamarque et al., 2001; 

Muschamp e Sivy, 2002; Pontieri et al., 2001) di sostanze come agonisti oppioidi e 

anfetamina. Rodríguez-Arias e colleghi (2010) hanno osservato che un’esposizione 

al WIN in adolescenza aumenta gli effetti di rinforzo dell’MDMA nel test della 

Conditioned Place Preference (CPP), e Scherma e colleghi (2016) hanno riportato 

come l’esposizione in adolescenza al THC aumenta gli effetti di rinforzo del WIN 

nell’adulto, col modello dell’autosomministrazione. 
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Sono inoltre presenti in letteratura alcuni studi preclinici che riportano un 

interazione del sistema endocannabinoide con gli effetti della cocaina, per esempio 

è stato osservato che topi knockout per i recettori CB1 mostrano una riduzione 

dell’autosomministrazione di cocaina (Soria et al., 2005), e lo stato d’ansia 

correlato agli effetti di tale sostanza viene modificato da una pre-esposizione al 

THC (Panlilio et al., 2007). In uno studio recente si è osservato come il trattamento 

di ratti adolescenti col cannabinoide sintetico WIN inducesse modificazioni del 

quadro sintomatico tipico dell’astinenza da cocaina, infatti in seguito alla 

sospensione del trattamento con lo psicostimolante gli animali mostravano 

differenze nei comportamenti d’ansia e depressivo simili (Aguilar et al., 2017). 

Inoltre è stato dimostrato che il pretrattamento in età adolescenziale (ma non in 

età adulta) con THC genera una sensibilizzazione crociata riscontrabile 

nell’aumento della risposta motoria alla cocaina (Dow-Edwards e Izenwasser, 

2012), e un’esposizione al cannabinoide sintetico CP 55,940 in adolescenza 

sortisce un aumento del comportamento di autosomministrazione di cocaina in 

ratti femmine, le quali a un analisi con la PET presentavano delle alterazioni 

metaboliche a livello cerebrale, nella fattispecie una iperattivazione della corteccia 

frontale e una ipofunzionalità della corteccia entorinale amigdaloidea, associate 

peraltro a un incremento dei livelli del trasportatore della dopamina (DAT) nel 

caudato putamen (Higuera-Matas et al., 2008, 2010). 

In una visione di insieme, sebbene le evidenze e i risultati ottenuti con la ricerca 

preclinica non risultino esaustive ne sufficienti per confermare la presenza di un 

nesso causale per il passaggio da una sostanza a un'altra, esse forniscono tuttavia 

delle conferme sulla capacit{ di alcune sostanze d’abuso, tra le quali i cannabinoidi, 

di indurre delle importanti alterazioni neurobiologiche, soprattutto in adolescenza, 

che talvolta sono in grado di modificare il meccanismo d’azione di altre sostanze, e 

di cambiarne gli effetti tipici e le risposte biologiche comportamentali a esse 

associate. Queste modificazioni potrebbero influire sulla propensione all’uso di 

determinate sostanze così come sul passaggio fra più tipologie, e potrebbero 

dunque essere alla base della condizione di vulnerabilit{ all’abuso. 
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7 Effetti dei cannabinoidi sul sistema nervoso 

centrale 

7.1 Epigenetica 

La disregolazione del naturale equilibrio neurochimico determinata 

dall’esposizione alle sostanze d’abuso sfocia molto spesso nell’attivazione di 

meccanismi responsabili di una modulazione dell’espressione genica e della 

conseguente trascrizione di diverse molecole, e più in generale nella formazione di 

numerose modificazioni biologiche che possono essere a breve e a lungo termine. 

L’epigenetica è quella branca della scienza che studia i cambiamenti della 

regolazione dell’attivit{ e dell’espressione genica che non dipendono dalla 

sequenza stessa del gene (NIH, Roadmap Epigenomics Program). I meccanismi 

epigenetici regolano la trascrizione genica modificando a diversi livelli la 

cromatina e la stessa struttura del DNA, senza mutarne la sequenza di basi. 

Tra i meccanismi epigenetici principali ci sono le metilazioni a carico della catena 

del DNA, a livello dei residui di citosina intercalate in aree note come isole 

dinucleotidiche citosina-guanina (CpG) presenti all’interno di promotori genici. Le 

metilazioni a carico delle isole CpG, catalizzate da una famiglia di enzimi 

metiltransferasi (Okano et al., 1998), interagiscono con fattori di trascrizione e con 

l’RNA polimerasi influenzando la trascrizione genica (Abdul et al., 2017). Le 

modificazioni istoniche rappresentano un’altra tipologia importante di meccanismi 

epigenetici, e agiscono rimodellando la struttura cromatinica: ciascuna tipologia di 

istone (H2A, H2B, H3 e H4) che compone il nucleosoma, (unità fondamentale della 

cromatina), risulta modificabile nella sua porzione ammino-terminale attraverso 

processi di acetilazione, metilazione, fosforilazione, ubiquitinizzazione e 

sumoilazione (Kouzarides, 2007), e queste trasformazioni contribuiscono a una 

regolazione del grado di compattezza della cromatina che si riflette 

sull’accessibilit{ dell’apparato trascrizionale e quindi sull’espressione genica. 

L’acetilazione rappresenta una delle principali modificazioni istoniche che 
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aumentano la trascrizione. Questo meccanismo avviene a opera di enzimi istone 

acetiltranferasi che acetilano dei residui di lisina a livello delle code istoniche e 

producono una decondensazione della cromatina che favorisce appunto la 

trascrizione. Il processo può essere contrastato dall’azione degli enzimi istone 

deacetilasi (Abdul et al., 2017). La metilazione costituisce un’altra modificazione 

istonica importante, è regolata da enzimi istone metiltranferasi e demetilasi e 

avviene a carico di residui di lisina e di arginina. Il grado di metilazione può 

variare, infatti possono formasi a livello dello stesso sito, delle mono-, di- o tri-

metilazioni. In base al residuo amminoacidico, al sito e al grado la metilazione può 

sia aumentare che ridurre la trascrizione genica (Abdul et al., 2017). 

 

7.2 Modificazioni epigenetiche e molecolari legate 

all’esposizione ai cannabinoidi 

L’azione sulla trascrizione genica costituisce un aspetto cruciale dell’azione delle 

droghe e la modificazione della cromatina è il principale meccanismo epigenetico 

coinvolto in tale contesto. I componenti del sistema endocannabinoide appaiono 

tutti regolabili attraverso meccanismi epigenetici e per contro gli 

endocannabinoidi risultano implicati nella regolazione di numerosi processi 

naturali epigenetici sia a livello periferico che centrale (D’Addario et al., 2013). A 

considerazione di tali evidenze è comprensibile come una stimolazione esogena 

del sistema endocannabinoide possa ripercuotersi sui normali meccanismi 

epigenetici cellulari da esso controllati e possa inoltre comportare l’insorgenza di 

effetti neurobiologici sia a breve che a lungo termine. Infatti si è osservato come 

l’esposizione a un trattamento cronico con THC inducesse diverse metilazioni e 

acetilazioni in molteplici siti dell’istone H3, modulando la trascrizione genica in 

diverse aree cerebrali quali la corteccia prefrontale, l’ippocampo, il nucleo 

accumbens e l’amigdala, e tale modulazione figurava globalmente più complessa 

negli adolescenti rispetto agli adulti (Prini et al., 2017). L’azione del THC è stata 

associata anche a delle modificazioni significative nel nucleo accumbens, e 

precisamente a carico dell’istone H3 a livello dei geni per i recettori dopaminergici 

D2 e per il neuropeptide oppioide proencefalina (DiNieri et al., 2011; Tomasiewicz 
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et al., 2012; Spano et al., 2007) i quali risultano coinvolti in meccanismi di 

vulnerabilit{ all’abuso, e tali modificazioni sono state osservate sia nell’uomo che 

negli animali esposti al THC in periodi prenatale o adolescenziale, con effetti 

duraturi fino all’et{ adulta (DiNieri et al., 2011; Tomasiewicz et al., 2012). Inoltre 

l’esposizione prenatale ai cannabinoidi potrebbe portare ad alterazioni 

epigenetiche a livello di geni come Dgl4 codificante per la proteina Psd-95 (post 

synaptic density protein 95), la quale risulta coinvolta nella regolazione 

dell’interazione fra dopamina e glutammato e, in associazione col recettore NMDA, 

in processi di plasticità sinaptica (Szutorisz e Hurd, 2016). 

La modulazione della trascrizione associata all’azione delle sostanze d’abuso 

coinvolge diversi bersagli genici. Tra questi spiccano per importanza una serie di 

geni immediati precoci che codificano per fattori di trascrizione come c-Fos, Fos-B, 

Fra1 e Fra2, tutti appartenenti alla famiglia Fos e importanti nella formazione del 

fattore di trascrizione AP-1 (activator protein-1), che avviene mediante 

dimerizzazione con altri elementi della famiglia delle proteine Jun (Morgan e 

Curran, 1995). Infatti i membri della famiglia Fos risultano rapidamente indotti 

nello striato in risposta alla somministrazione di psicostimolanti in acuto, sebbene 

tale induzione risulti transiente e ritorni in breve tempo a livelli basali (Graybiel et 

al., 1990; Hope et al., 1992; Young et al., 1991). In tale contesto si differenzia per 

una più marcata stabilit{ ΔFosB, una variante tronca di FosB, la quale in seguito a 

somministrazione cronica di diverse sostanze d'abuso, si accumula a elevati livelli 

in aree come lo striato e l’aumento della sua espressione persiste per settimane 

anche dopo l'ultima somministrazione (Madsen et al., 2012; Nestler, 2008).  

I cannabinoidi si annoverano tra le sostanze in grado di indurre la trascrizione dei 

geni immediati precoci appartenenti alla famiglia Fos, infatti la somministrazione 

di THC modula, anche in base al regime di trattamento adottato, i livelli di FosB e 

ΔFosB in aree come lo striato, l’ippocampo e la corteccia prefrontale (Lazenka et 

al., 2015; Rubino et al., 2004; Porcella et al., 1998), e l’induzione di ΔFosB 

sembrerebbe influenzare gli stessi effetti dei cannabinoidi attraverso una 

modulazione indiretta del sistema oppioide endogeno, così come mediante azione 

diretta di desensitizzazione e downregulation dei recettori CB1 (Lazenka et al., 

2012). 
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Un altro fattore di trascrizione importante nei meccanismi d’azione delle sostanze 

d’abuso è CREB (cAMP response element-binding protein), il quale viene espresso 

in maniera ubiquitaria in tutto il cervello. Questo fattore viene attivato nella sua 

forma fosforilata (pCREB) da numerose vie di segnalazione intracellulari, e una 

volta attivato recluta CBP (CREB-binding protein), proteina che esercita un’attivit{ 

acetil transferasica a livello istonico: l’attivazione di tale complesso porta alla 

promozione della trascrizione di numerosi geni (Arias et al., 1994; Chan e La 

Thangue, 2001; Lonze e Ginty, 2002). Sebbene le sostanze d'abuso inducano un 

rapido aumento dei livelli di pCREB nello striato (Choe et al., 2002; Kano et al., 

1995; Walters and Blendy, 2001), il suo ruolo nei processi di addiction non appare 

del tutto chiaro. Infatti la sovraespressione di CREB nella shell del nucleo 

accumbens è stata associata a una diminuzione delle proprietà di ricompensa della 

cocaina osservata nel paradigma della CPP e viceversa la sua diretta inibizione, 

così come l’ablazione del gene per CREB, inducono l’aumento della ricompensa 

nella CPP (Carlezon et al., 1998; Pliakas et al., 2001) e un aumento della sensibilità 

alle proprietà attivanti degli psicostimolanti (Fasano et al., 2009; Madsen et al., 

2012). Queste evidenze supportano l’ipotesi che CREB sia alla base di meccanismi 

omeostatici che riducono la risposta alle droghe (Dong et al., 2006; McClung e 

Nestler, 2003), tuttavia numerosi studi hanno fornito evidenze contrarie, ovvero la 

presenza di CREB, soprattutto a livello della shell del NAc (Green et al., 2010; 

Larson et al., 2011) e della PFC (McPherson et al., 2010), risulta un fattore 

importante nell’aumento della ricompensa nel paradigma 

dell’autosomministrazione di cocaina. Tali divergenze possono derivare da 

numerose variabili quali la tipologia della sostanza, la natura delle 

somministrazioni (volontaria o involontaria) e le aree cerebrali così come le 

tipologie neuronali nei quali CREB viene attivato.  

Il sistema endocannabinoide risulta implicato nella modulazione di CREB in 

diverse aree cerebrali. Per esempio è noto che col blocco dei recettori CB1 si ha 

una riduzione dei livelli di pCREB nell’ippocampo e nel nucleo accumbens (Zhang 

et al., 2016), e l’inibizione dell’enzima di degradazione dei cannabinoidi FAAH 

sfocia in un aumento dei livelli di CREB attivo in sede all’ippocampo e alla corteccia 

frontale (Su et al., 2016). In linea con tali evidenze è stato dimostrato che una 
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modulazione da parte del sistema endocannabinoide, mediata da cannabinoidi 

esogeni, si riflette sul grado di attivazione di CREB, infatti l’esposizione acuta a 

diverse dosi di THC porta a un aumento dei livelli attivi della proteina a livello 

dello striato, del cervelletto, della corteccia prefrontale e dell’ippocampo, e a una 

diminuzione nell’area dell’amigdala (Rubino et al., 2004 e 2008; Casu et al., 2005), 

mentre esposizioni ripetute al cannabinoide generano una riduzione a livello del 

cervelletto e dell’ippocampo (Casu et al., 2005; Fan et al., 2010), sebbene un 

diverso protocollo di esposizione ripetuta al THC abbia mostrato anche un 

aumento a livello ippocampale (Rubino et al., 2008). 

