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1. INTRODUZIONE

1.1. La Cannabis sativa

La Cannabis sativa e i suoi derivati vantano una lunga storia di uso ed abuso, per scopi
ricreativi, religiosi e terapeutici. Il principale componente psicoattivo della cannabis € il
A°-tetraidrocannabinolo (A°-THC).
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Figura 1. Struttura chimica del A%-tetraidrocannabinolo (A%-THC).

I cannabinoidi sono la classe di sostanze d'abuso maggiormente utilizzata nel nostro
continente, con un consumo circa 5 volte superiore a quello di altre sostanze (EMCDDA,
2015). Nel mercato europeo della droga si trovano solitamente due diversi prodotti
contenenti cannabinoidi, le infiorescenze di cannabis (“marijuana”) e la resina di cannabis
(“hashish™). La potenza, espressa in percentuale di principio attivo rispetto al peso, varia
dal 3 al 20% per guanto riguarda la marijuana (con una media compresa tra il 5 e il 10%).
La potenza delle resine pud essere maggiore, spingendosi sino al 39% del peso nelle
qualita legali olandesi, ma normalmente nel mercato illegale non supera il 18% (Pijlman et
al., 2005).

La via di assunzione piu utilizzata e mediante il fumo di sigaretta, dove alla sostanza viene
addizionato il tabacco. L’assunzione tramite prodotti ingeribili ¢ molto meno frequente e
comporta un’insorgenza piu lenta ed una durata maggiore degli effetti per motivi
farmacocinetici. Negli ultimi anni si sono affacciati sul mercato dei dispositivi atti a
vaporizzare la sostanza ed ottenere cosi maggiori effetti a parita di dose rispetto alla via
classica, senza esporre il consumatore ai prodotti nocivi della combustione (Malouff et al.,
2014).



In seguito ad assunzione per via polmonare la concentrazione plasmatica massima di A°-
THC si raggiunge nell’arco di pochi minuti e i primi effetti psicotropi si avvertono gia
nell’ordine dei secondi, per poi giungere all’acme entro 30 minuti e svanire dopo circa 3
ore. L’ingestione di prodotti contenenti A°-THC provoca invece le prime manifestazioni
dopo 20-30 minuti, raggiungono 1’apice in 2-3 ore e durano per altre 4-12 ore in base alla
dose assunta (Grotenhermen, 2003). Essendo il A%>-THC una molecola altamente lipofila,
ha un volume di distribuzione molto ampio e una lenta eliminazione. Passa facilmente la
placenta e viene concentrato nel latte materno, raggiungendo livelli 8 volte maggiori
rispetto al plasma. A livello epatico, il A>-THC, come gli altri cannabinoidi, & processato
dal citocromo P450 (CYP 2C9-2C19) che trasforma il A®-THC in 11-idrossi-
tetraidrocannabinolo (11-OH-THC). L’inattivazione farmacologica avviene in un secondo
momento tramite 1’ossidazione del 11-OH-THC a 11-nor-9-carbossi-tetraidrocannabinolo
(11-COOH-THC) che dopo essere stato coniugato all’acido glucuronico viene escreto per
via renale, ed ¢ il principale target dei test tossicologici. La presenza del 11-COOH-THC
puo essere riscontrata nelle urine anche 100 ore dopo 1’assunzione di una singola sigaretta

di marijuana (Bland et al., 2005; Huestis, 2007).

1.1.1. Epidemiologia dell’uso di sostanze contenenti il A°>-THC

Secondo le stime dell’European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction
(EMCDDA), il consumo annuale di prodotti contenenti A%>-THC si aggira intorno alle 2000
tonnellate. Oltre 1’80% dei sequestri di sostanze stupefacenti in Europa riguarda la
cannabis, a dimostrazione della sua elevata prevalenza in termini di consumo (EMCDDA,
2015). L’EMCDDA fornisce i seguenti dati sul consumo di cannabis:
e 78.9 milioni (23.3%) di adulti (15-64 anni) hanno consumato cannabis nella loro
vita;
e 19.3 milioni (5.7%) di adulti (15-64 anni) hanno consumato cannabis nell’ultimo
anno;
e 14.6 milioni (11.7%) di giovani adulti (15-34 anni) hanno consumato cannabis
nell’ultimo anno.
Si stima che poco meno dell’1% degli adulti europei siano consumatori quotidiani o quasi
di cannabis. Circa il 75% sono di eta compresa fra i 15 e i 34 anni e in questa fascia di eta

pit di tre quarti sono di sesso maschile. Inoltre la cannabis e la droga segnalata piu



frequentemente come motivo principale per sottoporsi per la prima volta al trattamento
della tossicodipendenza in Europa (EMCDDA, 2015).

1.1.2. Gli effetti psicotropi del A>-THC

Gli effetti del A°>-THC sull’uomo sono molteplici e variano in base all’ambiente, alla dose
e alla componente soggettiva. Le modificazioni comportamentali che piu spesso si
osservano sono ’euforia con aumento della loquacita e forte senso di felicita associata a
riso, a cui si alternano periodi di introspezione seguiti da forte sonnolenza (Hall and
Solowij, 1998; Perez-Reyes et al., 1991; Thomas, 1993). Inoltre gli utilizzatori riportano
una diminuzione dell’ansia e della vigilanza e un’aumentata sociabilita in ambienti
amichevoli. Sotto I’effetto del A°>-THC gli stimoli esterni vengono elaborati dal cervello in
maniera differente, infatti i colori risultano piu vividi, la musica piu coinvolgente, le
emozioni diventano piu intense e significative e la percezione spazio-temporale risulta
distorta. Tuttavia, non vengono segnalati solo effetti ricercati e piacevoli. In letteratura
vengono attribuite al consumo di A%-THC reazioni avverse quali disforia, ansia, panico,
paranoia e psicosi. Questi effetti sono correlati alla dose assunta e sono piu comuni in
utilizzatori naive o psicologicamente vulnerabili. E’ stato riportato un peggioramento delle
allucinazioni e dei deliri in soggetti schizofrenici (Johns, 2001).

Il Manuale Diagnostico e Statistico dei Disturbi Mentali 52 edizione (DSM-5) ha definito
I’intossicazione acuta da cannabis in base ai seguenti criteri:

e recente uso di cannabis;

e cambiamenti clinicamente significativi nell’'umore e nella percezione
(compromissione della coordinazione motoria, euforia, ansia, sensazione di tempo
rallentato, ridotta capacita di giudizio, ritiro sociale) che si presentano durante o
subito dopo 1’utilizzo di cannabis;

e almeno 2 dei seguenti segni e¢ sintomi entro 2 ore dall’assunzione: iperemia
congiuntivale, aumento dell’appetito, xerostomia, tachicardia;

e i sintomi manifestati non sono dovuti a una differente condizione medica sistemica
e non meglio spiegati da un’altra patologia mentale, compresa I’intossicazione da
altre sostanze.

Per lungo tempo la cannabis é stata considerata una “droga leggera”, incapace di indurre

dipendenza e sintomi di astinenza (Solomon and Corbit, 1974). Tuttavia diverse ricerche



cliniche hanno dimostrato che i consumatori assidui di derivati della cannabis manifestano
chiari segni di astinenza dopo averne interrotto 1’assunzione, Come ansia, umore depresso,
perdita di peso, irrequietezza, malessere generale, insonnia, tremori, sudorazione (Budney
and Hughes, 2006; Haney et al., 2004; Haney et al., 1999). Oltretutto, queste osservazioni
trovano riscontro anche in studi funzionali di neuroimaging condotti su soggetti dipendenti
dalla cannabis (lversen, 2003; Quickfall and Crockford, 2006). La sindrome d’astinenza da
cannabinoidi risulta quindi essere clinicamente significativa (Cooper and Haney, 2008) e
sono stati proposti dei veri e propri criteri diagnostici (Haney et al., 2004; Haney et al.,
1999; DSM-5; Tab.1).

A. Cessazione di un uso pesante e prolungato della cannabis (uso
giornaliero o quasi giornaliero, per un periodo non inferiore ad alcuni
mesi).

B. Tre (o piu) dei seguenti segni e sintomi si presentano
approssimativamente una settimana dopo il criterio A:

Irritabilita, ira o aggressivita;

Nervosismo o ansia;

Disturbi del sonno (insonnia, incubi);

Riduzione appetito o perdita di peso;

Irrequietezza;

Umore depresso;

Almeno uno dei seguenti sintomi fisici deve causare un disagio

significativo: dolore addominale, tremori, sudorazione, febbre,

brividi, o mal di testa.

C. I sintomi del criterio B provocano un disagio clinicamente significativo
o la compromissione delle attivita sociali e professionali.

D. I sintomi non sono attribuibili ad altre condizioni mediche e non sono
giustificati meglio da un altro disturbo mentale, incluse 1’intossicazione
e ’astinenza da un’altra sostanza d’abuso.

No ok~ owbdhE

Tabella 1. Criteri diagnostici dell’astinenza da cannabis (DSM-5).

Analogamente, segni evidenti di un’astinenza fisica (es. wet dog shakes o scuotimenti,
tremori delle zampe, grattamento) possono essere riprodotti nei modelli sperimentali di
dipendenza dai cannabinoidi mediante la somministrazione di antagonisti dei recettori per i
cannabinoidi CB1 come I’SR 141716A (SR o rimonabant; Aceto et al., 1996; Diana et al.,
1998b; Gonzalez et al., 2004; Rinaldi-Carmona et al., 1994).