Un altro candidato molecolare, il fattore di iniziazione eucariotico 2 (eIF2), sta 

assumendo una posizione di rilievo nelle ricerche sugli effetti delle sostanze 

d’abuso. Il fattore eIF2 è un complesso eteromerico costituito da tre differenti 

subunit{ (α,β,γ), che svolge un ruolo primario nei processi di traduzione 

dell’mRNA grazie al suo legame con un gruppo GTP, e come tale risulta importante 

nella regolazione della sintesi proteica (Wek et al., 2006). eIF2 è integrato nei 

meccanismi di risposta allo stress, infatti risulta bersaglio di diverse proteine 

chinasi come GCN2, PERK o HRI (Han et al., 2001; Teske et al., 2011; Wek et al., 

2004) che attivandosi durante situazioni di stress specifiche, inducono la 

fosforilazione della subunit{ α (p-eIF2α). Nello stato fosforilato p-eIF2α inibisce 

eIF2B, che rappresenta il fattore di scambio nucleotidico responsabile della 

costituzione della forma attiva della stessa eIF2-GTP. Tale inibizione blocca 

dunque la riattivazione del fattore di iniziazione e sfocia in un blocco globale della 

sintesi proteica e alla contemporanea attivazione della traduzione di pochi 

prodotti genici specifici per la generazione della integrated stress response (ISR), 

che consiste in un insieme di vie metaboliche che hanno l’obiettivo di ripristinare 

l’omeostasi cellulare (Pakos-Zebrucka et al., 2016). Il ristretto numero di proteine 

che vengono tradotte da p-eIF2α (tra le quali ATF3, ATF4 e CHOP) possono, a 

seconda dell'intensità della condizione di stress, indurre delle risposte 

infiammatorie, innescare il processo di apoptosi o possono sfociare in un 

meccanismo regolatorio a feedback nel quale l'inibizione generale della traduzione 

proteica indotta da p-eIF2α porta all'induzione di GADD34, la quale promuove un 
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ripristino della traduzione attraverso il reclutamento della proteina fosfatasi 1 

(PP1) (Ma e Hendershot, 2003). 

La  defosforilazione di eIF2α risulta importante per il ripristino della sintesi 

proteica generale ed è importante nei processi di formazione della memoria a 

lungo termine: è stato osservato infatti che un  infusione a livello ippocampale di 

Sal003, un molecola inibente la defosforilazione di p-eIF2α , blocca l'induzione dei 

meccanismi di LTP e della memoria a lungo termine (Costa-Mattioli et al., 2007), 

inoltre evidenze cliniche e precliniche hanno riportato la presenza di elevati livelli 

di p-eIF2α nella patologia dell'Alzheimer (Chang et al., 2002; Ma et al., 2013). Il 

controllo della traduzione associato alla fosforilazione di eIF2α risulta implicato 

anche in processi di addiction: Huang e colleghi (2016) hanno dimostrato che in 

topi adolescenti (ma non negli adulti), basse dosi di cocaina portavano a una 

riduzione di p-eIF2α nell'area della VTA in correlazione a un aumentato rinforzo 

associato alla sostanza. Inoltre anche altre sostanze d'abuso come la 

metanfetamina, l'alcol e la nicotina sono in grado di indurre una riduzione dei 

livelli di p-eIF2α nella VTA, la quale influisce sugli effetti comportamentali delle 

sostanze (Huang et al., 2016; Placzek et al., 2016). 
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8 Premesse e obiettivi del presente studio 

Sebbene il quadro delle ricerche epidemiologiche fornisca in generale degli indizi 

che corroborano l’ipotesi della cannabis come sostanza gateway, a oggi ancora non 

si hanno evidenze biologiche e molecolari che provino in maniera esaustiva un 

nesso di causalità tra gli effetti della cannabis e il passaggio all’abuso di altre 

sostanze. Il presente studio si colloca nell’ambito di un progetto di ricerca più 

ampio nato da una collaborazione fra il nostro gruppo e quello del prof. Erik 

Kandel della Columbia University di New York, che ha come obiettivo generale lo 

studio degli effetti dell’esposizione ai cannabinoidi nel contesto della gateway 

hypothesis. 

Partendo da studi preliminari in vitro, volti alla caratterizzazione degli effetti 

molecolari e biochimici indotti dall’esposizione ai cannabinoidi, il gruppo del prof. 

Kandel ha dimostrato come l’esposizione prolungata al WIN inducesse un 

abbassamento dei livelli della forma fosforilata di eIF2α, in colture cellulari simil-

neuronali. Tale evidenza risultava in linea con quanto già presente in letteratura 

relativamente ad altre sostanze d’abuso, per cui, col fine di indagare i meccanismi 

cellulari sottesi alla riduzione della fosforilazione di eIF2a hanno eseguito un 

sequenziamento del RNA delle cellule. Dai risultati è emerso che tra i primi 20 geni 

la cui espressione era stata modificata (upregolati e downregolati), vi era il gene 

Gadd34 (Ppp1r15a), la cui espressione era aumentata e il cui prodotto genico, 

GADD34, agisce come proteina scaffold e fra le varie funzioni recluta la proteina 

fosfatasi 1 (PP1) con la quale induce una defosforilazione di p-eIF2a (Choy et al., 

2015). 

Questo quadro poneva GADD34 quale candidato ideale responsabile della 

defosforilazione di p-eIF2α, dunque il passo successivo è stato valutare in che 

modo il WIN causasse l’incremento dei livelli di GADD34. Gli studi hanno portato 

alla prima osservazione che spiegasse tale meccanismo: il WIN aumenta i livelli di 

acetilazione dell’istone 3 a carico della lisina 27 (H3K27ac) lungo l’intero gene 

Gadd34 (all’interno del quale risulta abbondantemente diffusa), indice di un 
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aumento della trascrizione, e inoltre si è osservato come il responsabile 

dell’aumento di questa acetilazione fosse CREB-binding protein (CBP), un enzima 

con attività istone acetil transferasica attivo sui residui lisinici di H3, che previa 

esposizione al WIN presenta un aumento della sua collocazione nucleare rispetto a 

quella citoplasmatica e mostra elevati livelli di occupazione a livello dei siti di 

inizio trascrizione (TSS) presenti nel gene Gadd34.  

Essendo presente a livello del gene Gadd34 una sequenza parziale della 

caratteristica successione nucleotidica dei siti cAMP-responsive elements (CRE; 

TGACG, 132 nucleotidi a monte della regione TSS), il gruppo della Columbia 

University ha ipotizzato un ruolo del fattore di trascrizione CREB nella riduzione 

dei livelli di p-eIF2α. CREB infatti detiene come bersaglio d’azione proprio i siti 

CRE e interagisce in maniera funzionale con il fattore CBP. Infatti, da uno studio di 

immunoprecipitazione della cromatina è emerso che il WIN porta a un aumento 

del grado di occupazione di CREB nel sito TSS di Gadd34, e contemporaneamente a 

un aumento dei livelli della forma attiva fosforilata p-CREB. Infine, considerando 

che la fosforilazione di CREB viene indotta da diverse vie di traduzione del segnale, 

compresa la via della mitogen-activated protein kinases/extracellular signal-

regulated kinases (MAPK/ERK) (Kida and Serita, 2014), e che come noto i 

cannabinoidi come il THC sono coinvolti nell’attivazione della via di ERK1/2 

(Bouaboula et al., 1995; Tortoriello et al., 2014) il gruppo di ricerca ha voluto 

valutare i livelli della forma attiva fosforilata di ERK1/2 (p-ERK1/2): dalle analisi è 

emerso un aumento dei livelli di p-ERK1/2 mediato dal WIN, effetto contrastato 

dall’inibizione dei recettori CB.  

Nel loro insieme queste scoperte sono in grado di fornire delle prove dell’esistenza 

di una via metabolica (schematizzata in figura 4) che dimostra come l’esposizione 

al WIN culmini nella defosforilazione di p-eIF2α. 
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Figura 4. Via metabolica proposta per la diminuzione dei livelli di p-eIF2α mediata dal WIN 

 

Considerando che l’organismo animale rappresenta un sistema assai più 

complesso rispetto alla singola cellula, e che il periodo dell’adolescenza, che 

rappresenta una delicata fase di vulnerabilità agli effetti avversi della cannabis, 

non può essere riprodotto in vitro, il passaggio successivo, ambito nel quale si 

colloca lo studio della presente tesi, è stato quello di traslare queste ricerche su un 

modello in vivo che ci permettesse di testare gli effetti del WIN sia nella fase critica 

adolescenziale che nella fase adulta. 

Per tale fine, servendoci di ratti maschi del ceppo Sprague Dawley, abbiamo 

utilizzato un disegno sperimentale (riportato nella sezione materiali e metodi) che, 

mediante un protocollo di esposizione cronica (11 giorni) a dosi crescenti di WIN, 
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ci consentisse di mimare il forte abuso della cannabis nell’uomo. In seguito, per 

poter valutare se il cannabinoide, specialmente nell’adolescenza, inducesse degli 

effetti capaci di incidere sulla sensibilizzazione e sulla vulnerabilit{ all’uso di altre 

sostanze d’abuso come gli psicostimolanti, si è proceduti con un periodo di 

sospensione dei trattamenti col WIN e una successiva esposizione a una diversa 

sostanza d’abuso (cocaina: 24 ore e 8 giorni dopo la fine del trattamento col 

cannabinoide). 

Come precedentemente riportato, studi presenti in letteratura e gli stessi studi 

preliminari sopra citati, indicano che alcuni degli effetti indotti dai cannabinoidi 

sono correlati a modificazioni epigenetiche che sfociano in un'alterazione 

dell’espressione genica e della traduzione proteica, le quali possono condurre sia a 

dei cambiamenti di tipo transitorio che a modificazioni più stabili a lungo termine. 

Sulla base di queste evidenze, il primo obiettivo della presente tesi è stato dunque 

quello di valutare se il trattamento cronico con WIN, effettuato sia in adolescenza 

che in età adulta, fosse in grado di modificare in specifiche aree cerebrali coinvolte 

nei meccanismi dell’addiction [PFC, NAcc, caudato-putamen (CPu), amigdala 

(Amig) e ippocampo (Ipp)], i livelli di alcune acetilazioni istoniche notoriamente 

associate all’attivazione della trascrizione genica (H3K27ac, H2Bk20ac e H4K5-

16ac). Altresì, considerando quanto già osservato in vitro e alla luce delle recenti 

evidenze bibliografiche che indicano come le azioni molecolari associate a diverse 

sostanze d’abuso, come l’alcol, la cocaina, la metanfetamina e la nicotina, 

convergano tutte nella riduzione dello stato fosforilato di eIF2α, meccanismo che 

in adolescenza sembra influire sulla sensibilizzazione agli effetti di queste sostanze 

(Huang et al., 2016; Placzek et al., 2016), abbiamo voluto valutare l’azione del WIN, 

in adolescenti e adulti, sui livelli cerebrali di p-eIF2α così come delle proteine che 

in vitro risultano coinvolte nel meccanismo di defosforilazione del fattore di 

traduzione, ovvero pERK1/2, pCREB, CBP e GADD34. Inoltre abbiamo valutato i 

livelli cerebrali di ΔFosB, molecola fortemente implicata nei meccanismi d’azione 

delle sostanze d’abuso. A tal fine, i sacrifici degli animali, adolescenti e adulti, e 

l'immediata dissezione delle aree cerebrali oggetto dei saggi di western blot sono 

stati effettuati a 24 ore e a 9 giorni dall'ultima somministrazione di WIN.  
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Il secondo obiettivo della presente tesi è stato quello di esaminare, sia nei ratti 

adolescenti che negli adulti, la risposta comportamentale legata agli effetti 

dell’esposizione cronica al WIN a breve e a lungo termine. A tale scopo abbiamo 

valutato dapprima la possibile presenza di alterazioni cognitive legate al 

trattamento cronico col WIN mediante test di pre-pulse inhibition (PPI), effettuato 

24 ore dopo l’ultima somministrazione del WIN. Il test della PPI costituisce un 

valido paradigma per valutare il grado di integrità del gating motorio sensoriale, il 

quale rappresenta un processo neurale che permette la filtrazione e l’elaborazione 

delle informazioni sensoriali che portano all’immediata implementazione di una 

adeguata risposta di tipo motorio, e un’alterazione della PPI nella risposta allo 

spavento è considerata un indice della presenza di deficit cognitivi e viene 

associata a diversi disordini neuropsichiatrici, come disturbi psicotici, disturbi 

d’ansia e dell’attenzione (Swerdlow and Geyer, 2000; Fendt e Koch, 2013). 

Successivamente abbiamo valutato la possibile presenza di una sensibilizzazione 

crociata locomotoria agli effetti della cocaina, il quale rappresenta un modello 

ampiamente validato in letteratura e costituisce uno degli approcci più utilizzati 

nel campo della ricerca sull’addiction (Robinson e Berridge, 2003; Vanderschuren 

e Kalivas, 2000). 

Da un punto di vista farmacologico per sensibilizzazione si intende un aumento 

progressivo degli effetti basali di un farmaco, quando somministrato in maniera 

ripetuta, e rappresenta un meccanismo opposto a quello della tolleranza, che pure 

si instaura con le medesime esposizioni ripetute. I meccanismi di sensibilizzazione 

neuronale si ripercuotono sulle funzioni fisiologiche a essi correlate, e molto 

spesso generano una sensibilizzazione di tipo comportamentale che si divide in 

due classi principali di effetti: gli effetti incentivo-motivazionali e gli effetti eccito-

motori (Robinson e Berridge, 2003). Diverse sostanze d’abuso, compresi i 

cannabinoidi, sono in grado di generare nell’uomo e negli animali da laboratorio 

una sensibilizzazione eccito-motoria riscontrabile con un aumento della 

locomozione, così come un incremento dell’esplorazione, della vigilanza e 

dell’attenzione (Robinson e Berridge, 2003; Vanderschuren e Kalivas, 2000), e tale 

tipologia di sensibilizzazione è considerata un parametro coinvolto nel più ampio 

fenomeno della farmacodipendenza (Robinson and Berridge, 1993; Stewart and 
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Badiani, 1993; Vanderschuren and Kalivas, 2000), infatti i meccanismi d’azione 

sottesi in entrambi i fenomeni modificano l’attivit{ dopaminergica e 

glutamatergica a livello del circuito cortico-meso-limbico. Alla luce di tale analogia 

lo studio sperimentale dell’eventuale sensibilizzazione crociata fra due sostanze 

diverse costituisce uno degli approcci più validi nel campo della ricerca sull’abuso, 

per la comprensione dei meccanismi di interazione presenti fra due o più composti 

che si riflettono nei processi di ricompensa e di rinforzo. 

I cannabioidi rappresentano una classe di sostanze d’abuso in grado di generare 

una sensibilizzazione comportamentale e in molteplici casi si sono osservati effetti 

di sensibilizzazione crociata con altre sostanze. Infatti si è osservato come un pre-

trattamento con dosi crescenti di THC susciti nei ratti una sensibilizzazione 

comportamentale di tipo motorio osservata dopo un periodo di sospensione e una 

successiva riesposizione alla stessa sostanza così come una sensibilizzazione 

crociata indotta dall’esposizione alla morfina, e in maniera speculare un pre-

trattamento con la morfina induce i medesimi effetti di sensibilizzazione crociata 

in seguito a successiva esposizione al THC (Cadoni et al., 2001; 2008). 

Analogamente, è stato documentato come una pre-esposizione al cannabinoide 

sintetico WIN inducesse una sensibilizzazione crociata di tipo motoria in seguito 

alla successiva esposizione all’eroina (Pontieri et al., 2001). L’anfetamina risulta 

essere un altro composto coinvolto in processi di sensibilizzazione crociata di tipo 

comportamentale in ratti pre-esposti a trattamenti cronici di THC (Lamarque et al., 

2001) e di WIN (Muschamp e Siviy, 2002). Inoltre, Dow-Edwards e Izenwasser 

hanno riportato delle evidenze di una cross-sensibilizzazione tra il THC e la 

cocaina esclusivamente in ratti adolescenti, infatti nel loro lavoro dimostrano come 

nei ratti adulti un trattamento cronico con il THC diminuisce l’attivit{ motoria 

rispetto ai controlli e la successiva somministrazione di cocaina induce 

un’eccitazione motoria che non presenta differenze fra i trattati e i controlli; lo 

stesso trattamento con THC effettuato sugli adolescenti non sortisce alcuna 

riduzione nella motilità e la successiva somministrazione di cocaina genera una 

risposta motoria più elevata rispetto al gruppo non trattato in precedenza col THC, 

indicando la presenza di sensibilizzazione crociata fra le due sostanze (Dow-

Edwards e Izenwasser, 2012). 
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Attualmente la cocaina è lo stimolante illecito maggiormente utilizzato in Europa, 

circa l’1,9% dei giovani adulti nella fascia di età compresa tra 15 e 34 anni hanno 

assunto cocaina almeno una volta nell’ultimo anno (EMCDDA, 2017), e in alcuni 

paesi si registra una tendenza all’aumento del consumo e spesso il suo uso si 

succede o si sovrappone a quello della cannabis. Il motivo principale che spinge al 

consumo di questa droga è la sua capacit{ di generare in acuto uno stato di “high” 

determinato dal blocco dei trasportatori delle monoamine a livello centrale, 

specialmente della DA, e tale condizione è contraddistinta da sensazioni di 

benessere, euforia, aumentata energia e vigilanza associate alla concomitante 

riduzione del senso di fatica e della fame. 

Per tali ragioni la cocaina si presentava come lo psicostimolante ideale per valutare 

la presenza di una sovrapposizione fra i suoi effetti e quelli associati al WIN. A tale 

scopo abbiamo sottoposto sia i ratti adolescenti che i ratti adulti, a una 

somministrazione acuta di cocaina durante il monitoraggio dell’attivit{ motoria, a 

24 ore e a 8 giorni di distanza dall’ultima somministrazione del canabinoide, per la 

valutazione della presenza di un’eventuale sensibilizzazione crociata di tipo 

motorio. 
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9 Materiali e metodi 

9.1 Animali 

Per gli esperimenti sono stati utilizzati ratti maschi della specie Sprague Dawley (SD) 

(Harlan Italy, S. Pietro al Natisone, Italia), rispettivamente di 35 post natal day (PND, 

ovvero giorni post nascita) gli adolescenti e 70 PND gli adulti al momento dell’arrivo. 

Gli animali sono stati stabulati in numero di 4 per ciascuna gabbia, in condizioni di 

temperatura (21±2 °C) e umidità (60%) costanti, con un regime di ciclo luce/buio 

artificiale della durata di 12 ore (ciclo di luce dalle 7.00 alle 19.00). Gli animali sono 

stati manipolati delicatamente durante la settimana precedente l’inizio dei test e 

hanno avuto libero accesso ad acqua e cibo durante l’intero periodo di stabulazione. 

I trattamenti farmacologici e i test comportamentali sono stati condotti durante il 

periodo di luce e prima di ciascun test gli animali sono stati sottoposti a un periodo 

di abituamento alle condizioni ambientali delle stanze di sperimentazione. Tutte le 

procedure e gli esperimenti sono stati approvati dal Comitato Etico per la 

Sperimentazione sugli Animali dell’Universit{ di Cagliari e dal Ministero della Salute, 

e sono sati condotti nel rispetto delle normative vigenti in Italia, previste dal D.L. 

26/2014 che attua la direttiva europea 2010/63/UE sulla protezione degli animali 

utilizzati a fini scientifici. 

 

9.2 Farmaci  

WIN 55,212-2 mesylate ([R(+)-[2,3-dihydro-5-methyl-3-[(morpholinyl) methyl] 

pyrolol [1,2,3-de]-1,4-benzoxazin-yl]-(1-naphthalenyl) methanonemesylate]); 

TocrisBioscience, UK) è stato disciolto in 2% Tween 80 (Sigma-Aldrich, UK), 2% 

etanolo (Sigma-Alcrich, UK) e 96% sodio cloruro 0,9%. Una soluzione composta dalle 

medesime percentuali di etanolo, Tween 80 e sodio cloruro è stata utilizzata come 

soluzione veicolo per i gruppi di controllo. 

La cocaina cloridrato (MacFarlan Smith Ltd., Edinburgh, UK) è stata disciolta in 

soluzione di sodio cloruro 0,9%. La stessa soluzione salina è stata utilizzata come 

sostanza veicolo per i gruppi di controllo. 
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Ciascun farmaco utilizzato è stato preparato il giorno dell’esperimento ed è stato 

somministrato intraperitonealmente (i.p.) in un volume di 1 ml·kg-1. 

 

9.3 Disegno sperimentale e trattamenti 

 

 

 

Figura 5. Schema del disegno sperimentale dei ratti adolescenti e adulti. 
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Per i nostri esperimenti abbiamo utilizzato un gruppo di ratti adolescenti (42 PND 

al momento di inizio del trattamento) e un gruppo di ratti adulti (77 PND al 

momento di inizio del trattamento). Il disegno sperimentale (fig. 5) ha previsto una 

prima fase di esposizione prolungata al WIN che mimasse il consumo di cannabis 

osservato nell'uomo (Realini et al., 2011; Scherma et al, 2016). A tale scopo, sia i 

ratti adolescenti che i ratti adulti sono stati sottoposti a un trattamento cronico 

della durata di 11 giorni, articolato in due iniezioni giornaliere (9:00 e 17:00) di 

dosi crescenti di WIN (o del relativo veicolo): 2 mg·kg-1 (da 42 PND a 44 PND per 

gli adolescenti; da 77 PND a 79 PND per gli adulti); 4 mg·kg-1 (da 45 PND a 48 PND 

per gli adolescenti; da 80 PND a 83 PND per gli adulti); 8 mg·kg-1 (da 49 PND a 52 

PND per gli adolescenti; da 84 PND a 87 PND per gli adulti). La scelta di tali dosaggi 

è stata valutata sulla base di evidenze presenti in letteratura che indicano lo 

sviluppo di una sensibilizzazione crociata tra il cannabinoide e l’eroina (Pontieri et 

al., 2001). 

La seconda fase sperimentale ha consistito nella sospensione dei trattamenti col 

WIN e nello studio degli effetti comportamentali e neuromolecolari associati al 

trattamento cronico col cannabinoide, così come alla sua interazione con gli effetti 

suscitati dall’esposizione alla cocaina. 

Per lo studio delle modificazioni epigenetiche e molecolari si è proceduto con i 

sacrifici e la dissezione delle aree di interesse in due diversi intertempi: nel D1 (53 

PND per gli adolescenti e 88 PND per gli adulti) coincidente con un tempo di 24 ore 

dopo l'ultima somministrazione di WIN, e nel D9 (61 PND per gli adolescenti e 96 

PND per gli adulti: 9 giorni dopo la sospensione del trattamento con WIN), 

coincidente con un tempo di 24 ore dopo lo svolgimento dei test comportamentali.  

Gli studi comportamentali si sono svolti nei giorni D1 e D8 (quest’ultimo 

coincidente col 60 PND per gli adolescenti e 95 PND e per gli adulti: 8 giorni dopo 

la sospensione del trattamento con WIN). Gli esperimenti di PPI sono stati eseguiti 

nel D1. Gli esperimenti di attività motoria sono stati effettuati in concomitanza con 

una esposizione alla cocaina (10 mg·kg-1) nel D1 e nel D8. 
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9.4 Prelievo del tessuto e raccolta delle aree cerebrali 

Per la raccolta delle aree cerebrali si è proceduto con il sacrificio degli animali 

eseguito mediante decapitazione, col prelievo del cervello e la immediata dissezione 

delle aree di interesse, le quali sono state rapidamente congelate mediante contatto 

con ghiaccio secco e successivamente conservate a -80°C. Le aree cerebrali raccolte 

sono la corteccia prefrontale (PFC), il nucleo accumbens (NAcc), lo striato dorsale 

(caudato e putamen, CPu), l’amigdala (Amig) e l’ippocampo (Ipp). 

 

Tecniche biochimiche  

9.5 Estrazione proteica e western blot 

La lisi cellulare e l’estrazione proteica è stata eseguita utilizzando N-PER™ 

Neuronal Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific; Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) per l’estrazione proteica totale, NE-PER™ Nuclear and 

Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific) per i frazionamenti 

citoplasmatici e nucleari, e EpiQuik Total Histone Extraction Kit (EpiGentek; 

Epigentek Group Inc., Farmingdale, NY, USA) per le estrazioni istoniche. Ai reagenti 

di estrazione è stato aggiunto il mix Pierce™ Protease and Phosphatase Inhibitor 

Mini Tablets (Thermo Scientific). La concentrazione proteica è stata misurata 

utilizzando il Pierce™ Detergent Compatible Bradford Assay Kit (Thermo 

Scientific) e la corsa elettroforetica di uguali quantità per ciascun campione è stata 

eseguita su 4–20% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels (Biorad; Bio-Rad 

Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) secondo procedure standard per il western 

blot. In seguito all’incubazione con gli anticorpi primari e secondari, e appropriati 

lavaggi, le bande proteiche di interesse sono state visualizzate sia con sistema di 

rilevamento a fluorescenza (Odyssey Classic; LI-COR, LI-COR Biotechnology, 

Lincoln, NE, USA) che a chemiluminescenza (Amersham ECL Prime Western 

Blotting Detection Reagent; GE Healthcare, GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, 

PA, USA). Se nella stessa membrana erano visualizzate più di una proteina di 

interesse, la membrana stessa veniva strippata e riprocessata con l’utilizzo di 
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WesternSure® ECL Stripping Buffer (LI-COR) o di Restore™ Fluorescent Western 

Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific). I seguenti anticorpi primari sono stati 

utilizzati per le relative proteine o modificazioni proteiche: fosfo-eIF2α (Ser51) 

(#9721, Cell Signaling; Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA), eIF2α 

(#2103, Cell Signaling), GADD34 (sc-8327, Santa Cruz; SantaCruz Biotechnology, 

Inc., Dallas, TX, USA) o GADD34 (10449-1-AP, Proteintech; Proteintech Group, Inc., 

Rosemont, IL, USA), beta Actina (ab6276, Abcam; Abcam PLC, Cambridge, UK), CBP 

(sc-583, Santa Cruz), Nucleolina/C23 (sc-8031; Santa Cruz), FosB/ΔFosB (#2251, 

Cell Signaling), istone H3 acetil K27 (39133, Active Motif; Active Motif, Inc., 

Carlsbad, CA, USA), istone H3 (ab10799, Abcam), istone H2B acetil K20 (ab177430, 

Abcam), istone H2B (ab52484, Abcam), istone H4 acetil-(K5, K8, K12, K16) (06-

866, EMD Millipore), istone H4 (ab17036, Abcam), CREB fosfo S133 (ab32096, 

Abcam), CREB (ab178322, Abcam), fosfo-p44/42 MAPK (Erk1/2) 

(Thr202/Tyr204) (#9101, Cell Signaling), ERK 1/2 (sc-514302, Santa Cruz. 