1.1.3. Il sistema endocannabinoide

L’identificazione da parte di Gaoni e Mechoulam (1964) della struttura chimica del A%-
THC diede inizio alla ricerca farmacologica sulla cannabis. Successivamente gli stessi
autori hanno dimostrato che la bioattivita di questo composto risiede nel suo stereoisomero
levogiro (Mechoulam and Gaoni, 1967), che rappresenta uno dei circa 60 cannabinoidi
presenti nella pianta (Dewey, 1986). Questa scoperta porto alla produzione di una serie di
analoghi sintetici che includevano non solo composti strutturalmente simili ai
fitocannabinoidi, ma anche analoghi con differenti strutture chimiche (Howlett et al.,
2002). Gli studi sugli effetti farmacologici del A°-THC, e dei suoi analoghi sintetici, hanno
rivelato un’elevata selettivita strutturale (Hollister, 1974) ed una stereoselettivita (Jones et
al., 1974), segni indicativi di un’interazione recettoriale. L’evidenza definitiva
dell’esistenza di recettori specifici per i cannabinoidi fu seguita presto dalla dimostrazione
dell’alta affinita, saturabilita e stereospecificita del sito di legame per I’agonista
cannabinoide sintetico *[H]CP-55,940, nelle membrane plasmatiche del cervello del topo,
che correlava sia con I’inibizione in vitro dell’adenilato ciclasi che con I’effetto analgesico
in vivo di questo composto (Devane et al., 1988). La disponibilita di un radioligando porto
inoltre alla mappatura del recettore per i cannabinoidi nel cervello, mediante
autoradiografia (Herkenham et al., 1991). Tale mappatura risultd fondamentale per la
successiva identificazione di un recettore orfano accoppiato a proteina G (GPCR), come il
recettore cerebrale per i cannabinoidi (Matsuda et al., 1990), denominato successivamente
recettore CB:. | recettori CB1 sono tra i piu abbondanti recettori presenti a livello cerebrale
nei mammiferi. Un secondo GPCR per i cannabinoidi invece, il CB;, & espresso
prevalentemente nelle cellule dei sistemi immunitario ed ematopoietico (Munro et al.,
1993), ma é presente anche a livello cerebrale (Gong et al., 2006; Van Sickle et al., 2005).
Entrambi i recettori CB1 e CB2 sono dei recettori a 7 domini transmembrana, accoppiati a
proteine G, e mostrano un’omologia a livello proteico di circa il 44%, mentre per quanto
riguarda i domini transmembrana, dove & situato il sito di legame per i cannabinoidi, del
68% (Lutz, 2002). Nonostante cio, il A>-THC e molti cannabinoidi sintetici possiedono

un’affinita simile per entrambi 1 recettori.
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g(l)gﬁ;’a 2. Rappresentazione della struttura tridimensionale dei recettori CB; e CB- (tratta da Ramos et al.,
I recettori CB:1 e CB2 sono accoppiati principalmente ai sottotipi di proteine G di tipo
inibitorio (Gin) ed il loro meccanismo di trasduzione risulta particolarmente complesso.
Infatti sebbene siano accoppiati negativamente all’adenilato ciclasi, con conseguente
rilascio dell’isoforma Gi, € riduzione dei livelli di CAMP, i cannabinoidi possono anche
stimolare le isoforme 2, 4 e 7 dell’adenilato ciclasi mediante il rilascio della subunita By
(Rhee et al., 1998). | cannabinoidi possono anche inibire differenti tipi di canali al Ca?*
(Gebremedhin et al., 1999; Mackie and Hille, 1992) e attivare alcuni canali al K* (Mackie
et al., 1995) attraverso le subunita By della proteina G (lkeda, 1996). Essi possono poi
attivare proteine chinasi multifunzionali, quali la MAP chinasi p44/42 (Davis et al., 2003;
Wartmann et al., 1995), la chinasi p38 (Derkinderen et al., 2001; Liu et al., 2000), e la
JUN chinasi (Liu et al., 2000; Rueda et al., 2000), oltre che attivare la via della
fosfatidilinositolo-3-chinasi (Gomez Del Pulgar et al., 2002). Un’altra via di trasduzione
attivata dai cannabinoidi coinvolge i recettori per la chinasi-3 e la B-arrestina-2, accoppiati
a proteine G, che sono fondamentali per la desensitizzazione, ma non per
I’internalizzazione, dei recettori CBy, ed il susseguente sviluppo della tolleranza (Jin et al.,
1999).
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Figura 3. Schema illustrativo della trasduzione del segnale del recettore CB1: (A) attivazione della proteina-
G e modulazione dei canali ionici; (B) attivazione delle MAP chinasi (tratta da Turu and Hunyady, 2010).
L’esistenza nelle cellule dei mammiferi di un recettore in grado di riconoscere una
sostanza derivata da una pianta, portd a chiedersi se esistesse un ligando endogeno e
condusse alla successiva scoperta di molecole endogene con la medesima attivita biologica
del A°-THC, che sono dei derivati dell’acido arachidonico e sono stati chiamati
endocannabinoidi. Devane e collaboratori (1992) isolarono dal cervello suino un lipide,
I’arachidonoil-etanolamide, denominato anandamide (AEA), che era in grado di legarsi ai
recettori cerebrali per i cannabinoidi con un’alta affinita, mimando gli effetti
comportamentali del A>-THC quando veniva somministrato ai roditori. La sua biosintesi
comincia con I’idrolisi enzimatica catalizzata dalla fosfolipasi di tipo D del precursore
lipidico di membrana 1’N-arachidonoil-fosfatidiletanolammina (NAPE; Schmid et al.,
1983).



Tre anni piu tardi venne scoperto, indipendentemente da due gruppi diversi, un altro
endocannabinoide, il 2-arachidonoilglicerolo (2-AG; Mechoulam et al., 1995; Sugiura et
al., 1995). Il 2-AG deriva dal diacilglicerolo (DAG) mediante 1’azione di una DAG-lipasi

selettiva per la posizione sn-1 (Bisogno et al., 2005).

N-Arachidonoylethanolamine
(Anandamide, AEA)

2-Arachidonoyiglycerol
(2-AG)

Figura 4. Struttura degli endocannabinoidi anandamide (AEA) e 2-arachidonoilglicerolo (2-AG).

Gli endocannabinoidi non vengono immagazzinati in vescicole come avviene per i
neurotrasmettitori classici, ma vengono prodotti “on demand” (cioé su richiesta), in seguito
o ad una depolarizzazione che induce un aumento del Ca?* intracellulare, oppure in
risposta all’attivazione di alcuni recettori metabotropici oppure ancora successivamente ad
entrambi gli eventi (Di et al., 2005a; Di et al., 2005b; Kim et al., 2002; Varma et al., 2001;
Witting et al., 2004). Questi lipidi ad attivita cannabinoidergica agiscono come messaggeri
retrogradi, che una volta rilasciati dall’elemento postsinaptico vanno a legarsi sui propri
recettori posti a livello presinaptico, la cui attivazione induce un’inibizione del rilascio di
neurotrasmettitore. 1l segnale degli endocannabinoidi viene interrotto mediante
degradazione enzimatica: I’AEA viene degradata a livello intracellulare nel neurone
presinaptico da un’amide idrolasi degli acidi grassi (FAAH; Glaser et al., 2003); il 2-AG
viene invece idrolizzato da una monoacilglicerolo lipasi (MGL), anch’esso a livello

presinaptico (Dinh et al., 2002a; Dinh et al., 2002b; Saario et al., 2004).



Sicuramente I’assunzione di cannabinoidi interferisce primariamente con il normale
funzionamento del sistema endocannabinoide. Di fatto i cannabinoidi, cosi come tutte le
sostanze d’abuso, inducono tolleranza e dipendenza fisica, e sono in grado di attivare il
sistema dopaminergico (DAergico) della gratificazione (Fattore et al., 2005; Gonzalez et
al., 2005; Parolaro et al., 2005). I recettori CB1 sono abbondantemente espressi nel circuito
cerebrale della gratificazione, e i neuroni DAergici mesocorticolimbici vengono regolati da
input eccitatori ed inibitori influenzati dall’attivazione dei recettori CB1 (Gardner, 2005).
Gli endocannabinoidi, rilasciati in seguito a depolarizzazione dai medium spiny neurons
(MSN) nel nucleus accumbens (NAcc) e dai neuroni DAergici nell’area ventrale del
tegmento (VTA; Melis et al.,, 2004a; Melis et al., 2004b), modulano le afferenze
GABAergiche e glutammatergiche, agendo come messaggeri retrogradi sui recettori CB;.
Queste evidenze suggeriscono che il sistema endocannabinoide possa influenzare

direttamente i meccanismi DAergici della gratificazione (Parolaro et al., 2007).

1.2. La dipendenza da sostanze psicoattive

L’uso occasionale, ma limitato, di una sostanza psicoattiva viene clinicamente distinto
dall’utilizzo ricorrente. Quest’ultimo ¢ associato ad una perdita di controllo
nell’assunzione e all’emergere di una ricerca cronica e compulsiva della sostanza, che
avviene indipendentemente dalla consapevolezza delle conseguenze negative associate al
consumo ed é tipica della dipendenza patologica (Koob and Volkow, 2010; DSM-5;
Volkow et al., 2016).

La dipendenza da sostanze psicotrope viene definita come una malattia cronica,
recidivante, caratterizzata da:

1. compulsione nella ricerca e nell’assunzione della sostanza;

2. perdita di controllo nel limitarne I’assunzione;

3. comparsa di uno stato emozionale negativo (caratterizzato da disforia, ansia,
irritabilita), sintomo di una crisi d’astinenza, quando 1’accesso alla sostanza viene
precluso (Koob and Le Moal, 1997).

La sindrome di astinenza rappresenta la massima espressione dell’adattamento
dell’organismo alla sostanza, la quale ha indotto nel tempo delle modificazioni

dell’omeostasi a vari livelli che si manifestano nel momento in cui si interrompe



I’assunzione. Questo stato di omeostasi alterata (allostasi) che si esplicita nella sindrome
d’astinenza, rappresenta un importante rinforzo negativo, cioe una condizione/stimolo
avversivo per il cui evitamento 1’individuo si adopera attivamente. Da cio deriva la ricerca
compulsiva della sostanza nel tentativo di riportare la pseudo-normalita dell’allostasi, 0ssia
porre fine allo stato di malessere causato dall’assenza della sostanza stessa. Infatti, la
manifestazione di una sindrome d’astinenza € caratterizzata dall’emergere di uno stato
emozionale negativo (Koob and Le Moal, 2001), che puo persistere a lungo, accompagnato
0 meno da segni fisici di una dipendenza, spesso molto intensi ma che tendono invece ad
essere di durata relativamente breve. Alcuni soggetti descrivono I’astinenza come “fame” o
esigenza primaria e gli effetti della sostanza come “sazieta” o soddisfazione del bisogno

primario (Wikler, 1952).

Nella dipendenza da sostanze si verifica nel tempo, quindi, uno spostamento dal rinforzo
positivo (effetti gratificanti indotti dalla droga) al rinforzo negativo (evitamento della
sindrome d’astinenza) e questo spostamento condiziona gli automatismi nel controllo del

comportamento motivato (Koob, 2004).

Nel sistema nervoso centrale, la transizione dall’uso occasionale di una sostanza alla
dipendenza é caratterizzata dall’instaurarsi di fenomeni di neuroplasticita che possono
iniziare gia con il primo utilizzo della sostanza soprattutto in individui vulnerabili o in
persone che attraversano fasi della crescita particolarmente sensibili, come I’adolescenza, a
causa della maggiore vulnerabilita dei circuiti neurali ancora in fase di sviluppo (Koob and
Volkow, 2010).

1.3. 1l sistema della gratificazione

E’ ampiamente riconosciuto che i circuiti cerebrali che mediano le gratificazioni naturali
(es. cibo, sesso, cura della progenie, ecc.) e non (es. droghe, gambling, ecc.) coinvolgono
principalmente aree del sistema limbico tra loro interconnesse (come amigdala estesa,
striato dorsale e ventrale, ippocampo e corteccia limbica) e convergono nel sistema
DAergico. | neuroni DAergici integrano gli input provenienti dalle diverse regioni e
rappresentano la via centrale e comune di tutto il sistema della ricompensa, essenziale nella
selezione degli stimoli gratificanti, nell’apprendimento e I’ottimizzazione dei

comportamenti motivanti.
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I neuroni DAergici sono localizzati nel mesencefalo ventrale, dove costituiscono due
principali aree: la substantia nigra pars compacta (SNc, A9) e I’area ventrale del tegmento
(VTA, A10). I neuroni DAergici della SNc e della VTA presentano numerose peculiarita
correlate ai rispettivi target, input, caratteristiche molecolari ed elettrofisiologiche, che ne
consentono una suddivisione in due differenti sistemi: il nigrostriatale ed il mesolimbico
(Ungerstedt, 1971). Questi sistemi sono associati, tradizionalmene, a differenti funzioni: la
via nigrostriatale alle funzioni motorie, quella mesolimbica alla motivazione e alla
gratificazione. Oggi, tuttavia, si € superata questa dicotomia e si ritiene che anche i neuroni

nigrostriatali siano coinvolti nei sistemi della gratificazione (Wise, 2009).

I neuroni DAergici della VTA risultano fondamentali nei meccanismi della dipendenza

patologica e nei comportamenti motivati (Melis and Pistis, 2012).

A livello della VTA i neuroni DAergici costituiscono approssimativamente il 65% della
popolazione neuronale totale (Margolis et al., 2006b; Yamaguchi et al., 2011). Il resto
delle cellule sono GABAergiche ed una minoranza (~5%) glutammatergiche (Yamaguchi
et al., 2007; Yamaguchi et al., 2011).

I neuroni DAergici della VTA proiettano massivamente allo striato ventrale (VS), oltre che
piu moderatamente ad altre aree del sistema limbico come la corteccia prefrontale (PFC),
I’amigdala, 1’ippocampo e il tubercolo olfattivo (Bjorklund and Dunnett, 2007). La
porzione mediale-posteriore della VTA proietta prevalentemente verso la zona mediale del
VS (la shell del NAcc), mentre la porzione laterale-posteriore innerva il VS laterale (il core
del NAcc; lkemoto, 2010). L’autostimolazione elettrica e 1’autosomministrazione di
sostanze d’abuso nella VTA posteriore sono in grado di aumentare in maniera piu efficace
il rilascio di dopamina (DA) nella shell del NAcc, che risulta coinvolta primariamente nei

meccanismi della gratificazione.

I neuroni DAergici della VTA possono essere considerati come un punto nodale tra le
regioni cerebrali che codificano per le informazioni sensoriali e cognitive e quelle che
controllano il movimento, come ad esempio i gangli della base. La loro frequenza di
scarica e il loro pattern dipendono da un equilibrio tra gli input inibitori ed eccitatori, che
interagiscono con le proprieta intrinseche della membrana. Queste ultime sono responsabili
dell’attivita di pacemaker che si osserva in vitro (Lobb et al., 2010; Morikawa and
Paladini, 2011).
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La PFC e il nucleo della stria terminale costituiscono un’importante fonte di proiezioni
glutammatergiche alla VTA; altri input glutammatergici-colinergici originano dai nuclei
peduncolopontino e laterodorsale del tegmento (Marinelli et al., 2006). Le afferenze
inibitorie provengono invece dagli interneuroni (Bayer and Pickel, 1991; Grace and Onn,
1989; Omelchenko and Sesack, 2009), dai gangli della base (Marinelli et al., 2006;
Morikawa and Paladini, 2011; Sesack and Grace, 2010) e dal nucleo rostromediale del
tegmento (RMTg; Jhou et al., 2009a; Kaufling et al., 2009; Lecca et al., 2011; Lecca et al.,
2012).

I neuroni DAergici mesencefalici esibiscono differenti pattern di scarica: regolare,
irregolare (entrambi caratterizzati da potenziali d’azione singoli spaziati temporalmente in
modo regolare o irregolare) e bursting (potenziali d’azione organizzati in treni). Il
passaggio da un pattern all’altro induce un differente output DAergico nelle aree terminali;
in particolare i potenziali d’azione singoli sono responsabili dei livelli tonici di DA, mentre
i treni di potenziali dei livelli fasici di DA (vedi review Grace et al., 2007).
Specificamente, il rilascio fasico di DA segnala stimoli correlati alla gratificazione e

promuove cosi le azioni finalizzate all’obiettivo (vedi review Grace et al., 2007).

Il pattern di scarica dei neuroni DAergici e correlato a specifici stimoli: ad esempio queste
cellule presentano un’attivita in bursts, e quindi inducono un rilascio massivo di DA,
guando una ricompensa € inaspettata 0 maggiore rispetto all’aspettativa (Schultz, 1998,
2002, 2006; Schultz and Dickinson, 2000). In seguito ad un training durante il quale la
ricompensa e associata ad uno stimolo sensoriale, i neuroni DAergici scaricano in bursts in
risposta allo stimolo condizionato. D’altra parte queste cellule silenziano la loro attivita di

scarica in assenza di una ricompensa prevista o davanti ad una punizione (Schultz, 1998).

Da questo punto di vista si puo dire che i neuroni DAergici codificano per 1’errore nella
predizione di una ricompensa (Bayer and Glimcher, 2005; Schultz, 2006) e che la DA
rappresenta un potente segnale di apprendimento, che e andato incontro ad un adattamento
evoluzionistico allo scopo di motivare gli organismi verso i rinforzi naturali. L’inibizione
fasica dei neuroni DAergici, d’altro canto, puo essere interpretata come un segnale di
apprendimento inverso (Kehagia et al., 2010; Robbins and Arnsten, 2009; Schultz, 1998),
essenziale per il raggiungimento di un livello di plasticita comportamentale necessaria in
un ambiente in continuo cambiamento. Deficit nell’apprendimento inverso compromettono

la capacita dell’animale di svalutare gli stimoli precedentemente associati ad una
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ricompensa quando essi non predicono una gratificazione e di evitare la futile
perseverazione in comportamenti infruttuosi (Kehagia et al., 2010). Questi meccanismi
neurali vengono usurpati dalle sostanze d’abuso, che rappresentano dei rinforzi positivi pit
efficaci di quelli naturali. Inoltre queste sostanze compromettono 1’apprendimento inverso
e portano all’instaurarsi di un comportamento perseverante nella ricerca della sostanza

nonostante le conseguenze negative associate al suo utilizzo (Dagher and Robbins, 2009).

Il circuito della gratificazione e implicato profondamente nei processi neuronali che
sottendono la dipendenza da sostanze d’abuso. L’attivazione di questo circuito, infatti, ¢
correlata ai comportamenti di ricerca e assunzione delle sostanze psicoattive. La sua
inibizione, invece, ¢ connessa alla disforia associata all’astinenza e¢ al drug-craving
(ovvero il desiderio irrefrenabile di assumere una sostanza; Gardner, 2005).

——<Glutamatergic

——< DAergic
———{GABAergic

mPFC

Nature Reviews | Neuroscience

Figura 5. Sistema mesocorticolimbico. Rappresentazione schematica delle principali afferenze ed efferenze
DAergiche, GABAergiche e glutammatergiche dell’area ventrale del tegmento (VTA) e del nucleus
accumbens (NAc) (DAergiche=verdi; glutammatergiche=rosse; GABAergiche=blu), nel cervello dei roditori.
Il NAc riceve una densa innervazione glutammatergica da: corteccia prefrontale mediale (mPFC), ippocampo
(Hipp), e amigdala (Amy). La VTA riceve input da: amigdala, nucleo laterodorsale del tegmento (LDTg),
abenula laterale (LHb) e ipotalamo laterale (LH; tratta da Russo and Nestler, 2013).