L’analisi delle immagini e la quantificazione delle proteine di interesse sono state 

effettuate con l’utilizzo di Image Studio™ Software (LI-COR) o ImageJ (U. S. 

National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA; [Schneider et al., 2012]). I 

dati ottenuti sono stati normalizzati con un appropriato target di riferimento (i.e. 

la beta-Actina per gli estratti cellulari totali o per gli estratti citoplasmatici, la 

Nucleolina per gli estratti nucleari, e il totale degli istoni H2B/H3/H4 per gli 

estratti istonici) e successivamente trasformati in differenze fold-change in 

relazione al gruppo controllo.  

 

9.6 Analisi statistiche  

Il numero dei campioni utilizzato per le analisi statistiche è riportato nella 

discussione dei risultati di ciascun esperimento. I valori sono rappresentati come 

medie ± errore standard (SEM). La normalità dei valori è stata esaminata mediante 

test di Shapiro-Wilk. La comparazione fra due gruppi è stata eseguita mediante test 

di Mann-Whitney e unpaired t-test di Student per le analisi parametriche. Si è 

utilizzato il test di Grubbs per la ricerca e l’esclusione dei probabili outliers. La 

significativit{ statistica è stata impostata al valore di P ≤ 0.05. Tutte le analisi 
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statistiche sono state eseguite col programma GraphPad Prism 7 (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, CA, USA). 

 

Test comportamentali 

9.7 PPI del riflesso da spavento acustico 

L’apparato utilizzato per la misurazione della Pre Pulse Inhibition (PPI) del riflesso 

da spavento acustico è composto da 4 camere insonorizzate e ventilate (Med 

Associated, St Albans, VT, USA). All’interno di ciascuna camera è contenuta la 

startle cage, un cilindro di Plexiglas non restrittivo (9 cm di diametro) allocato su 

un accelerometro piezoelettrico connesso a un convertitore analogico-digitale. Due 

altoparlanti, in grado di generare dei suoni quali il rumore di fondo e i burst 

acustici, sono posizionati in prossimità della startle cage, in modo da permettere 

una propagazione ottimale del suono attraverso la stessa, con una minima 

variazione di 1 dB. Il protocollo sperimentale utilizzato per il test è stato 

precedentemente descritto da Frau et al. (2016). Ciascun ratto è stato posizionato 

nella gabbia sperimentale per un periodo di 5 minuti di acclimatazione in presenza 

di un rumore bianco di fondo di 70 dB (emesso per tutta la durata del test) seguito 

da tre blocchi prova consecutivi: il primo e il terzo blocco contraddistinti entrambi 

da una successione di 5 impulsi sonori singoli di 40 ms ciascuno dell’intensit{ di 

115 dB, mentre il secondo blocco (il blocco del test vero e proprio) consistente in 

una sequenza pseudo randomizzata di 50 impulsi sonori di tre diverse tipologie: 

12 impulsi singoli di 115 dB, 30 impulsi di 115 dB preceduti da pre-impulsi delle 

intensità di 74, 78 o 82 dB (10 per ciascuna intensità), e 8 impulsi muti dove è 

diffuso il solo rumore di fondo. La percentuale di PPI è stata calcolata valutando 

esclusivamente i dati del secondo blocco, usando la seguente formula: 100-[(media 

ampiezza dello spavento per le prove di pre-impulso+impulso/media ampiezza 

dello spavento per le prove di impulso singolo)x100]. Gli animali sono stati testati 

al termine del pre-trattamento, 24 ore dopo l’ultima somministrazione di WIN. 
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9.8 Attività motoria  

Nei giorni D1 e D8, gli animali sono stati sottoposti individualmente al test 

dell’attivit{ motoria mediante l’utilizzo del Digiscan Animal Activity Analyser 

(Omnitech Eletronics, USA), composto da 4 gabbie operative della grandezza di 42 x 

30 x 60 cm, ciascuna delle quali equipaggiata con due set di 16 fotocellule a raggi 

infrarossi distanziate 2,5 cm l’una dall’altra, posizionati parallelamente al pavimento 

a un altezza di 4 cm per rilevare l’attivit{ motoria orizzontale, e un ulteriore set di 16 

fotocellule con le medesime caratteristiche delle precedenti, regolabili in altezza in 

base alla taglia degli animali per valutarne i movimenti verticali. Il test è stato 

condotto in regime di luce attenuata. Gli animali sono stati dapprima collocati nella 

stanza dell'esperimento per circa 30 minuti al fine di consentire una giusta 

acclimatazione al nuovo ambiente. All’inizio della sessione sperimentale ciascun 

animale è stato posizionato individualmente all’interno della gabbia sperimentale 

per 30minuti, tale periodo di abituamento consentiva un raggiungimento basale 

ottimale dei parametri di attività motoria.  

Successivamente gli animali sono stati trattati con cocaina (10 mg·kg-1) e l’attivit{ 

locomotoria è stata monitorata per ulteriori 60 minuti (test vero e proprio), con 

rilevazioni dei valori a intertempi di 10 minuti. In tale contesto abbiamo suddiviso gli 

animali in 4 gruppi sperimentali: veicolo/salina (pre-trattamento cronico con 

veicolo e prova motoria con soluzione salina); WIN/salina (pre-trattamento cronico 

con WIN e prova motoria con soluzione salina); veicolo/cocaina (pre-trattamento 

cronico con veicolo e prova motoria con cocaina); WIN/cocaina (pre-trattamento 

cronico con WIN e prova motoria con cocaina). I parametri da noi valutati sono stati 

la distanza percorsa, ovvero il totale del percorso orizzontale misurato in cm e 

l’attivit{ verticale, intesa come numero totale di interruzioni dei raggi infrarossi. Per 

ciascun parametro abbiamo valutato la curva temporale dei valori rilevati a ogni 

intertempo, e le conte cumulative totali, ovvero le medie delle somme dei valori di 

tutti gli intertempi relativi ai 60 minuti di test. Tra una sessione e la successiva le 

pareti dell’apparato sono state pulite con H2O2 in modo da limitare ogni possibile 

traccia olfattiva. 

 



61 
 

9.9 Analisi statistiche  

Tutti i dati sono espressi come MEDIA ± SEM. La valutazioni statistiche dei dati 

relativi alla crescita corporea e all’assunzione di cibo durante i pre-trattamenti 

cronici sono state determinate mediante ANOVA a due vie (studio dell’interazione 

Trattamento x Tempo) seguita dal test post hoc di Bonferroni per le comparazioni 

multiple. Le analisi statistiche dei dati relativi ai test di attività motoria sono state 

effettuate tramite ANOVA a due vie (studio dell’interazione Trattamento x Tempo) 

per le curve temporali e ANOVA a una via (studio del fattore Trattamento tra i 

gruppi) per le conte cumulative. Qualora tali analisi abbiano riportato 

significativit{ statistiche, si è proceduto con l’analisi post hoc di Bonferroni per 

valutare le comparazioni multiple. La valutazione statistica dei dati riguardanti gli 

esperimenti di PPI è stata eseguita utilizzando L’ANOVA a due vie per le 3 intensità 

di pre-impulso (studio dell’interazione Trattamento x intensit{ di impulso) e l’ 

Unpaired t test di Student per la risposta allo spavento acustico. La significatività 

statistica è stata impostata al valore di P ≤ 0.05. Tutte le analisi statistiche sono 

state eseguite col programma GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, 

CA, USA). 
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10 Risultati 

 

10.1 Peso corporeo e quantità di cibo assunto nei ratti trattati 

cronicamente con WIN 

 

 

Figura 6. Crescita corporea e assunzione di cibo nei ratti adolescenti e adulti durante le fasi di pre-

trattamento cronico con l’agonista cannabinoide (o veicolo) e successivo periodo di sospensione. 

(A) curva temporale dei pesi dei ratti adolescenti, espressi come percentuale in riferimento al 

giorno 0: § P < 0.001; ** P < 0.01; * P < 0.5 WIN vs Controllo. (B) curva della quantità media 

(espressa in grammi) di cibo assunto da ciascun ratto adolescente: § P < 0.001; ** P < 0.01; * P < 0.5 

WIN vs Controllo. (C) curva temporale dei pesi dei ratti adulti, espressi come percentuale in 

riferimento al giorno 0: § P < 0.001 WIN vs Controllo. (D) curva della quantità media (espressa in 
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grammi) di cibo assunto da ciascun ratto adulto: § P < 0.001 WIN vs Controllo. Tutti i valori sono 

espressi come Media ± SEM. 

 

Dalla curva di crescita corporea degli animali (fig. 6A) si evince un rallentamento 

significativo dell’incremento di peso nei ratti adolescenti trattati cronicamente con 

WIN rispetto ai veicoli, come riportato dall’analisi ANOVA a due vie (interazione 

trattamento farmacologico x tempo: F(17, 1084) = 2,794, P < 0.0001) e dall’analisi 

post-hoc di Bonferroni (P < 0.05 per il giorno 4, P < 0.001 dal giorno 5 al giorno 15, 

P < 0.01 per i giorni 16 e 17). Una significativa diminuzione della crescita corporea 

emerge anche nei ratti adulti trattati con WIN rispetto ai relativi controlli (fig. 6C), 

come mostrato dall’analisi ANOVA a due vie (interazione trattamento 

farmacologico x tempo: F(17, 1644) = 32,61, P < 0.0001) e dall’analisi post-hoc di 

Bonferroni (P < 0.001 dal giorno 2 al giorno 17). Tale riduzione della curva di 

crescita del peso corporeo risulta in linea con i dati della quantità di cibo assunto. 

Infatti sia gli adolescenti che gli adulti trattati con WIN mostrano una riduzione 

significativa del consumo di cibo rispetto ai relativi controlli durante gli 11 giorni 

di trattamento, e un successivo incremento a partire dal giorno di sospensione del 

trattamento. Nella fattispecie, dalle analisi ANOVA a due vie emergono differenze 

significative sia negli adolescenti (fig. 6B; interazione trattamento farmacologico x 

tempo: F(16, 236) = 2,073, P = 0.0102) che negli adulti (fig. 6D; interazione 

trattamento farmacologico x tempo: F(16, 282) = 9,094, P < 0.0001), differenze che si 

appianano a partire dal giorno 11, come mostrato dall’analisi post-hoc di 

Bonferroni (negli adolescenti P < 0.01 dal giorno 1 al giorno 10, con eccezione del 

giorno 4 dove non è presente significatività, e negli adulti P < 0.001 dal giorno 1 al 

giorno 11). 



64 
 

 

10.2 Valutazione delle modificazioni istoniche e proteiche 

I risultati ottenuti dagli esperimenti preliminari in vitro, mostrano la capacità del 

WIN di aumentare il grado dell’acetilazione istonica H3K27ac lungo l’intero locus 

del gene Gadd34, e in generale di generare un aumento globale delle acetilazioni a 

carico dei residui di lisina degli istoni H2B, H3, H4. Inoltre l’esposizione al WIN 

determina, in vitro, un aumento dei livelli di alcune delle proteine dimostratesi 

responsabili della riduzione dei livelli di p-eIF2α. Il nostro obiettivo è stato quindi 

quello di verificare se il WIN somministrato cronicamente inducesse, in vivo, delle 

modificazioni nei livelli delle acetilazioni istoniche attivatrici della trascrizione 

genica studiate in vitro (H3K27ac, H2BK20ac, H4K5-16ac), e nei livelli della 

proteina p-eIF2α così come dei fattori proteici in grado di modularne lo stato 

acetilato. Queste analisi sono state condotte in 5 diverse aree cerebrali (PFC, NAcc, 

Ipp, CPu, Amig), sia nel D1 (24 ore dopo la sospensione del trattamento con WIN) 

che nel D9 (9 giorni dopo la sospensione del trattamento con WIN). 

 

10.2.1 Valutazione dei livelli delle acetilazioni istoniche nel D1 

Nel D1, sia per gli adolescenti che per gli adulti erano presenti due gruppi 

sperimentali: gruppo di controllo (Controllo) e gruppo trattato con WIN (WIN). 

Adolescenti 

 

A B C 
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Figura 7. Modificazioni delle acetilazioni istoniche indotte dal WIN nel cervello dei ratti adolescenti 

nel D1. I valori sono espressi in differenze fold-change rispetto al gruppo controllo. (A) Variazione 

dei livelli di H2BK20ac (Amig: ** P < 0.01 Controllo vs WIN). (B) Livelli di H3K27ac. (C) Variazione 

dei livelli di H4K5-16ac (Nacc: ** P < 0.01 Controllo vs WIN). Tutti i valori sono espressi come Media 

± SEM. 