Le sostanze d’abuso stimolano primariamente il sistema DAergico mesolimbico,
inducendo gli effetti piacevoli/euforizzanti ricercati dagli utilizzatori. Anche i
cannabinoidi, al pari delle altre droghe, potenziano I’attivita del sistema DAergico. Infatti,
@ stato dimostrato che il A-THC, ed i cannabinoidi sintetici WIN 55,212-2 (WIN) e CP
55,940, sono in grado di aumentare I’attivita neuronale DAergica della VTA (Diana et al.,
1998a; French, 1997; French et al., 1997; Gessa et al., 1998; Scherma et al., 2015). La

stimolazione della frequenza di scarica delle cellule DAergiche mesolimbiche ¢ mediata

dall’attivazione dei recettori CB1 poiché viene bloccata dall’antagonista CB1 SR 141617A
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(SR o rimonabant; Gessa et al., 1998), ma non da quello oppioide naloxone (French,
1997). Oltretutto, i cannabinoidi incrementano anche [D’attivita in burst dei neuroni
DAergici (Diana et al., 1998a), un pattern di scarica che induce un rilascio fasico, quindi

piu consistente, di DA a livello delle terminazioni assoniche (Overton and Clark, 1997).

In accordo con gli studi elettrofisiologici, diversi studi di microdialisi cerebrale in vivo
hanno dimostrato che la somministrazione di AS-THC aumenta il rilascio di DA a livello
del NAcc (Ng Cheong Ton et al., 1988; Chen et al., 1990; Chen et al., 1991; Oleson and
Cheer 2012; Tanda et al., 1997), effetto che viene bloccato dall’antagonista CB1 SR e
riprodotto dall’agonista CB1 WIN (Tanda et al., 1997; Scherma et al., 2015). Questo
aumentato output di DA risulta inoltre essere selettivo per la sub-regione del NAcc
denominata shell (Tanda et al., 1997), che ¢ responsabile dell’aumentata gratificazione
cerebrale associata alle sostanze d’abuso (Carlezon and Wise, 1996; Johnson et al., 1995;
McBride et al., 1999; Pontieri et al., 1995). In linea con questi risultati, anche
I’autosommistrazione endovenosa di cannabinoidi nei roditori induce un incrementato
rilascio di DA nella shell del NAcc, supportando 1’ipotesi che la stimolazione del sistema
DAergico mesolimbico sottenda il comportamento di ricerca e abuso (Fadda et al., 2006;
Lecca et al., 2006; Justinova et al., 2013).

1.4. Astinenza da A°-THC e ipodopaminergia

Come discusso nel paragrafo precedente, la stimolazione della trasmissione DAergica a
livello del circuito della gratificazione ¢ un effetto caratteristico dell’esposizione acuta alle
sostanze d’abuso e rappresenta il correlato dell’euforia e del cosiddetto rinforzo positivo.
Al contrario, ’astinenza che sopraggiunge in seguito all’interruzione dell’utilizzo cronico
delle droghe é invece associata ad uno stato di severa ipofunzionalita del sistema DAergico
mesolimbico (Melis et al., 2005). Questa condizione di “ipodopaminergia”, che si pensa
sia alla base del craving e della anedonia/disforia che possono condurre alla ricerca
compulsiva della sostanza e alle ricadute, e caratterizzata da fenomeni di adattamento
funzionale e morfologico sia nell’'uvomo che nell’animale da esperimento. Ad esempio, nei
roditori sono stati riscontrati una ridotta attivita elettrica dei neuroni DAergici della VTA
(Diana et al., 1998b; Diana et al., 1993; Diana et al., 1995) ridotti livelli extracellulari di
DA a livello del NAcc (Rossetti et al., 1992; Weiss et al., 1992; Weiss et al., 1996) e
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restringimento dei corpi cellulari in VTA (Spiga et al., 2003; Diana et al., 2003; Sklair-
Tavron et al., 1996). A livello post-sinaptico si verificano modificazioni simili; in
particolare é stata osservata una riduzione della densita delle spine dendritiche in seguito
all’utilizzo di amfetamina (Robinson and Kolb, 1997, 2004), nella dipendenza da alcool
(Spiga et al., 2014), durante I’astinenza da morfina (Spiga et al., 2005) e nei roditori resi
dipendenti da cannabinoidi (Spiga et al., 2010). E’ importante sottolineare che
I’ipofunzionalita e le alterazioni morfologiche a livello del sistema DAergico mesolimbico
mostrano un’evoluzione temporale diversa rispetto alle manifestazioni somatiche
dell’astinenza, perdurando oltre la risoluzione di queste ultime (Diana et al., 1996; Diana et
al., 2003; Diana et al., 1999; Diana et al., 2006; Kenny et al., 2006). Quest’ultima
osservazione suggerisce che la DA possa giocare un ruolo importante nelle conseguenze a
lungo termine della dipendenza (stato emozionale negativo, craving, ricadute nell’abuso),
mentre sembra escludere [I’ipotesi che sia coinvolta nella sintomatologia fisica
dell’astinenza (Melis et al., 2005; Diana, 2011).

Gli studi clinici (fondamentali per poter validare i modelli animali) sono altrettanto
informativi e supportano anch’essi la compromissione della trasmissione DAergica negli
individui tossicodipendenti. Per esempio, mentre I’alcool ¢ in grado di aumentare il rilascio
di DA nello striato ventrale nei soggetti sani (Boileau et al., 2003), negli alcolisti € stata
invece riscontrata una riduzione del numero di recettori DAergici striatali (Martinez et al.,
2005; Volkow et al., 1996) accompagnata da un ridotto rilascio di DA nelle aree di
proiezione (Martinez et al., 2005; Martinez et al., 2007; Volkow et al., 2007). Di
particolare rilevanza per il presente progetto, studi di imaging dimostrano che I’esposizione
acuta al AS-THC induce la liberazione di DA nello striato (Bossong et al., 2009), mentre
I’utilizzo cronico della cannabis € capace di compromettere sia la capacita di sintesi che
quella di rilascio del neurotrasmettitore (vedi Sami et al., 2015 per una revisione della
letteratura). In linea con questi risultati, Leroy et al. (2012) hanno rilevato, mediante la
tecnica della Tomografia ad Emissione di Positroni (PET) ad alta risoluzione, I’esistenza di
una ridotta disponibilita del trasportatore della DA (DAT) a livello dei circuiti DAergici
(es. VS, mesencefalo) in soggetti dipendenti da cannabis e tabacco.

Entrando nello specifico delle alterazioni della trasmissione DAergica nei modelli
sperimentali di dipendenza da cannabinoidi, & stato dimostrato che 1’astinenza da A%-THC,

sia spontanea che precipitata, si accompagna ad un’imponente inibizione della frequenza di
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scarica e dell’attivita in burst dei neuroni DAergici della VTA (Diana et al., 1998b) e ad
una forte diminuzione nelle concentrazioni extracellulari di DA nella shell del NAcc
(Tanda et al., 1999). Il fatto che anche dopo I’astinenza spontanea, caratterizzata da segni
obiettivabili piuttosto sfumati, sia presente uno stato di profonda ipodopaminergia,
conferma 1’ipotesi che la ridotta trasmissione DAergica sia slegata dalle manifestazioni
somatiche dell’astinenza (Diana et al., 1998b). Uno studio successivo condotto da Spiga e
collaboratori (2010) ha inoltre riportato che 1’astinenza, insorta a seguito dell’interruzione
di una somministrazione cronica di cannabinoidi, provoca un restringimento della regione
somatica dei neuroni DAergici della VTA e riduce la densita delle spine dendritiche nella
shell del NAcc. La specificita di tali cambiamenti puo essere ragionevolmente attribuita
alla rimozione del A°-THC dato che le modificazioni morfologiche si sono presentate in
maniera del tutto simile quando I’astinenza ¢ stata indotta farmacologicamente mediante la
somministrazione dell’antagonista SR (Spiga et al., 2010). Al contrario la
somministrazione cronica del A%>-THC di per se non ha indotto modificazioni morfologiche
a livello della VTA e del NAcc, designando cosi I’astinenza da cannabinoidi come
responsabile del restringimento dei neuroni mesencefalici della VTA e della perdita delle

spine dendritiche nel NAcc.

La perdita delle spine descritta nello studio di Spiga e coautori (2010) rafforza 1’ipotesi
secondo cui 1’astinenza da A®-THC & in grado di indurre notevoli cambiamenti a breve e a
lungo termine in strutture cerebrali che giocano un ruolo chiave nella dipendenza da
sostanze d’abuso (Melis et al., 2005; Diana, 2011). In particolare, la perdita di spine
dendritiche, oltre che contribuire all’ulteriore riduzione di una gia compromessa
trasmissione DAergica, puod essere d’aiuto nella comprensione dei meccanismi di down-
regulation dei recettori CB1 che segue I’astinenza da AS-THC (Breivogel et al., 2003;
Dudok et al., 2015).

Il restringimento dei neuroni DAergici e la riduzione della densita delle spine dendritiche a
livello dei terminali post-sinaptici con cui essi comunicano nel NAcc, osservate durante
’astinenza da AS-THC, rappresentano il correlato morfologico dei deficit funzionali
rilevati mediante analisi elettrofisiologiche (Diana et al., 1998b) e neurochimiche (Tanda
et al., 1999). E’ opinione comune che questi fenomeni di plasticita neuronale a carico del

sistema DAergico mesolimbico contribuiscano alle proprieta negative motivazionali
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dell’astinenza da diverse sostanze d’abuso, compresi i derivati della cannabis (Di Chiara,
2002; Koob and Le Moal, 2001; Melis et al., 2005; Diana 2011; Volkow et al., 2016).

1.5. 1l circuito dell’avversione

Un importante concetto proposto nel campo della dipendenza e quello secondo cui le
sostanze d’abuso possiedono sia una componente gratificante che una avversiva, e che
entrambe giochino un ruolo fondamentale nel promuovere la dipendenza (Koob, 2013).
Questo principio € ben rappresentato dall’assunzione degli psicostimolanti, che risulta in
un’iniziale fase gratificante associata ad euforia ed iperattivita, seguita poi da uno stato
negativo caratterizzato da ansia e drug-craving (Knackstedt et al., 2002). Inoltre, &
verosimile che I’esposizione acuta alle sostanze d’abuso non solo attivi i circuiti neurali
della gratificazione, ma sia in grado di sopprimere 1’attivita dei circuiti dell’avversione
(Lecca et al., 2011; Lecca et al., 2012; Barrot et al., 2012). Allo stesso modo ¢ ipotizzabile
che in una condizione come 1’astinenza si verifichi 1’esatto contrario, e€ cio€ che
I’ipofunzionalita del sistema mesolimbico della ricompensa si accompagni ad
un’aumentata attivita neuronale nelle aree deputate alla mediazione degli stati avversivi
(Maroteaux and Mameli 2012; Lammel et al., 2012; Rothwell and Lammel 2013; Meye et
al. 2015; Dani and De Biasi, 2013)

Considerato il ruolo dell’abenula laterale nei processi di gratificazione e avversione,
insieme al fatto che entrambi questi aspetti intervengono nella stessa fase o in fasi diverse
dell’assunzione di sostanze, questa struttura potrebbe rappresentare un’interessante punto
di convergenza per la gratificazione indotta dalle sostanze e l’opposta componente

avversiva (Lammel et al., 2012; Jhou et al. 2013; Rothwell and Lammel 2013).

L’abenula ¢ un nucleo epitalamico composto da due sottodivisioni: I’abenula mediale e
I’abenula laterale (LHDb). La LHb consta di diversi sottonuclei che ne consentono
un’ulteriore suddivisione in due principali porzioni, porzione mediale (mLHb) e porzione
laterale (ILHb; Andres et al., 1999; Geisler et al., 2003; Hikosaka, 2010). La LHb é
costituita da neuroni di proiezione, prevalentemente glutammatergici, in accordo con
I’elevata espressione in quest’area del trasportatore vescicolare per il glutammato (Aizawa

etal., 2012; Li et al., 2011; Stamatakis and Stuber, 2012).
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Attraverso la stria midollare la LHb riceve un’imponente innervazione dai gangli della
base, cosi come dalle regioni limbiche del prosencefalo. Attraverso il fascicolo retroflesso,
invece, le efferenze della LHb convogliano le informazioni verso i nuclei monoaminergici
mesencefalici come, per esempio, i DAergici della VTA e della substantia nigra pars

compacta (SNc) ed i serotoninergici del rafe (Hikosaka, 2010).
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Figura 6. Anatomia e connessioni dell’abenula. (a) Una sezione istologica coronale mostra ’abenula
(indicata con un cerchio rosso), nel cervello di una scimmia. La porzione mediale piu scura corrisponde
all’abenula mediale (MHD), mentre la regione laterale costituisce 1’abenula laterale (LHbD). La localizzazione
dell’abenula viene indicata inoltre, nel disegno sulla destra, da un cerchio arancione. C, nucleo caudato; cc,
corpo calloso; hc, commessura abenulare; IC, collicolo inferiore; MD, nucleo mediodorsale del talamo; N3,
nucleo oculomotore; SC, collicolo superiore; pc, commessura posteriore; PT, pretetto; Pul, pulvinar; Th,
talamo. (b) Afferenze ed efferenze dell’abenula. La MHb, la LHb e la ghiandola pineale costituiscono
I’epitalamo. La MHb riceve input principalmente dal sistema limbico e invia output al nucleo
interpeduncolare (IPN), che a sua volta proietta verso i nuclei del rafe. La LHb riceve input primariamente
dai gangli della base e manda output a strutture cerebrali, contenenti neuroni DAergici e serotoninergici,
attraverso il RMTg. Le connessioni dirette ai neuroni DAergici e serotoninergici non sono mostrate. Le linee
grigio chiaro e scuro indicano le connessioni della MHb e della LHb rispettivamente. CPu, caudato e
putamen; DBB, banda diagonale di Broca; GPb, globo pallido; LPO, area preottica laterale; SN¢, substantia
nigra pars compacta (tratta da Hikosaka, 2010).
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L’attivita neuronale della LHb esercita un’inibizione sui neuroni DAergici del mesencefalo
sia nei ratti che nelle scimmie (Hikosaka, 2010; Ji and Shepard, 2007; Matsumoto and
Hikosaka, 2007). Infatti la stimolazione elettrica della LHb & in grado di inibire I’attivita di
scarica del ~90% dei neuroni DAergici della VTA e della SNc (Christoph et al., 1986;
Matsumoto and Hikosaka, 2007).
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Figura 7. Proprieta anatomiche e funzionali della LHb. (A) La LHb & circondata dal talamo e contiene
prevalentemente neuroni glutammatergici. 1 neuroni della LHb ricevono sia input glutammatergici che
GABAergici da differenti strutture. (B) Il nucleo entopeduncolare (EPN) invia input GABAergici e
glutammatergici ai neuroni della LHb. Una popolazione di neuroni non DAergici della VTA manda input
GABAergici alla LHb. Mentre I’ipotalamo laterale (LH) e la corteccia, cosi come i neuroni glutammatergici
della VTA, forniscono input eccitatori alla LHb (tratta da Lecca et al., 2014).

Una delle funzioni preponderanti della LHb é la codifica degli stati avversivi (Hikosaka,
2010). Infatti, registrazioni elettrofisiologiche in vivo effettuate nelle scimmie hanno
rivelato che un inaspettato flusso d’aria nell’occhio, o uno stimolo che predice tale evento
avversivo, causano una forte eccitazione dei neuroni della LHb (Matsumoto and Hikosaka,
2009). Uno stimolo non deve per0 essere necessariamente avversivo per portare ad
un’attivazione dei neuroni della LHb; infatti, anche 1I’omissione di una gratificazione attesa
¢ in grado di aumentare 1’attivita neuronale della LHb, suggerendo un coinvolgimento di
questo nucleo nella codifica del “disappunto” (Matsumoto and Hikosaka, 2009). D’altro

canto una gratificazione inaspettata, o gli stimoli ad essa associati, inducono un’inibizione

dell’attivita dei neuroni della LHb (Jhou et al., 2013; Matsumoto and Hikosaka, 2007).

Hikosaka e colleghi hanno quindi dimostrato che i neuroni della LHb, la cui stimolazione
induce un’inibizione dei neuroni DAergici (Christoph et al., 1986; Ji and Shepard, 2007),
vengono attivati dagli stimoli avversivi o dall’omissione di una ricompensa, ¢ inibiti dagli

stimoli che predicono una gratificazione o da una ricompensa inaspettata (Geisler and

19



Trimble, 2008; Matsumoto and Hikosaka, 2007). Oltretutto I’attivazione della LHb indotta
dall’omissione della ricompensa precede temporalmente la riduzione della frequenza di
scarica dei neuroni DAergici (Matsumoto and Hikosaka, 2007). Inoltre, la stimolazione
della LHb inibisce pressoché tutti i neuroni DAergici del mesencefalo con una breve
latenza e con un meccanismo GABAa-mediato (Christoph et al., 1986; Ji and Shepard,
2007; Matsumoto and Hikosaka, 2007), indicando una forte influenza inibitoria indiretta

della LHb sui neuroni DAergici.

Infatti, sebbene sia stata dimostrata 1’esistenza di una connessione glutammatergica
monosinaptica, poco densa, tra la LHb e una sottopopolazione di neuroni DAergici della
VTA (Lammel et al., 2012), le efferenze della LHb sulla VTA sono prevalentemente di
tipo glutammatergico (Hikosaka et al., 2008).

Considerata dunque la natura eccitatoria dell’output della LHb, 1’effetto inibitorio netto di
questo nucleo sulla VTA non puo che dipendere da un relé inibitorio (Christoph et al.,
1986; Ji and Shepard, 2007; Matsumoto and Hikosaka, 2007). Ed effettivamente é stata
identificata una struttura cerebrale GABAergica, il nucleo rostromediale del tegmento
(RMTQq), che media gli effetti inibitori della LHb sui neuroni DAergici del mesencefalo,
oltre che integrare informazioni provenienti dall’amigdala e da altre strutture strettamente
connesse (Jhou, 2005; Jhou et al., 2009b). Questa regione e stata denominata da Barrot e
colleghi “coda della VTA” (Kaufling et al., 2009). Tale area occupa una colonna di tessuto
che si estende dal margine caudale della VTA fino al margine rostrale del nucleo
peduncolopontino (PPTg), contenente neuroni colinergici. Il RMT(g, oltre a considerevoli
afferenze dalla LHb, riceve ulteriori input dall’amigdala e da regioni target dell’amigdala,
quali per esempio la sostanza grigia periacqueduttale ventrale (PAG; Jhou et al., 2009b;
Kaufling et al., 2009). A loro volta le efferenze del RMTg proiettano densamente verso il
mesencefalo, dove contraggono sinapsi con i neuroni DAergici della VTA (Jhou et al.,
2009b) e della SNc (Bourdy et al., 2014).
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Figura 8. Connessioni del nucleo rostromediale del tegmento (o coda della VTA, tVTA). (a) La tVTA (o
RMTQg) riceve afferenze (in verde) da numerose strutture cerebrali. Le principali originano dalla corteccia
frontale (Cx), l’abenula laterale (LHb), l’ipotalamo (Hyp), il collicolo superiore (SC), il grigio
periacqueduttale (PAG), il rafe dorsale (DR), il nucleo laterodorsale del tegmento (LDTg) e il nucleo
peduncolopontino del tegmento (PPTQ). (b) Le efferenze della tVTA (in rosso) proiettano prevalentemente ai
nuclei DAergici mesencefalici quali la VTA e la SNc, inoltre si estendono all’area retrobulbare (RR).
Oltretutto la tVTA invia input all’ipotalamo laterale (LH). (c) La tVTA controlla sia il sistema
mesocorticolimbico che quello nigrostriatale. (d) La tVTA integra i segnali provenienti da differenti strutture
e li invia attraverso i sistemi DAergici alle strutture target localizzate nel prosencefalo. Inoltre le afferenze
della tVTA proiettano anche in maniera diretta alla VTA. NAc, nucleus accumbens; St, striato dorsale (tratta
da Bourdy and Barrot, 2012).