 

Dalle analisi di western blot (N = 4-5 per gruppo) è emerso come il gruppo di 

adolescenti trattati cronicamente col WIN mostri delle riduzioni significative nei 

livelli di H2BK20ac (fig. 7A; t-test, P = 0.0017) nell’amigdala e di H4K5-K16ac nel 

nucleo accumbens (fig. 7C; t-test, P = 0.0033). Nel medesimo gruppo sperimentale 

si è osservata una tendenza all’incremento, seppur non statisticamente 

significativa, nell’ippocampo per entrambe le acetilazioni: H2BK20ac e H4K5-

K16ac (fig. 7A e C). Mentre H3K27ac non ha subito variazioni nelle aree cerebrali 

esaminate (fig. 7C).  

 

Adulti 

 

Figura 8. Modificazioni delle acetilazioni istoniche indotte dal WIN nel cervello dei ratti adulti nel 

D1. I valori sono espressi in differenze fold-change rispetto al gruppo controllo. (A) Variazione dei 

livelli di H2BK20ac (PFC: ** P < 0.01 Controllo vs WIN). (B) Variazione dei livelli di H3K27ac (Nacc: 

* P < 0.05 Controllo vs WIN; PFC: * P < 0.05 Controllo vs WIN). (C) Variazione dei livelli di H4K5-

16ac (Amig: *** P < 0.001 Controllo vs WIN; Ipp: ** P < 0.01 Controllo vs WIN). Tutti i valori sono 

espressi come Media ± SEM. 

 

A B C 
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Per quanto riguarda gli adulti (N = 4-5 per gruppo), nel D1 si osservano delle 

modificazioni significative nella PFC, dove il trattamento col WIN determina un 

aumento dei livelli di H2BK20ac (fig. 8A; t-test P = 0.002) e una diminuzione di 

quelli di H3K27ac (fig. 8B; t-test P = 0.03). Inoltre viene riscontrata una 

significativa riduzione dei livelli di H3K27ac nel nucleo accumbens dei ratti pre-

trattati col WIN (fig.  8B; t-test P = 0.03). Lo stesso gruppo mostra una significativa 

riduzione dei livelli di H4K5-K16ac in sede ippocampale e amigdaloidea (fig. 8C; 

Amig: t-test P = 0.0006; Ipp: t-test P = 0.0049).  

 

10.2.2 Valutazione dei livelli proteici nel D1 

 

Adolescenti 
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Figura 9. Modificazioni dei livelli proteici indotti dal WIN nel cervello dei ratti adolescenti nel D1. I 

valori sono espressi in differenze fold-change rispetto al gruppo controllo. (A) Variazione dei livelli 

di ΔFosB (Amig: ** P < 0.01 Controllo vs WIN; NAcc: * P < 0.05 Controllo vs WIN). (B) Variazione dei 

livelli di p-eIF2α (Nacc: * P < 0.05 Controllo vs WIN). (C) Variazione dei livelli di p-ERK nel NAcc (* P 

< 0.05 Controllo vs WIN). (D) Variazione dei livelli di p-CREB nel NAcc. (E) Variazione dei livelli 

nucleari di CBP nel NAcc (** P < 0.01 Controllo vs WIN). (F) Variazione dei livelli di GADD34 nel 

NAcc. Tutti i valori sono espressi come Media ± SEM. 

 

Come precedentemente riportato l’esposizione cronica a sostanze d’abuso, inclusi i 

cannabinioidi, induce un aumento dei livelli di ΔFosB nel SNC, per cui abbiamo 

dapprima valutato l’effetto del WIN sui livelli di tale proteina nelle 5 aree cerebrali 

prese in considerazione. Nel gruppo degli adolescenti trattati cronicamente con 

l’agonista cannabinoide, a 24 ore dall’ultima somministrazione (D1), abbiamo 

trovato un aumento significativo dei livelli di ΔFosB nello striato e nel nucleo 

accumbens (fig. 9A; CPu: t-test, P = 0.04; N = 4 per gruppo; NAcc: t-test, P = 0.06; N 

= 5 per gruppo), e una riduzione significativa nell’amigdala (fig. 9A; t-test, P = 

0.006; N = 5 per gruppo). Successivamente, abbiamo analizzato l’effetto 

dell’esposizione al WIN sui livelli di p-eIF2α e, in linea con quanto osservato in 

vitro, nelle aree cerebrali degli adolescenti esposti al cannabinoide abbiamo 

trovato una diminuzione significativa della proteina nel nucleo accumbens (fig. 9B; 

t-test, P = 0.04; N = 4-5 per gruppo) e un trend di diminuzione nell’ippocampo (fig. 

9B; t-test, P = 0.09; N = 5 per gruppo). Alla luce di tali evidenze, focalizzandoci sul 

nucleo accumbens, abbiamo analizzato i livelli delle proteine note essere coinvolte 

nella regolazione della fosforilazione di eIF2α. Anche in questo caso i dati rilevati 

sono risultati in linea con quanto già osservato in vitro, infatti abbiamo riscontrato 

che il trattamento cronico col WIN determina nel NAcc degli adolescenti una 

significativa sovraregolazione di p-ERK1/2 (fig. 9C; t-test, P = 0.02; N = 5 per 

gruppo), un trend di aumento, sebbene non significativo, dei livelli di p-CREB (fig. 

9D; t-test, P = 0.1; N = 5 per gruppo) e un significativo aumento della localizzazione 

nucleare di CBP (fig. 9E; t-test, P = 0.001; N = 4-5 per gruppo). Tuttavia quando 

abbiamo esaminato i livelli della proteina GADD34 abbiamo osservato un trend di 
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diminuzione della proteina (fig. 9F; t-test, P = 0.07; N = 4 per gruppo) che invece in 

vitro risultava upregolata. Tale discrepanza può essere dovuta al tempo intercorso 

fra l’esposizione al WIN e l’esecuzione delle analisi (immediata in vitro, 24 ore 

dopo in vivo), infatti GADD34 va incontro a una rapida degradazione mediata dal 

proteasoma 26S (Brush e Shenolikar, 2008). 

  

Adulti 

 

Figura 10. Modificazioni dei livelli proteici indotti dal WIN nel cervello dei ratti adulti nel D1. I 

valori sono espressi in differenze fold-change rispetto al gruppo controllo. (A) Variazione dei livelli 

di ΔFosB (PFC: * P < 0.05 Controllo vs WIN; NAcc: * P < 0.05 Controllo vs WIN). (B) Livelli di p-

eIF2α. Tutti i valori sono espressi come Media ± SEM. 

 

Nel D1, l’esposizione cronica al WIN ha generato, nei ratti adulti, un aumento 

significativo dei livelli di ΔFosB in striato, nucleo accumbens e corteccia 

prefrontale (fig. 10A; CPu: t-test, P = 0.05; N = 4-5 per gruppo; NAcc: t-test, P = 

0.02; N = 4-5 per gruppo; PFC: Mann-Whitney, P = 0.01; N = 4-5 per gruppo). 

Mentre contrariamente a quanto osservato negli adolescenti, i risultati riguardanti 

i livelli di p-eIf2α non hanno mostrato, per nessuna delle aree analizzate, alcuna 

variazione fra i due gruppi sperimentali (fig. 10B).  
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10.2.3 Valutazione dei livelli delle acetilazioni istoniche nel D9 

 

Nel D9 (9 giorni di sospensione del WIN), sia per gli adolescenti che per gli adulti 

abbiamo effettuato i saggi sperimentali sul gruppo di controllo e sul gruppo pre-

trattato con WIN.  

 

Adolescenti 

 

Figura 11. Modificazioni delle acetilazioni istoniche indotte dal WIN nel cervello dei ratti 

adolescenti nel D9. I valori sono espressi in differenze fold-change rispetto al gruppo controllo. (A) 

Variazione dei livelli di H2BK20ac (PFC: ** P < 0.01 Controllo vs WIN; Nacc: * P < 0.05 Controllo vs 

WIN). (B) Variazione dei livelli di H3K27ac (Nacc: * P < 0.05 Controllo vs WIN). (C) Variazione dei 

livelli di H4K5-16ac (Amig: * P < 0.05 Controllo vs WIN). Tutti i valori sono espressi come Media ± 

SEM. 

 

Nel D9 abbiamo osservato un effetto a lungo termine del WIN sul livello di 

acetilazioni istoniche nelle aree cerebrali degli adolescenti. Il gruppo trattato con 

WIN presentava un aumento significativo dei livelli di acetilazione degli istoni H2B 

e H3 nel NAcc (fig. 11A e B; t test: H2BK20ac P < 0.05; H3K27ac P < 0.05; N = 4-6 

per gruppo). Inoltre lo stesso gruppo sperimentale ha mostrato un aumento 

significativo dei livelli di H2BK20ac nella PFC (fig. 11A; t test: P < 0.01; N = 4-6 per 

gruppo) e dei livelli di H4K5-16ac nell’Amig (fig. 11C; t test: p < 0.05; N = 4-6 per 

A B C 
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gruppo). Infine, nella PFC del gruppo trattato con WIN abbiamo osservato un trend 

di aumento dei livelli di H4K5-16ac (fig. 11C; t test: P = 0.06; N = 4-5 per gruppo). 

 

Adulti 

 

Figura 12. Modificazioni delle acetilazioni istoniche indotte dal WIN nella PFC dei ratti adulti nel 

D9. I valori sono espressi in differenze fold-change rispetto al gruppo controllo. (A) Livelli di 

H3K27ac. (B) Variazione dei livelli di H4K5-16ac (** P < 0.01 Controllo vs WIN). Tutti i valori sono 

espressi come Media ± SEM. 

 

Per ragioni tecniche sperimentali, al momento della stesura della presente tesi la 

PFC è stata l’unica area cerebrale analizzata negli adulti, e in maniera simile a 

quanto osservato negli adolescenti abbiamo trovato un effetto a lungo termine del 

WIN: nello specifico il cannabinoide ha portato, i sede alla PFC, un significativo 

aumento dei livelli di acetilazione a carico dell’istone H4 (fig. 12B; t test: H4K5-

16ac P < 0.01; N = 5 per gruppo).  
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10.2.4 Valutazione dei livelli proteici nel D9 

Adolescenti 

 

Figura 13. Modificazioni dei livelli proteici indotti dal WIN nel NAcc dei ratti adolescenti nel D9. I 

valori sono espressi in differenze fold-change rispetto al gruppo controllo. (A) Livelli di p-eIF2α. (B) 

Livelli di p-ERK1/2. Tutti i valori sono espressi come Media ± SEM. 

 

Alla luce dei risultati ottenuti nel gruppo degli adolescenti nel D1, dove il NAcc 

rappresentava l’area cerebrale con le maggiori differenze a carico delle proteine 

esaminate, nel D9 abbiamo deciso di focalizzare gli studi nella medesima area 

cerebrale. La prima proteina valutata, p-eIF2α, non ha presentato differenze 

statisticamente significative nei livelli di espressione dei due gruppi sperimentali, e 

così anche la seconda proteina esaminata, p-ERK1/2, uno dei fattori implicati nella 

defosforilazione di p-eIF2α (fig. 13 A e B). Tali evidenze indicano che gli effetti 

regolatori che il WIN esercita sui livelli di p-eIF2α non perdurano a lungo termine, 

bensì risultano di tipo transitorio a breve termine, come dimostrato sia in acuto 

sulle colture simil-neuronali, che a 24 ore dall’ultimo trattamento nei nostri 

esperimenti in vivo.  
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Adulti 

 

 

Figura 14. Modificazioni dei livelli proteici indotti dal WIN nel NAcc dei ratti adolescenti nel D9. I 

valori sono espressi in differenze fold-change rispetto al gruppo controllo. (A) Livelli di p-eIF2α. (B) 

Livelli di p-ERK1/2. Tutti i valori sono espressi come Media ± SEM. 

 

A scopo comparativo, anche negli adulti abbiamo circoscritto le analisi dei livelli 

proteici esclusivamente nel NAcc. In maniera simile a quanto osservato nel D1, 

anche nel D9 il WIN non sortisce alcuna modificazione dello stato acetilato di eIF2α 

così come di ERK1/2 (fig. 14 A e B). 
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10.3 Test comportamentali 

10.3.1 PPI  

Con lo scopo di valutare l’eventuale presenza di effetti psicotici e cognitivi associati 

all’esposizione cronica al WIN, i test di PPI sono stati condotti nel D1, 24 ore dopo 

l’ultima somministrazione del cannabinoide. 

Adolescenti 

 

Figura 15. Test della PPI dei ratti adolescenti pre-trattati cronicamente con WIN e dei relativi 

controlli. (A) percentuale di PPI per i 3 livelli di intensità di pre-impulso. (B) ampiezza della 

risposta allo spavento (startle) generato dagli impulsi sonori singoli. Tutti i valori sono espressi 

come Media ± SEM. 

Dall’analisi delle risposte di trasalimento, negli adolescenti nessuna differenza è 

emersa fra il gruppo che ha ricevuto il pre-trattamento cronico col WIN e il relativo 

gruppo controllo, per ciascuna delle 3 diverse intensità di pre-impulso della PPI 

(fig. 15A). La risposta allo spavento acustico (startle) per gli impulsi singoli 

dell’intensit{ più elevata, misurati nel primo e nel terzo blocco del test, è risultata 

statisticamente non differente in ampiezza fra i due gruppi sperimentali (fig. 15B). 
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Adulti 

 

Figura 16. Test della PPI dei ratti adulti pre-trattati cronicamente con WIN e dei relativi controlli. 