Questi risultati si inseriscono nel contesto di studi anatomici che descrivono un enigmatico
nucleo nella VTA posteriore che esprime Fos in seguito all’esposizione a psicostimolanti
(Perrotti et al., 2005; Scammell et al., 2000), presenta elevati livelli di GAD67 (Olson and
Nestler, 2007) e proietta verso i neuroni DAergici (Ferreira et al., 2008). In questi lavori la
suddetta area € stata denominata in svariati modi: “retro-VTA”, “coda posteriore” della

VTA, o “polo caudale” della VTA. Questa regione € stata poi identificata come 1’estremita

rostrale di una struttura pit ampia, il RMTg (Jhou et al., 2009b; Kaufling et al., 2009).

Gli studi anatomici hanno rivelato come questo nucleo GABAergico, facente parte della
formazione reticolare del mesencefalo, integri segnali provenienti dalla LHb, riceva
afferenze provenienti dall’amigdala ¢ da altre regioni correlate ad essa, e sia in grado di
inviare output consistenti diretti verso le strutture DAergiche, con ulteriori proiezioni verso

I target del tronco encefalico inclusi i principali sistemi ascendenti dell’arousal (Jhou,
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2005; Jhou et al., 2009b; Kaufling et al., 2009). Evidenze anatomiche, fisiologiche e
comportamentali indicano i neuroni del RMTg come capaci di codificare gli stimoli
avversivi e promuovere le risposte avversive passive (Jhou et al., 2009a). In particolare,
attraverso 1’utilizzo di tecniche di registrazione elettrofisiologica in animali freely moving,
si e osservato che i neuroni del RMTg vengono attivati in modo fasico da stimoli avversivi
condizionati e non, cosi come dall’omissione di una gratificazione, mentre vengono inibiti
da stimoli appetitivi condizionati e non (Jhou et al., 2009a). Questo pattern di risposte
riflette quindi il comportamento di una delle sue piu importanti afferenze, la LHb

(Matsumoto and Hikosaka, 2007) ed € inverso a quello dei neuroni DAergici della VTA.
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Figura 9. (A-C) Risposte medie dell’attivita elettrica dei neuroni della LHb (A), del RMTg (B) e della VTA
(C) a stimoli che predicono una ricompensa (in rosso) e a stimoli associati ad una punizione (in blu). |
neuroni del RMTg e quelli della LHb codificano positivamente gli stimoli avversivi, in maniera opposta ai
neuroni DAergici (tratta da Hong et al., 2011).
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Inoltre mediante esperimenti di doppia marcatura in cui ¢ stata utilizzata 1’espressione di
Fos come indicatore dell’attivita neuronale, & stato dimostrato che i neuroni del RMTg che
rispondono con un’eccitazione agli stimoli avversivi sono prevalentemente GABAergici e
proiettano alla VTA (Jhou et al., 2009a).

I neuroni del RMTg mostrano quindi preferenzialmente un’eccitazione in seguito a stimoli
avversivi o omissione della gratificazione, mentre i neuroni DAergici rispondono ai
medesimi stimoli prevalentemente (ma non esclusivamente) con un’inibizione (Jhou et al.,
2009a). Nonostante la stretta relazione anatomica e funzionale tra il RMTg e i neuroni
DAergici mesencefalici, bisogna pero ricordare che nessuna popolazione neuronale €
omogenea. Ogni singolo neurone DAergico della VTA proietta verso un target specifico
(Ikemoto, 2007; Lammel et al., 2012), i neuroni DAergici con target differenti mostrano
diverse proprieta fisiologiche (Ford et al., 2006; Lammel et al., 2012; Margolis et al.,
2006a; Margolis et al., 2008) e possono essere attivati a tempi differenti da stimoli diversi

(Schultz, 2007), inclusi quelli avversivi (Feenstra et al., 2001).

1.6. La via LHb-RMTg controlla I’attivita DAergica mesocorticolimbica

ed e un target per i cannabinoidi

L’attivita elettrica dei neuroni DAergici, ed il risultante output nelle aree terminali,
dipendono in maniera cruciale dall’equilibrio tra gli input eccitatori ed inibitori (Marinelli
et al., 2006). Quindi, anche la caratterizzazione del circuito LHb-RMTg risulta
determinante per capire come i neuroni DAergici rispondono agli stimoli ambientali e

farmacologici.

Infatti, come gia anticipato, dato che il potenziale d’abuso delle sostanze puo essere inteso
come un equilibrio tra gli effetti gratificanti e avversivi (Hutchison and Riley, 2008;
Simpson and Riley, 2005), si puo ipotizzare che le componenti delle proprieta appetitive
delle droghe dipendano sia dall’attivazione dei circuiti della gratificazione naturale che
dalla soppressione della risposta da parte dei circuiti neurali che mediano ’avversione
(Lecca et al., 2011). D’altra parte, uno dei punti chiave della dipendenza da sostanze é
proprio la perseveranza nell’assunzione di sostanze malgrado gli effetti negativi e le
conseguenze spiacevoli del loro uso. Considerata la stretta interconnessione anatomico-

funzionale esistente tra le regioni che codificano per gli stimoli avversivi e per quelli
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gratificanti (Jhou et al., 2009a; Lammel et al., 2014), quali la VTA, la LHb e il RMTg, non
sorprende il fatto che questo circuito sia di fondamentale importanza anche per quanto

concerne gli effetti delle sostanze d’abuso.

Diversi studi indicano che le droghe hanno un effetto sui neuroni GABAergici del RMTg,
in particolare su quelli che proiettano alla VTA. Su questi ultimi, ad esempio, 1’esposizione
cronica alla cocaina induce I’espressione di DFosB (Kaufling et al., 2009; Perrotti et al.,
2005) e c-Fos (Geisler et al., 2008), mentre la somministrazione acuta ne inibisce I’attivita
neuronale (Lecca et al., 2011). Ancora, i neuroni del RMTg esprimono i recettori per gli
oppiodi di tipo p anche a livello delle terminazioni in VTA (Jhou et al., 2009b; Jalabert et
al., 2011) e, coerentemente con cio, vengono inibiti dalla morfina contribuendo alla
contemporanea eccitazione dei neuroni DAergici (Lecca et al., 2011; Lecca et al., 2012;
Jalabert et al., 2011). Con un meccanismo analogo, anche i cannabinoidi deprimono
’attivita neuronale del RMTg e sopprimono I’inibizione dei neuroni DAergici della VTA
evocata dalla stimolazione del nucleo GABAergico (Lecca et al., 2011; Lecca et al., 2012;
vedi sotto). Nell’insieme questi risultati sono coerenti con le risposte del circuito LHb-
RMTg-VTA agli stimoli gratificanti naturali come il cibo (vedi 1.5). D’altro canto, come
ampiamente discusso sempre nella sezione precedente (1.5), Jhou e collaboratori (2009a)
hanno dimostrato che gli stimoli avversivi sono in grado di indurre I’espressione di Fos nei
neuroni del RMTg che proiettano alla VTA, e di stimolare in modo fasico la loro attivita
elettrica. In particolare, un numero considerevole di neuroni del RMTg che proiettano alla
VTA, riceve rilevanti afferenze dalla LHb (Jhou et al., 2009b), avvalorando I'idea che la
via LHb-RMTg possa segnalare gli eventi avversivi inibendo i neuroni DAergici del

mesencefalo.

Le ricerche condotte nel nostro laboratorio da Lecca e collaboratori (2011, 2012) sul
circuito LHb-RMTg-VTA hanno fornito parte delle premesse al presente studio. Questi
autori hanno infatti caratterizzato le proprieta elettrofisiologiche dei neuroni GABAergici
del RMTqg e rilevato che la maggior parte di essi vengono significativamente eccitati da
uno stimolo nocicettivo, rappresentato dal pinzettamento di una zampa (Lecca et al., 2011).
Hanno esaminato anche la risposta dei neuroni del RMTg alla stimolazione elettrica della
LHb, dimostrando che la maggioranza dei neuroni che rispondono con un’eccitazione alla
stimolazione della LHb sono anche eccitati dal pinzettamento (stimolo avversivo

nocicettivo; Lecca et al., 2011). Queste osservazioni nei ratti anestetizzati concordano con
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quanto riportato nei roditori freely moving, nei quali la frequenza di scarica dei neuroni
GABAergici del RMTg viene inibita dagli stimoli gratificanti naturali, come il cibo, o da
stimoli che predicono una ricompensa, mentre viene eccitata dagli stimoli avversivi (Jhou
et al., 2009a). Successivamente, nel 2012, Lecca e collaboratori hanno evidenziato la
rilevanza fisiologica del RMTg come fonte primaria degli input inibitori verso i neuroni
DAergici, osservando che la stimolazione elettrica del RMTg induce una temporanea
soppressione dell’attivita di scarica di circa la meta dei neuroni DAergici della VTA, con
una latenza compatibile ad una via monosinaptica (Lecca et al., 2012). Questo risultato é in
linea con gli studi anatomici che mostrano come circa il 60% dei neuroni DAergici della
VTA siano direttamente innervati dalle proiezioni GABAergiche del RMTg (Jhou et al.,
2009a; Jhou et al., 2009b; Kaufling et al., 2010). Inoltre, la caratterizzazione
dell’inibizione RMTg-indotta dei neuroni DAergici ha evidenziato una correlazione
negativa tra I’attivita spontanea dei neuroni DAergici e la durata della soppressione della
stessa: a frequenze spontanee piu alte corrispondono tempi piu brevi della cessazione
completa dell’attivita di scarica indotta dalla stimolazione del RMTg. Questo risultato
suggerisce che le afferenze del RMTg verso i neuroni DAergici della VTA possano essere
uno dei principali input regolatori della loro attivita spontanea e del loro pattern di scarica.
Infatti, le cellule regolari e in burst vengono silenziate dalla stimolazione del RMTg per
una durata minore rispetto alle cellule irregolari, suggerendo che quest’ultima
sottopopolazione di neuroni DAergici sia soggetta ad un maggiore controllo da parte del
RMTg (Lecca et al., 2012).

Come gia accennato, il ruolo del RMTg nei processi avversivi e le sue connessioni
anatomo-funzionali con la VTA hanno condotto Lecca et al. (2011, 2012) ad investigare
anche D’effetto acuto dei cannabinoidi su questo circuito. L’ipotesi era che 1 neuroni
GABAEergici del RMTg potessero essere implicati nella stimolazione dei neuroni DAergici
ad opera di queste sostanze (Diana et al., 1998a; French et al., 1997; Gessa et al., 1998)
attraverso un meccanismo di tipo disinibitorio. A questo scopo hanno esaminato 1’effetto
dell’esposizione acuta all’agonista per i recettori CB1 WIN su: i) Iattivita spontanea dei
neuroni del RMTg identificati in base alla loro risposta eccitatoria, sia alla stimolazione
della LHb che al pinzettamento della zampa (Lecca et al., 2011); ii) la risposta inibitoria
dei neuroni DAergici della VTA evocata dalla stimolazione elettrica del RMTg (Lecca et
al., 2012). Questi studi hanno dimostrato che il WIN & in grado non solo di inibire il firing

spontaneo del RMTg (Lecca et al., 2011), ma anche di ridurre significativamente la durata
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dell’inibizione dei neuroni DAergici della VTA indotta dalla stimolazione del RMTg in
vivo, cosi come la depressione delle correnti post sinaptiche inibitorie (IPSC) evocate dalle
afferenze caudali nelle cellule DAergiche in vitro (Lecca et al., 2012). Hanno cosi fornito
un plausibile meccanismo d’azione mediante il quale i cannabinoidi eccitano i neuroni
DAergici, ossia I’inibizione delle afferenze estrinseche GABAergiche che originano nel

RMTg e che esprimono peraltro i recettori CB1 (Melis et al., 2014).

Questi risultati in definitiva suggeriscono che i cannabinoidi sono capaci di influenzare
profondamente sia 1’attivita dei neuroni GABAergici che le risposte dei neuroni DAergici
evocate dall’attivazione del RMTg. Per cui tali neuroni che si trovano in opposizione
funzionale alle cellule DAergiche, giocano un ruolo di primo piano nei complessi circuiti
neurali che mediano avversione e ricompensa e, di conseguenza, anche nella dipendenza da

sostanze (Lecca et al., 2012).
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2. OBIETTIVO DELLA TESI

Partendo da tali presupposti lo scopo del nostro lavoro e stato quello di analizzare le
modificazioni funzionali a livello del circuito abenulo-mesencefalico (LHb-RMTg-VTA)
durante 1’astinenza da AS-THC. In particolare abbiamo cercato di individuare gli input
responsabili della ridotta trasmissione DAergica mesolimbica (ipodopaminergia) che
caratterizza I’astinenza da cannabinoidi cosi come quella da altre sostanze d’abuso. Infatti,
nonostante 1’ipofunzionalita DAergica sia riconosciuta come responsabile dello stato
emozionale negativo che conduce alla ricaduta nei comportamenti d’abuso, i meccanismi

neuronali che la sottendono non sono ancora chiari.

Nello specifico abbiamo esaminato, mediante registrazioni elettrofisiologiche extracellulari
in vivo condotte su ratti resi dipendenti da A>-THC, gli effetti dell’astinenza spontanea €
precipitata su:

1) le afferenze inibitorie monosinaptiche RMTg-VTA,;

2) I’attivita elettrica spontanea del RMTg;

3) I’attivita elettrica spontanea della LHb.
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3. MATERIALI E METODI

3.1. Soggetti e procedure

Per il presente studio abbiamo utilizzato ratti maschi del ceppo Sprague-Dawley (Harlan
Nossan, Italia) del peso di 250-350 g. Gli animali sono stati stabulati in numero da 3 a 6
per gabbia e mantenuti ad un regolare ciclo giorno/notte di 12 h in condizioni ambientali
standard (T 21£1 °C, umidita 60%), con cibo ed acqua ad libitum. I protocolli sperimentali
sono stati approvati dal Comitato etico dell’Universita degli Studi di Cagliari, e condotti
secondo la normativa CEE per 1’'uso degli animali da esperimento (CEE N°86/609). Sono
state adottate tutte le misure necessarie per ridurre al minimo dolore, sofferenza e numero
di animali utilizzati. | ratti, anestetizzati con uretano (1.3 g/kg) per via intraperitoneale
(i.p.), sono stati posizionati su uno strumento stereotassico (Kopft, Tujunga CA, USA) per
la localizzazione delle aree cerebrali di registrazione e stimolazione. La temperatura dei

ratti ¢ stata mantenuta costante a 37+1 °C tramite ’ausilio di un tappetino riscaldante.

3.2. Trattamento cronico

Gli animali sono stati assegnati in maniera casuale ai diversi gruppi sperimentali: i ratti
appartenenti ai gruppi dell’astinenza sono stati trattati cronicamente con AS-THC (15
mg/kg, i.p.), due volte al giorno, per 6.5 giorni (astinenza spontanea, S-W) o per 7 giorni
(astinenza precipitata, P-W). I controlli (C) hanno ricevuto un’iniezione intraperitoneale di

veicolo (soluzione salina con 1% di Tween 80) per 7 giorni due volte al giorno (Fig.10).

28



Protocollo Trattamento
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Figura 10. Protocollo sperimentale.
3.3. Farmaci

Il A°-THC é stato acquistato dalla THC PHARM GmbH (Francoforte, Germania), disciolto
al 20% in etanolo e conservato a -20 °C. Per la somministrazione cronica il A°-THC ¢ stato
portato in soluzione con 1% di Tween 80 e diluito in soluzione fisiologica. Per I’induzione
dell’astinenza precipitata I’SR 141716A (gentilmente donato dalla Sanofi Aventis, Parigi,
Francia) é stato portato in soluzione con 1% di Tween 80 e diluito in soluzione fisiologica.
Il volume di iniezione utilizzato per le somministrazioni i.p. € stato pari a 3 ml/kg di peso

corporeo.

3.4. Comportamento

Il giorno 8, prima di procedere con le analisi elettrofisiologiche, i ratti sono stati osservati
per 30 minuti, annotando ogni 2 minuti I'eventuale presenza e frequenza di comportamenti
indicativi dell’astinenza da A°-THC, quali: scratching, facial rubbing, licking e wet dog
shakes. | ratti del gruppo P-W sono stati trattati con una dose di 5 mg/kg di SR 141716A,
10 min prima dell’osservazione, al fine di precipitare farmacologicamente 1’astinenza

(Aceto et al., 1996; Diana et al., 1998b; Tanda et al., 1999; Tsou et al., 1995).
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3.5. Registrazioni elettrofisiologiche in vivo

3.5.1. Esperimenti nella VTA

Al fine di valutare I’influenza delle proiezioni inibitorie del RMTg sui neuroni DAergici,
sono state condotte sessioni sperimentali di registrazione nella VTA. Abbiamo effettuato
una mappatura (sampling) della VTA, allo scopo di monitorare 1’attivita spontanea dei
neuroni DAergici presenti nell’area. Il sampling consiste nell’affondare 1’elettrodo per 4-6
volte (con una distanza di 200 um 1’una dall’altra) all’interno dell’area prescelta. Il numero
totale delle cellule spontaneamente attive registrate viene diviso per il numero totale di
affondate effettuate (cellule/affondata). Le strutture cerebrali in questione sono state
identificate utilizzando le coordinate fornite dall’atlante cerebrale per ratto (Paxinos and
Watson, 2007). In particolare, I’elettrodo registrante ¢ stato inserito alle coordinate relative
alla parte latero-posteriore della VTA, nel nucleo parabrachiale (PBP), contenente la
maggiore densita di neuroni DAergici rispetto ai nuclei piu mediali della VTA (Lammel et
al., 2015; Yamaguchi et al., 2011; 5.8-6.2 mm posteriormente rispetto al bregma; 0.4-0.6
mm lateralmente rispetto alla vena sagittale; 7.0-8.0 mm ventralmente rispetto alla
corteccia cerebrale; Fig.11). Al fine di testare le risposte dei neuroni DAergici
all’attivazione del RMTg, un elettrodo bipolare stimolante (@ della punta 250 um) ¢ stato
posizionato nel RMTg (9.6 mm posteriormente rispetto al bregma; 0.8 mm lateralmente
rispetto alla vena sagittale; 7.0 mm ventralmente rispetto alla corteccia cerebellare, con

un’inclinazione anteroposteriore rispetto al piano coronale di 20°; Fig.11).

30



Bregma -6.24
Bregma -6.00
Bregma -5.88
B .
100 pulsi
1Hz
REC STIM | |
! ~ Bregma -7.08

1@

VTA RMTg

Figura 11. Localizzazione dei siti di registrazione e stimolazione. (A) Sulla sinistra ubicazione del sito di
registrazione di un neurone DAergico della VTA, il triangolo indica il Pontamine Sky Blue (PsB). Le tavole
a destra mostrano un campione della localizzazione dei siti di registrazione (pallini neri), verificati mediante
sezioni istologiche. Abbreviazioni: RN, nucleo rosso; IP, nucleo interpeduncolare; SNr, substantia nigra pars
reticulata; PBP, nucleo parabrachiale pigmentato. (B) Lo schema a sinistra riassume il protocollo di
stimolazione utilizzato (1 Hz, 0.5 ms, 0.5 mA). A destra la figura indica la localizzazione della punta
dell’elettrodo stimolante (*). Abbreviazioni: xscp, decussazione del peduncolo cerebellare superiore; cp,
peduncolo cerebrale; ml, lemnisco mediale; tth, tratto trigeminotalamico; Pn, nucleo pontino.