(A) percentuale di PPI per i 3 livelli di intensità di pre-impulso. (B) ampiezza della risposta allo 

spavento (startle) generato dagli impulsi sonori singoli. Tutti i valori sono espressi come Media ± 

SEM. 

Anche nel caso degli adulti, il WIN non ha indotto alcuna modificazione del gating 

sensoriale motorio, come indicato dall’assenza di differenze tra i due gruppi 

sperimentali nelle percentuali di PPI alle 3 intensità di preimpulso e nell’intensit{ 

dello startle (fig. 16 A e B). 
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10.3.2 Sensibilizzazione alla cocaina 

Con lo scopo di valutare se l’esposizione prolungata al WIN fosse in grado di creare 

una sensibilizzazione agli effetti di attivazione motoria intrinsechi della cocaina, 

abbiamo sottoposto gli animali, adolescenti e adulti, al test dell’attivit{ motoria 

durante la quale è stato somministrato lo psicostimolante dopaminergico in acuto, 

alla dose di 10 mg·kg-1. I test sono stati condotti nel D1 (24 ore dopo l’ultima 

somministrazione di WIN) e nel D8 (8 giorni dopo l’ultima somministrazione di 

WIN). Per questa fase sperimentale, come specificato nei materiali e metodi, 

abbiamo suddiviso gli animali in 4 gruppi sperimentali: 2 gruppi che durante il test 

di attività motoria hanno ricevuto soluzione salina (veicolo/salina e WIN/salina), e 

2 gruppi che durante il test di attività motoria hanno ricevuto la cocaina 

(veicolo/cocaina e WIN/cocaina). In entrambi i giorni sperimentali, per tutti i 

parametri motori misurati, il gruppo WIN/salina ha mostrato valori del tutto 

omogenei con il gruppo dei controlli assoluti veicolo/salina (dati non mostrati). 

Per tale ragione abbiamo rappresentato esclusivamente i valori dei 2 gruppi che 

hanno ricevuto la cocaina, i quali, per ragioni di semplicità, in base al pre-

trattamento ricevuto da ora verranno chiamati gruppo “Controllo” e gruppo “WIN”. 

 

 

10.3.2.1 Valutazione dell’attivit{ motoria nel D1 

Il test per l’attivit{ motoria è stato eseguito a 24 ore dall’ultima somministrazione 

di WIN, una tempistica che consente di valutare gli effetti a breve termine del 

cannabinoide, escludendone tuttavia gli effetti legati alla sua azione fisiologica 

acuta. 
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Adolescenti 

 

Figura 17. Test dell’attivit{ motoria dei ratti adolescenti, svolto nel D1. (A) Curva temporale della 

distanza percorsa. (B) Conte cumulative della distanza percorsa (* P < 0.05 Controllo vs WIN). (C) 

Curva temporale dell’attivit{ verticale. (D) Conte cumulative dell’attivit{ verticale. Tutti i valori 

sono espressi come Media ± SEM. 

 

Nel giorno 1, in seguito alla somministrazione di cocaina, l’attivit{ motoria degli 

adolescenti è stata influenzata in maniera significativa dal pre-trattamento col 

WIN, indicando la presenza di una sensibilizzazione crociata tra il cannabinoide e 
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lo psicostimolante dopaminergico. Considerando il parametro della distanza 

percorsa, l’analisi ANOVA a due vie della curva temporale ha riportato 

un’interazione significativa fra il trattamento col WIN e il tempo (fig. 17A; F(8, 48) = 

2,975, P < 0.01), e l’analisi statistica delle conte cumulative indica che, in risposta 

alla cocaina, vi è un aumento della distanza percorsa del gruppo trattato col WIN 

rispetto al gruppo controllo (fig. 17B; t test: P < 0.05). L’attivit{ verticale valutata 

in risposta alla cocaina non presenta delle differenze significative fra i due gruppi 

sperimentali, tuttavia risulta apprezzabile una tendenza all’aumento di tale 

parametro nel gruppo pre-esposto al cannabinoide, in particolare nelle conte 

cumulative (fig. 17 C e D).  
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Adulti 

 

Figura 18. Test dell’attivit{ motoria dei ratti adulti, svolto nel D1. (A) Curva temporale della 

distanza percorsa. (B) Conte cumulative della distanza percorsa. (C) Curva temporale dell’attivit{ 

verticale. (D) Conte cumulative dell’attivit{ verticale. Tutti i valori sono espressi come Media ± SEM. 

 

Negli adulti testati nel giorno 1, la risposta motoria alla cocaina non ha riportato 

differenze significative fra i due gruppi sperimentali, in entrambi i parametri 

motori misurati (fig. 18). Questi risultati indicano che negli adulti il WIN non 

genera la sensibilizzazione agli effetti attivatori della cocaina osservati negli 

adolescenti.
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10.3.2.2 Valutazione dell’attivit{ motoria nel D8  

Il secondo test dell’attivit{ motoria è stato condotto a 8 giorni di distanza 

dall’ultima somministrazione di WIN (D8). Utilizzando il medesimo protocollo 

sperimentale dei precedenti test di attività motoria, l’obiettivo è stato quello di 

valutare un eventuale persistenza a lungo termine della sensibilizzazione associata 

al cannabinoide osservata negli adolescenti nel D1. 

Adolescenti 

 

Figura 19. Test dell’attivit{ motoria dei ratti adolescenti, svolto nel D8. (A) Curva temporale della 

distanza percorsa (* P < 0.05 Controllo vs WIN). (B) Conte cumulative della distanza percorsa. (C) 
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Curva temporale dell’attivit{ verticale. (D) Conte cumulative dell’attivit{ verticale. Tutti i valori 

sono espressi come Media ± SEM. 

 

Nel D8, nei ratti adolescenti risultano ancora presenti gli effetti di sensibilizzazione 

del WIN già osservati nel giorno 1. Esaminando il parametro della distanza 

percorsa, l’analisi ANOVA a due vie ha mostrato valori significativi per quanto 

riguarda l’interazione fra il trattamento col WIN e il tempo (fig. 19A; F(8, 328)= 2,870, 

P < 0.01), e l’analisi post-hoc di Bonferroni ha confermato la presenza di una 

differenza significativa tra il gruppo controllo e il gruppo pre-trattato con WIN al 

minuto 50 (fig. 19A; P<0.05, controllo vs WIN). Questo risultato conferma la 

capacità del WIN di generare una sensibilizzazione crociata agli effetti motori della 

cocaina e indica la presenza di effetti a lungo termine, poiché tale effetto perdura 

fino a 8 giorni dall’ultima esposizione al cannabinoide. Le conte cumulative della 

distanza percorsa non riportano differenze fra i due gruppi sperimentali, sebbene 

il gruppo pre-trattato col WIN si attesti a livelli maggiori rispetto al gruppo 

controllo (fig. 19B). La misurazione dell’attività verticale non riporta differenze 

significative tra il gruppo controllo e il gruppo WIN (fig. 19C e D). 
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Adulti 

 

Figura 20. Test dell’attivit{ motoria dei ratti adulti, svolto nel D8. (A) Curva temporale della 

distanza percorsa. (B) Conte cumulative della distanza percorsa. (C) Curva temporale dell’attivit{ 

verticale. (D) Conte cumulative dell’attivit{ verticale. Tutti i valori sono espressi come Media ± SEM 

In linea con quanto gi{ osservato nell’attivit{ motoria svolta 24 ore dopo la fine del 

trattamento cronico, anche nel giorno 8 gli adulti non hanno mostrato la 

sensibilizzazione legata all’azione del WIN. Infatti, come mostrato in figura 20, la 

risposta motoria agli effetti della cocaina è risultata omogenea e le analisi 
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statistiche non hanno riportato differenze significative fra il gruppo controllo e il 

gruppo pre-esposto al cannabinoide, per entrambi i parametri misurati. 
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11 Discussione 

L’ambiente esterno e l’esposizione a determinate sostanze possono interferire nel 

sistema nervoso centrale adolescenziale perturbandone gli equilibri della delicata 

fase transitoria e creando delle alterazioni a lungo termine che possono 

ripercuotersi su sistemi come quello del piacere e della ricompensa, e potrebbero 

dunque essere alla base di un aumento della vulnerabilit{ all’abuso di altre 

sostanze. 

Nel presente lavoro di tesi, sono stati valutati su ratti maschi Sprague Dawley 

adolescenti e adulti, gli effetti epigenetici, biochimici e comportamentali associati a 

un’esposizione cronica al WIN seguita da un’esposizione acuta alla cocaina.  

Durante l’intero periodo di esposizione al WIN, sia i ratti adolescenti che quelli 

adulti hanno mostrato un significativo rallentamento della crescita corporea 

associato a una significativa riduzione del cibo assunto nell’arco delle 24 ore, in 

comparazione ai relativi gruppi di controllo. Il sistema endocannabinoide è 

notoriamente coinvolto, a diversi livelli, nel controllo del comportamento 

alimentare (Cota et al., 2006; Matias e Di Marzo, 2006), infatti un importante 

effetto oressigenico viene comunemente associato all’attivazione dei recettori CB1, 

sia da parte dei cannabinoidi endogeni (Di Marzo et al., 2001; Kirkham et al., 2002; 

Williams e Kirkham, 1999) così come da parte degli esocannabinoidi (Haney et al., 

2007; Kirkham, 2009; Pacher et al., 2006). Nell’uomo, non solo i cannabinoidi 

inducono iperfagia ma incrementano la predilezione per cibi molto appetibili 

(Abel, 1975) promuovendo quindi un meccanismo di selezione della tipologia del 

cibo da assumere (Cota et al., 2003). Tuttavia le nostre osservazioni vanno in 

direzione opposta al quadro appena riportato, e risultano per altro in linea con 

evidenze riportate da diversi gruppi di ricerca, infatti sono note riduzioni della 

crescita corporea e del cibo assunto in seguito al trattamento con diversi 

cannabinoidi come il CP-55,940 (Biscaia et al., 2003), il THC (Rubino et al., 2008; 

Scherma et al., 2016; Stopponi et al., 2013), l’HU210 (Giuliani et al., 2000) e lo 

stesso WIN (Abalo et al., 2009; Merroun et al., 2009; Radziszewska et al., 2012). In 
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maniera simile anche l’anandamide, in seguito a un blocco del suo reuptake, 

esercita un effetto inibitorio sull’assunzione di cibo (Reyes-Cabello et al., 2012). 

Queste evidenze indicano un’attivit{ bifasica associata ai cannabinoidi che sembra 

essere correlata col dosaggio e il tipo di trattamento: bassi dosaggi solitamente 

generano iperfagia, mentre l’effetto anoressigenico subentra con dosaggi più 

elevati. Nel presente lavoro di tesi, il protocollo di trattamento cronico ha previsto 

un regime di dosi crescenti e elevate di WIN (2, 4 e 8 mg∙kg-1, somministrate due 

volte al giorno). Una possibile spiegazione di tale effetto dose dipendente potrebbe 

essere legata all’azione inibitoria che alti dosaggi di WIN inducono sull’attivit{ 

motoria del ratto, infatti è stato dimostrato che la dose di 5 mg∙kg-1 induce una 

significativa diminuzione della locomozione (Merroun et al., 2009), e in generale 

subentra un grado di atassia per il quale gli animali perdono la proprietà di attuare 

anche semplici movimenti (Dewey, 1986). Questa condizione, osservata anche nei 

nostri esperimenti, è giustificabile con l’ampia distribuzione dei recettori CB1 a 

livello del cervelletto e dei gangli della base i quali conferiscono al sistema 

endocannabinoide un ruolo di regolatore diretto dell’attivit{ motoria (Rodríguez 

de Fonseca et al., 1998), che allo stesso tempo può incidere sul comportamento di 

assunzione del cibo.  

Entrambi i gruppi sperimentali, adolescenti e adulti, hanno mostrato una riduzione 

significativa della quantità di cibo assunto, iniziata dal primo giorno di esposizione 

al WIN e mantenutasi constante per tutti gli 11 giorni di trattamento. A partire dal 

primo giorno di sospensione del cannabinoide l’effetto anoressigenico è svanito e 

la differenza del quantitativo di cibo assunto, presente fra controlli e trattati, si è 

ridotta notevolmente perdendo significatività statistica. Queste osservazioni sono 

in linea con evidenze presenti in letteratura che indicano come l’effetto 

anoressigenico del WIN somministrato in acuto, ha un decorso di 24 ore 

(Radziszewska et al., 2012): si mantiene elevato per circa 6 ore dalla 

somministrazione, per poi diminuire nell’arco di tempo che va dalle 6 alle 24 ore 

(Merroun et al., 2009). Il protocollo da noi utilizzato prevedeva 2 iniezioni 

giornaliere del cannabinoide, intervallate da un tempo di 6 ore l’una dall’altra: tali 

condizioni prolungavano potenzialmente l’effetto anoressizzante acuto fino a 12 
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ore consecutive per giorno, e accorciavano le finestre temporali di diminuzione 

dell’effetto.  

Successivamente abbiamo valutato le alterazioni epigenetiche associate al 

trattamento col WIN. Nel D1, a 24 ore dall’ultima somministrazione, il 

cannabinoide ha indotto una diminuzione dei livelli di acetilazioni istoniche sia nei 

ratti adolescenti che nei ratti adulti. Tali modificazioni epigenetiche generalmente 

trasformano la cromatina nel suo stato meno condensato, noto come eucromatina, 

che favorisce l’attivazione della trascrizione genica, per cui un abbassamento 

dell’acetilazione, come quello osservato a 24 ore dall’esposizione al WIN, potrebbe 

sfociare in una riduzione della trascrizione. Un effetto simile, è stato osservato in 

associazione all’azione del THC (Prini et al., 2017), il quale nell’arco di 24 ore ha 

portato, nel cervello di ratti femmine adolescenti, a una riduzione di H3K14ac e a 

un aumento delle metilazioni (di- e tri-metilazioni) a carico di H3K9: tali 

modificazioni istoniche correlano con una repressione della trascrizione. Tuttavia 

è altresì noto che sia il THC che altre sostanze d’abuso generano nel NAcc un 

innalzamento dei livelli di acetilazione a carico dell’istone H3 (Levine et al., 2011; 

Prini 2017; Wang et al., 2010). 

Nel presente lavoro di tesi, abbiamo focalizzato l’attenzione sull’acetilazione 

H3K27ac, la quale in vitro si presentava a livelli elevati lungo il locus Gadd34, in 

seguito a esposizione al WIN. Nel nostro caso il cannabinoide non ha indotto 

variazioni nei livelli di H3K27ac presenti nel cervello degli adolescenti, mentre ha 

portato a una riduzione dei livelli della modificazione istonica nel NAcc e nella PFC 

dei ratti adulti. Tale quadro non risulta in linea con gli effetti osservati in vitro, 

tuttavia, senza addentrarci nella ragguardevole differenza della complessità 

biologica intrinseca dei due modelli sperimentali, è rilevante notare che questi 

risultati derivano da protocolli sperimentali differenti. Le colture simil-neuronali 

erano sottoposte a un’esposizione continua al WIN per un periodo di 6 ore al quale 

seguivano nell’immediato i saggi biochimici per la valutazione delle modificazioni 

istoniche che, in tali condizioni, riflettevano gli effetti acuti del cannabinoide. I 

nostri risultati invece derivano da condizioni sperimentali che prevedevano una 

finestra temporale di 24 ore fra l’ultima esposizione al WIN e la dissezione delle 
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aree cerebrali: tale periodo ha fatto sì che l’azione fisiologica acuta del 

cannabinoide non fosse più presente. È noto in letteratura che le acetilazioni 

istoniche rappresentano delle modificazioni epigenetiche di natura instabile, che 

difficilmente perdurano a lungo (Jenuwein e Allis, 2001), e inoltre il THC risulta in 

grado di aumentare i livelli dell’enzima istone deacetilasi 3 (HDAC3) (Khare et al., 

2006) il quale media la deacetilazione dei residui di lisina di tutti gli istoni della 

cromatina. Seppur non conoscendo la condizione dei livelli di H3K27ac nella fase 

acuta dell’azione del WIN in vivo, alla luce delle considerazioni sopra riportate è 

possibile ipotizzare che tali fattori abbiano potuto influenzare lo stato di 

acetilazione dell’istone H3 nei cervelli dei ratti adolescenti e adulti, mascherando 

un ipotetico aumento mediato dal WIN e generando le differenze prima descritte 

con i risultati in vitro. 

I nostri studi hanno riguardato inoltre l’effetto del WIN sulla modulazione dei 

livelli di altre acetilazioni istoniche, H4K5-16ac e H2BK20ac, generalmente 

coinvolte insieme a H3K27ac nella regolazione della trascrizione genica (Kumar 

2016; Kurdistani et al., 2004; Richards e Elgin, 2002; Turner, 2000). Nel D1 gli 

adolescenti trattati col WIN hanno mostrato riduzioni significative nei livelli di 

H2BK20ac nell’area dell’amigdala, e di H4K5-K16ac nell’area del NAcc. A livello 

ippocampale abbiamo invece osservato una tendenza all’aumento sebbene non 

statisticamente significativo, delle acetilazioni H2BK20ac e H4K5-16ac. Negli adulti 

il trattamento cronico col WIN ha portato alla riduzione dei livelli di H4K5-K16ac 

nell’ippocampo e nell’amigdala. Mentre un aumento di H2BK20ac si è osservato a 

livello della PFC.  

Alla luce delle evidenze riportate, fatta eccezione per H2BK20ac nella PFC degli 

adulti e per le tendenze osservate per H2BK20ac e H4K5-16ac nell’ippocampo 

degli adolescenti, il quadro generale indica che un regime di esposizione cronica al 

WIN a breve termine determina in prevalenza una riduzione importante dei livelli 

di acetilazioni istoniche nel sistema cortico-meso-limbico il quale risulta cruciale 

nei meccanismi di addiction e la cui integrità è fondamentale nel funzionamento 

dei processi cognitivi. Scostamenti dall’omeostasi fisiologica, come l’alterazione 

delle modificazioni istoniche osservate in questo lavoro di tesi, possono dunque 

creare ripercussioni sui comportamenti di assunzione di sostanze d’abuso e sul 
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funzionamento dei processi cognitivi, specialmente nell’instabile e vulnerabile 

contesto biologico che caratterizza l’adolescenza. In letteratura sono riportate 

evidenze che indicano come l’aumento delle acetilazioni istoniche sia associato a 

un miglioramento delle funzioni cognitive e viceversa una riduzione influenzi 

negativamente tali processi (Gräff e Tsai, 2013; Peleg et al., 2010). In accordo con 

tali considerazioni, vi sono ulteriori evidenze che attestano come i cannabinoidi 

possano generare una diminuzione delle acetilazioni istoniche, e come l’uso di 

cannabis, specialmente in adolescenza, impatta negativamente sulle capacità 

cognitive (Di Forti et al., 2007; Fried et al., 2005; Harvey et al., 2007; Medina et al., 

2007). 

Un crescente numero di studi sulla neurobiologia delle dipendenze e sui 

meccanismi d’azione delle sostanze d’abuso riportano un coinvolgimento in tali 

ambiti, dei meccanismi molecolari che sottendono i normali processi di 

apprendimento e memoria. Infatti tra gli effetti delle sostanze d’abuso vi è quello di 

indurre una disregolazione neurofisiologica in differenti aree cerebrali che le 

rende parti attive nella formulazione delle memorie inconsce correlate all'uso delle 

sostanze stesse. Tuttavia sono note poche molecole che risultano implicate in 

entrambi i processi (formazione della memoria e dipendenza da sostanze). Una di 

queste è ΔFosB, un fattore di trascrizione i cui livelli cerebrali aumentano in 

seguito a esposizione a sostanze d'abuso, e che risulta coinvolto sia nella 

formazione della memoria (Eagle et al., 2015) che nei processi di addiction 

(Nestler, 2008). 

Un altro candidato molecolare coinvolto in entrambi i processi è il fattore di 

iniziazione della traduzione eIF2α, principalmente nella sua forma fosforilata (p-

eIF2α). Tale fattore svolge un ruolo nella formazione della memoria (Costa-Mattioli 

et al., 2005; Costa-Mattioli et al., 2007; Di Prisco et al., 2014), e inoltre è stata 

recentemente osservata una sua disregolazione associata all'azione di diverse 

sostanze d'abuso (come l'alcol, la cocaina, la metanfetamina e la nicotina) e un suo 

coinvolgimento nei processi di ipersensibilizzazione alle sostanze (Huang et al., 

2016; Placzek et al., 2016).  
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In questo lavoro di tesi abbiamo valutato l’effetto dell’esposizione al WIN sui livelli 

cerebrali di tali molecole, in ratti adolescenti e adulti. Dalle analisi effettuate nel 

D1, 24 ore dopo l’ultima somministrazione del WIN, è emerso un aumento 

cannabinoide-dipendente dei livelli cerebrali di ΔFosB, sia negli adolescenti che 

negli adulti. Infatti i ratti adolescenti hanno mostrato un aumento significativo nel 

CPu e un trend di aumento nel NAcc, mentre gli adulti hanno mostrato un aumento 

significativo nella PFC e nel NAcc. Il cannabinoide si dimostra dunque in grado di 

influenzare i livelli del fattore di trascrizione e tale quadro risulta in linea con dati 

presenti in letteratura, infatti il THC è in grado di modulare i livelli di ΔFosB in aree 

come lo striato, la corteccia prefrontale e il nucleo accumbens (Lazenka et al., 

2015; Perrotti et al., 2008; Porcella et al., 1998; Rubino et al., 2004). 

Nel D1, le nostre analisi hanno evidenziato una diminuzione dei livelli dello stato 

fosforilato di eIF2α nel NAcc dei ratti adolescenti pre-trattati col WIN, mentre nei 

cervelli dei ratti adulti non vi era alcuna variazione fra il gruppo controllo e il 

gruppo esposto al cannabinoide. I risultati ottenuti negli adolescenti sono in linea 

con la riduzione dei livelli di p-eIF2α mediata dal WIN negli studi in vitro, e 

collocano il cannabinoide fra quelle sostanze d’abuso dimostratesi in grado di 

influenzarne la regolazione (Huang et al., 2016; Placzek et al., 2016). Huang e 

colleghi (2016) hanno osservato che la cocaina induce una diminuzione dei livelli 

di p-eIF2α nell’area tegmentale ventrale (VTA) di topi adolescenti, ma non negli 

adulti (se non a dosi molto più elevate), e questa disregolazione sfocia 

nell’aumento dei fenomeni di LTP legati alla cocaina, così come della suscettibilità 

comportamentale osservata nel test della conditioned place preference. In maniera 

interessante, i nostri risultati indicano un effetto età dipendente e identificano il 

NAcc degli adolescenti come area principale nella quale il WIN influenza lo stato 

fosforilato di eIF2α. Tale nucleo, intercalato nel sistema limbico, risulta 

caratterizzato da numerose efferenze e afferenze che lo pongono in connessione 

con molteplici aree tra le quali spicca, per rilevanza nei meccanismi di addiction, la 

connessione con la VTA. Il NAcc assume un ruolo chiave nei processi di 

gratificazione e ricompensa legati a stimoli esterni come le sostanze d’abuso (Di 

Chiara, 2002), e la sua disregolazione porta al consolidamento delle forti proprietà 
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motivazionali delle sostanze stesse, ponendo le basi per le condizioni di 

vulnerabilità e dipendenza (Volkow e Li, 2004). 

I risultati da noi ottenuti, che indicano la capacità del WIN di modificare lo stato di 

fosforilazione di eIF2α nel cervello di ratti adolescenti, si uniscono alle altre 

evidenze presenti in letteratura che attestano un effetto mediato da diverse 

sostanze d’abuso sui livelli del fattore di traduzione fosforilato. Tuttavia a oggi non 

risultano noti i meccanismi che sottendono questo processo e per tale scopo nel 

presente lavoro di tesi abbiamo valutato e confermato lo schema, 

precedentemente descritto in questa tesi, proposto a seguito di quanto emerso 

dagli esperimenti preliminari eseguiti in vitro. Infatti nel NAcc degli adolescenti, 

oltre alla riduzione di p-eIF2α, il cannabinoide ha portato all’aumento degli altri 

fattori proteici ritenuti responsabili di tale riduzione. 

In maniera non dissimile dalle colture cellulari neuronali, abbiamo trovato un 

effetto del WIN che porta all’aumento di p-ERK1/2, il quale indica l’attivazione 

della via MAPK/ERK che porta alla fosforilazione del fattore di trascrizione CREB, 

molecola questa, che presenta un ruolo centrale sia nella formazione della 

memoria che nei processi di dipendenza da sostanze (Kandel, 2012; McPherson e 

Lawrence, 2007). Negli esperimenti in vitro il WIN porta a un aumento significativo 

dei livelli di p-CREB mentre nel NAcc degli adolescenti esposti al WIN abbiamo 

rilevato una tendenza di aumento che non ha riportato una significatività statistica. 

CREB costituisce un bersaglio molecolare della proteina fosfatasi 1 (PP1), la quale, 

nell’arco delle 24 ore intercorse fra l’ultima esposizione al cannabinoide e la 

dissezione delle aree cerebrali, potrebbe aver influito sullo stato fosforilato del 

fattore di trascrizione (Bito et al., 1996). Inoltre, in linea con le evidenze riportate 

in vitro, nei nostri esperimenti abbiamo osservato un aumento del rapporto fra la 

frazione nucleare e quella citoplasmatica del fattore CREB-binding protein (CBP), 

che detiene attività intrinseca di istone acetiltransferasi e che agisce in concerto 

con p-CREB aumentando la trascrizione genica. Sebbene sia noto che altri enzimi 

epigenetici, come la classe delle istone deacetilasi (e.g. IIA HDAC) e EP300 (Sebti et 

al., 2014), siano in grado di traslocare tra il citoplasma e il nucleo in risposta a uno 

stimolo cellulare, non ci risulta la presenza in letteratura di informazioni che 
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indichino la capacità di CBP di fare altrettanto, per cui a tal proposito sono 

necessari ulteriori e più approfonditi studi. 

Infine in vitro, l’attivazione della via MAPK/ERK e la conseguente azione del 

complesso p-CREB/CBP portava all’aumento dei livelli della proteina GADD34, la 

quale si presentava come il diretto responsabile della defosforilazione di p-eIF2α, 

azione che generalmente attua mediante cooperazione con la fosfatasi PP1 (Choy 

et al., 2015). Negli esperimenti del presente lavoro di tesi, nel D1 il NAcc degli 

adolescenti non ha mostrato l’aumento atteso dei livelli di GADD34. Tuttavia in tale 

frangente è d’uopo considerare le gi{ citate differenti condizioni sperimentali 

presenti fra gli esperimenti preliminari in vitro e quelli del presente studio in vivo. 

Non possiamo sapere, infatti, quale influenza abbia avuto il WIN con i sui effetti in 

acuto, sui livelli di GADD34 nel NAcc dei ratti adolescenti; possiamo tuttavia 

ipotizzare che un eventuale innalzamento dei livelli di GADD34 in vivo possa essere 

stato revertito, nell’arco delle 24 ore trascorse dall’ultima esposizione al 

cannabinoide, dalla rapida degradazione mediata dal proteasoma 26S (Brush e 

Shenolikar, 2008). 

Le modificazioni epigenetiche osservate 9 giorni dopo la sospensione del 

trattamento col WIN (D9), descrivono un quadro completamente opposto da 

quello presentatosi nel D1. Infatti sia negli adolescenti che negli adulti esposti al 

cannabinoide, nel D9 abbiamo riscontrato un ripristino ai livelli di controllo di 

tutte le acetilazioni istoniche diminuite nel D1, e inoltre abbiamo osservato un 

aumento diffuso di tali acetilazioni in sede a diverse aree cerebrali. Nella 

fattispecie gli adolescenti pre-trattati col WIN hanno mostrato un aumento nel 

NAcc dei livelli di H2BK20ac e di H3K27ac, nella PFC dei livelli di H2BK20ac e 

nell’amigdala dei livelli di H4K5-16ac. Per quanto riguarda gli adulti, la sola area 

della PFC è stata analizzata e abbiamo riscontrato un aumento dei livelli di H4K5-

16ac. 

Se, come considerato in precedenza, gli effetti a breve termine del WIN portano a 

una riduzione dei livelli di acetilazioni istoniche che comporta una probabile 

diminuzione generale della trascrizione genica, è plausibile supporre che la 

reversione di tutte le modificazioni e il generale aumento delle acetilazioni 
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istoniche osservate 9 giorni dopo l’esposizione al WIN, possa riflettere un processo 

di riequilibrio omeostatico cellulare implementato in risposta agli effetti scaturiti 

dalla pregressa esposizione cronica al cannabinoide, un meccanismo peraltro già 

ipotizzato da altri gruppi di ricerca (Prini et al., 2017). 

Infine, dalle analisi dei livelli proteici del NAcc (l’area cerebrale nella quale il WIN 

ha generato le modificazioni proteiche osservate nel D1), nel giorno 9 non si 

osservano modificazioni nei ratti adolescenti e adulti pre-esposti al WIN. Infatti nel 

NAcc degli adolescenti e degli adulti, il fattore p-eIF2α e la chinasi p-ERK1/2 non 

mostrano differenze legate alla pregressa esposizione al cannabinoide. 

In accordo con gli obiettivi del presente lavoro di tesi abbiamo valutato gli effetti 

comportamentali associati al WIN. 

L’esposizione prolungata al cannabinoide non ha generato modificazioni del gating 

sensoriale motorio sia sui ratti adolescenti che sui ratti adulti. Infatti dagli 

esperimenti di PPI condotti nel D1, a 24 ore di distanza dall’ultima 

somministrazione del WIN, tra il gruppo controllo e il gruppo pre-trattato col 

cannabinoide, sia dei ratti adolescenti che dei ratti adulti, non sono emerse 

differenze nella risposta allo spavento per le tre intensità di pre-impulso, e 

nell’ampiezza dello startle.  

I dati presenti in letteratura risultano discordanti in merito, infatti alcuni lavori 

riportano un effetto negativo del WIN sulla PPI sia in ratti adolescenti che in ratti 

adulti (Wegener et al., 2008; Wegener e Koch, 2009; Schneider et al., 2005), altri 

contrariamente riportano un effetto migliorativo del cannabinoide su condizioni di 

alterato gating sensoriale (Brzoka et al., 2010; Spano et al., 2009), e infine alcuni 

lavori indicano l’assenza di effetti legati al cannabinoide (Bortolato et al., 2009; 

Levin et al., 2014). Tale eterogeneità può essere legata a numerose variabili che 

differiscono fra i vari studi, come il ceppo dei ratti utilizzati, l’et{, il trattamento e il 

protocollo sperimentale. I nostri risultati ci forniscono l’importante indicazione 

dell’assenza di disturbi psicotici e cognitivi che avrebbero potuto influenzare gli 

esperimenti comportamentali. 
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Le evidenze emerse dagli esperimenti di attività locomotoria per la 

sensibilizzazione alla cocaina indicano che la pregressa esposizione al WIN 

aumenta la risposta di attivazione motoria suscitata dallo psicostimolante solo nei 

ratti adolescenti e non negli adulti. Infatti sia nel D1, sia nel D8, in seguito a 

somministrazione acuta di cocaina gli adolescenti pre esposti al WIN presentano 

un aumento della distanza percorsa rispetto al gruppo di controllo, mentre gli 

adulti, in entrambi i giorni sperimentali, non hanno mostrato differenze. Tale 

quadro evidenzia in maniera netta l’importanza della fase evolutiva 

dell’adolescenza contestualmente all’esposizione al cannabinoide, infatti solo negli 

adolescenti vi era la presenza di una sensibilizzazione crociata tra il WIN e gli 

effetti attivatori della cocaina.  

I risultati ottenuti nei nostri esperimenti si trovano in accordo con diversi lavori di 

ricerca preclinica sulle sostanze d’abuso, i quali evidenziano importanti differenze 

legate all’et{. È noto infatti che nei ratti adulti, l’esposizione prolungata al THC 

(Panlilio et al., 2007) e al cannabinoide sintetico CP 55,940 (Arnold et al., 1998) 

non induce modificazioni nella risposta motoria legata agli effetti della cocaina. 

Viceversa, diversi gruppi di ricerca hanno riscontrato che la somministrazione di 

agonisti cannabinoidi durante il periodo critico dell’adolescenza sfocia in un 

aumento della risposta comportamentale agli effetti della cocaina. Da un lavoro di 

Dow-Edwards e Izenwasser (2012) emerge l’evidenza che l’esposizione cronica al 

THC induce una sensibilizzazione di tipo motorio agli effetti della cocaina solo in 

ratti adolescenti, mentre non si osservano effetti negli adulti. Higuera-Matas e 

colleghi (2008), riportano inoltre un’influenza dell’esposizione ai cannabinoidi in 

et{ precoce, nella suscettibilit{ all’acquisizione del comportamento di auto-

somministrazione di cocaina. È altresì noto che una precoce e prolungata 

esposizione ai cannabinoidi può generare una sensibilizzazione crociata nella 

risposta motoria associata anche ad altri psicostimolanti dopaminergici come 

l’anfetamina (Lamarque et al., 2001; Muschamp e Siviy, 2002). Più in generale, vi 

sono evidenze ben documentate che attestano come fra l’adolescenza e l’et{ adulta 

vi siano notevoli differenze negli effetti comportamentali e fisiologici che 

scaturiscono in risposta all’assunzione di sostanze d’abuso, e ciò risulta riprova del 
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fatto che il periodo adolescenziale è contraddistinto da una maggiore vulnerabilità 

agli effetti delle droghe (Izenwasser, 2005). 

L’espressione della sensibilizzazione comportamentale avviene nel contesto di una 

riesposizione a una sostanza dopo un periodo di sospensione. Si innesca infatti un 

aumento della risposta basale al farmaco stesso che deriva dalla modificazione del 

substrato neurofisiologico determinata dalla precedente esposizione alla sostanza 

(fase di induzione) (Vanderschuren e Kalivas, 2000). È stata osservata una 

correlazione tra il fenomeno della sensibilizzazione e un aumento dell’attivit{ dei 

neuroni dopaminergici della VTA e della substantia nigra compatta (centro della 

via extrapiramidale) che porta a una maggiore stimolazione dopaminergica dei 

gangli della base e in particolare del NAcc (Nestler e Aghajanian, 1997; 

Vanderschuren e Kalivas, 2000; White e Kalivas, 1998). Il circuito meso-limbico 

risulta dunque la principale sede di implementazione dei meccanismi di 

sensibilizzazione, e al suo interno i recettori CB1 risultano ampiamente diffusi e 

co-localizzati con i recettori dopaminergici (Herkenham, 1991). Il THC è in grado 

di modulare l’attivit{ dopaminergica, infatti mediante attivazione dei recettori CB1, 

genera un aumento del firing dei neuroni dompaminergici nella VTA e nella 

substantia nigra, attraverso la riduzione dell’inibizione GABAergica nei neuroni del 

mesencefalo (Szabo et al., 2002; Wu e French, 2000). È noto che l’esposizione 

cronica ai cannabinoidi sfocia in una desensitizzazione e in una riduzione nel 

numero dei recettori CB1 nello striato (Rodriguez de Fonseca et al., 1994; Zhuang 

et al., 1998). Il circuito meso-limbico risulta inoltre mediatore degli effetti di 

attivazione psicomotoria degli psicostimolanti come la cocaina, e ne promuove le 

proprietà incentivo motivazionali (Wise e Bozarth, 1987), per cui un aumento della 

sensibilizzazione psicomotoria può essere direttamente correlato a un aumento 

della sensibilizzazione incentiva agli stimoli della sostanza stessa (De Vries et al., 

2002).  

Alla luce di tali evidenze è ipotizzabile che gli effetti di una esposizione prolungata 

al WIN possano indurre una modificazione a lungo termine della fisiologia di base 

del sistema endocannabinoide, che specialmente nell’area meso-limbica può 

risultare più marcata e duratura nel periodo di riorganizzazione e maturazione 

biologica adolescenziale e che potrebbe comportare ripercussioni nell’espressione 
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degli effetti intrinsechi della cocaina, generando l’aumento della sensibilizzazione 

psicomotoria legata alla sostanza. 

L’alterazione a breve termine dei livelli di p-eIF2α, osservata negli adolescenti 

dopo le 24 ore dall’esposizione al WIN, potrebbe in qualche modo contribuire 

all’instaurazione della sensibilizzazione psicomotoria alla cocaina riscontrata 

proprio negli adolescenti, per esempio mediante la promozione di meccanismi con 

effetti a breve e a lungo termine (come l’LTP) potenzialmente responsabili della 

presenza di tale sensibilizzazione sia nel D1 che nel D8. Il fenomeno dell’LTP 

assume una posizione centrale nei meccanismi di addiction, infatti sostanze come 

gli psicostimolanti, la nicotina e l’etanolo sono in grado di indurre LTP nella VTA 

(Bowers et al., 2010; Lüscher and Malenka, 2011), e sempre nella medesima area, 

generano un abbassamento dei livelli di p-eIF2α (Huang et al., 2016).  

L’attivit{ di traduzione proteica che scaturisce dalla disregolazione dello stato 

fosforilato di eIF2α risulta implicata nella vulnerabilit{ agli effetti della cocaina da 

un punto di vista sia sinaptico che comportamentale (Huang et al., 2016). Infatti un 

basso livello di p-eIF2α genera un aumento di LTP cocaina-dipendente nella VTA, e 

porta una maggiore suscettibilità agli effetti di rinforzo della cocaina nel test della 

CPP. Inoltre è stato osservato che un esposizione prolungata alla nicotina genera 

una sensibilizzazione comportamentale agli effetti della cocaina (Levine et al., 

2011) e contemporaneamente influenza la plasticità sinaptica di aree cerebrali 

importanti nei processi di addiction, infatti rafforza i fenomeni di LTP indotti dalla 

cocaina nell’ippocampo (Huang et al., 2014) e allo stesso tempo incrementa la 

riduzione della LTP che la cocaina genera a livello dello striato e del NAcc (Levine 

et al., 2001), un effetto risaputo essere mediato dall’esposizione cronica allo 

psicostimolante che porterebbe a una disinibizione delle cellule dopaminergiche 

della VTA aumentando il fenomeno del reward (Levine et al., 2011; Moussawi et al., 

2009). Il WIN, come le sostanze sopracitate, si è dimostrato capace di influenzare a 

breve termine i livelli di p-eIF2α nel NAcc dei ratti adolescenti, e allo stesso tempo 

di influenzare la risposta motoria agli effetti della cocaina sia a breve che a lungo 

termine. Essendo sia gli endocannabinoidi che gli esocannabinoidi coinvolti nella 

regolazione della plasticità sinaptica neuronale (Carlson et al., 2002; Navakkode e 

Korte, 2014; Segev et al., 2014) una delle speculazioni possibili potrebbe essere un 
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effetto età-specifico del WIN di alterazione della plasticità sinaptica nel sistema 

meso-limbico, supportato nel breve periodo dagli effetti derivanti dalla riduzione 

di p-eIF2α e capace di consolidarsi per diversi giorni, risultando in un aumentata 

suscettibilità alla cocaina. 

 

 

In conclusione i risultati della presente tesi rivelano che l’esposizione ai 

cannabinoidi genera un’alterazione delle modificazioni epigenetiche in aree 

cerebrali cruciali per i meccanismi sottesi all’abuso di sostanze. Inoltre tale 

esposizione causa, nel periodo adolescenziale ma non nell’et{ adulta, una 

disregolazione di importanti fattori proteici coinvolti nei meccanismi di addiction, 

e una sensibilizzazione comportamentale agli effetti della cocaina. Tali evidenze 

forniscono un quadro che potrebbe riflettere un’alterazione et{-specifica della 

suscettibilit{ all’abuso di sostanze, e pone in risalto la vulnerabilit{ neurobiologica 

del periodo adolescenziale in un contesto di esposizione a sostanze d’abuso come i 

cannabinoidi. 
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