Lattivita delle cellule ¢ stata registrata extracellularmente mediante una micropipetta in
vetro riempita con 2% di Pontamine Sky Blue (PsB) disciolto in 0.5 M di Acetato di Sodio
(con impedenza stimata tra i 2.5-5 MQ). I neuroni della VTA, virtualmente contenenti DA,
sono stati isolati ed identificati in accordo con le caratteristiche elettrofisiologiche descritte
in letteratura (Grace and Bunney, 1983, 19844, b; Lecca et al., 2012): frequenza di scarica

<10 Hz e durata del potenziale d’azione >2.5 ms. Solo quando la cellula rispondeva a

questi criteri, veniva registrata. Una volta selezionata una cellula, si procedeva alla verifica
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della risposta ortodromica alla stimolazione elettrica del RMTg. Brevemente, lo stimolo
consisteva in un pulso singolo monofasico e rettangolare con durata di 0.5 ms e intensita
pari a 0.5 mA. La frequenza dello stimolo é stata fissata ad 1 Hz. Per ogni neurone e stata
valutata la risposta alla stimolazione grazie all’ausilio dell’oscilloscopio e mediante
I’elaborazione on-line (Spike2 software, CED, Cambridge, UK) del peri-stimulus time
histogram (PSTH).

La frequenza di scarica spontanea dei neuroni della VTA e stata registrata per 2-3 minuti al
fine di poter stabilire una frequenza media basale. Oltre alla frequenza e stato considerato
anche un parametro qualitativo della modalita di scarica: la percentuale di potenziali in
treni (% di spikes in bursts). Inoltre per ogni neurone & stata analizzata la modalita di
scarica tramite I’analisi degli autocorrelogrammi (con un bin pari a 10 ms su intervalli di
analisi di 2 s) al fine di classificare i neuroni in tre distinte categorie: regolari, irregolari e
bursting (Fabricius et al., 2010; Hyland et al., 2002). Un autocorrelogramma con tre o piu
picchi ad intervalli regolari é distintivo dei neuroni regolari. Un picco immediato che
scema nel tempo per poi risalire e tipico dei neuroni in bursts. Le cellule classificate come
irregolari invece mostrano caratteristiche diverse dalle classificazioni precedenti (Fig.17
C).

Dopo i 2-3 minuti di registrazione dell’attivita spontanea della cellula, ¢ stato applicato un
breve pinzettamento meccanico (~2 secondi) alla zampa posteriore dell’animale,
ipsilateralmente all’emisfero di registrazione. La risposta del neurone é stata analizzata nei

5 secondi successivi alla stimolazione nocicettiva.

Successivamente, e stata testata la sua risposta alla stimolazione del RMTg. | PSTH sono
stati costruiti ogni 100 pulsi (coincidenti con 100 s di registrazione, considerato che lo
stimolo aveva frequenza pari ad 1 Hz) e visualizzati usando un bin pari a 1 ms. Una cellula
¢ stata considerata inibita o eccitata quando il numero di potenziali d’azione/bin nei 50 ms
successivi allo stimolo é stato rispettivamente inferiore o superiore ai 50 ms precedenti ad
esso (ANOVA ad una via per misure ripetute). La durata dell’inibizione evocata dallo
stimolo ¢ stata definita come tempo di completa cessazione dell’attivita di scarica

immediatamente successivo allo stimolo.

Il segnale neuronale, registrato extracellularmente, € stato filtrato (passa-banda: 0.1-10000

Hz), amplificato (Neurolog System, Digitimer, Hertfordshire, UK), visualizzato su un
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oscilloscopio digitale (TDS 3012, Tektronix, Marlow, UK) ed infine acquisito tramite
computer connesso ad un interfaccia di conversione analogico-digitale CED 1401
(Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) e visualizzato per mezzo del software

Spike2 (Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK).

3.5.2. Esperimenti nel RMTg

Il sampling é stato effettuato per mezzo di un elettrodo registrante, inserito nella parte
centrale (core) del RMTg (7.0-7.4 mm posteriormente rispetto al bregma; 0.7-0.8 mm
lateralmente rispetto alla vena sagittale; 6.5-7.5 mm ventralmente rispetto alla corteccia
cerebrale; Fig.12). In tutti gli esperimenti € stato inserito un elettrodo bipolare stimolante
(9O della punta: 250 pm) nella LHb (1.9 mm posteriormente rispetto al bregma; 0.7 mm
lateralmente rispetto alla vena sagittale; 4.7 mm ventralmente rispetto alla corteccia

cerebrale, con un’inclinazione anteroposteriore rispetto al piano coronale di 20°; Fig.12).
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Figura 12. Localizzazione dei siti di registrazione e stimolazione. (A) Sulla sinistra ubicazione del sito di
registrazione di un neurone GABAergico del RMTg, il triangolo indica il Pontamine Sky Blue (PsB). Le
tavole a destra mostrano un campione della localizzazione dei siti di registrazione (pallini neri), verificati
mediante sezioni istologiche. Abbreviazioni: xscp, decussazione del peduncolo cerebellare superiore; Pn,
nucleo pontino; DR, nucleo del rafe dorsale. (B) Lo schema a sinistra riassume il protocollo di stimolazione
utilizzato (1 Hz, 0.5 ms, 0.5 mA). A destra la figura indica la localizzazione della punta dell’elettrodo
stimolante (*). Abbreviazioni: MHb, abenula mediale; mLHb, porzione mediale dell’abenula laterale; ILHb,
porzione laterale dell’abenula laterale; PVP, nucleo talamico paraventricolare posteriore.

L attivita dei neuroni del RMTg ¢ stata acquisita utilizzando gli stessi strumenti descritti
precedentemente eccezion fatta per i filtri (passa-banda: 1-3000 Hz) e per I’impedenza
degli elettrodi (stimata tra i 5-10 MQ). I neuroni del RMTg, virtualmente contenenti

GABA, sono stati isolati ed identificati in accordo con le caratteristiche elettrofisiologiche
descritte in letteratura (Jhou et al., 2009a; Lecca et al., 2011): frequenza di scarica
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spontanea superiore ai 10 Hz ed un potenziale d’azione bifasico ad insorgenza negativa e
di breve durata (<1.5 ms). Una volta selezionata una cellula, ¢ stata testata la risposta ad
uno stimolo nocicettivo, dopodiché si procedeva alla verifica della risposta ortodromica
alla stimolazione elettrica della LHb (0.5 mA, 0.5 ms, 1 Hz). Per ogni neurone € stata
valutava la risposta alla stimolazione elettrica della LHb, grazie all’ausilio
dell’oscilloscopio ¢ mediante 1’elaborazione immediata del PSTH. Un neurone veniva
considerato eccitato dalla stimolazione della LHb quando il numero di potenziali
d’azione/bin nei 20 ms successivi allo stimolo era significativamente maggiore (ANOVA

ad una via per misure ripetute) rispetto ai 20 ms antecedenti lo stesso (basale).

La frequenza di scarica spontanea dei neuroni del RMTg é stata registrata per 2-3 minuti al

fine di poter stabilire una frequenza media basale.

3.5.3. Esperimenti nella LHb

Per effettuare il sampling I’elettrodo registrante ¢ stato inserito nella porzione laterale della
LHb (3.6-3.8 mm posteriormente rispetto al bregma; 0.7-0.8 mm lateralmente rispetto alla
vena sagittale; 4.5-6.0 mm ventralmente rispetto alla corteccia cerebrale; Fig.13). In tutti
gli esperimenti € stato inserito un elettrodo bipolare stimolante (@ della punta: 250 um) nel
RMTg (9.6 mm posteriormente rispetto al bregma; 0.8 mm lateralmente rispetto alla vena
sagittale; 7.0 mm ventralmente rispetto alla corteccia cerebellare, con un’inclinazione

anteroposteriore rispetto al piano coronale di 20°; Fig.13).
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Figura 13. Localizzazione dei siti di registrazione e stimolazione. (A) Sulla sinistra ubicazione del sito di
registrazione di un neurone glutammatergico della LHb, il triangolo indica il Pontamine Sky Blue (PsB). Le
tavole a destra mostrano un campione della localizzazione dei siti di registrazione (pallini neri), verificati
mediante sezioni istologiche. Abbreviazioni: MHb, abenula mediale; mLHb, porzione mediale dell’abenula
laterale; ILHb, porzione laterale dell’abenula laterale; PVP, nucleo talamico paraventricolare posteriore. (B)
Lo schema a sinistra riassume il protocollo di stimolazione utilizzato (1 Hz, 0.5 ms, 0.5 mA). A destra la
figura indica la localizzazione della punta dell’elettrodo stimolante (*). Abbreviazioni: xscp, decussazione
del peduncolo cerebellare superiore; cp, peduncolo cerebrale; ml, lemnisco mediale; tth, tratto
trigeminotalamico; Pn, nucleo pontino.

L’attivita dei neuroni della LHb ¢ stata acquisita utilizzando gli stessi strumenti e parametri
utilizzati per le registrazioni nel RMTg. | neuroni della LHb, virtualmente contenenti
glutammato, sono stati isolati ed identificati in accordo con le caratteristiche

elettrofisiologiche descritte in letteratura: potenziale d’azione trifasico e ampio (>3 ms;
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Kowski et al., 2009). Una volta selezionata una cellula, e stata testata la risposta ad uno
stimolo nocicettivo, dopodiché si procedeva alla verifica della risposta alla stimolazione
elettrica del RMTg (0.5 mA, 0.5 ms, 1 Hz). Per ogni neurone ¢ stata valutava la risposta
alla stimolazione antidromica del RMTyg, grazie all’ausilio dell’oscilloscopio e mediante
I’elaborazione immediata del PSTH. La risposta antidromica alla stimolazione elettrica del
RMTg, e stata valutata sulla base del fatto che il potenziale antidromico avesse una latenza

di durata fissa e collidesse con i potenziali spontanei.

La frequenza di scarica spontanea dei neuroni della LHb ¢ stata registrata per 2-3 minuti al
fine di poter stabilire una frequenza media basale.

3.6. Istologia

Al termine della sessione sperimentale il sito di registrazione & stato marcato con
Pontamine Sky Blue (PsB) iniettato elettroforeticamente dall’elettrodo registrante mediante
il passaggio di corrente continua (15 mA) per ~15 minuti. La marcatura del sito di
stimolazione é stata effettuata tramite il passaggio di corrente continua (1 mA) per 1
minuto attraverso ’elettrodo stimolante. Il cervello ¢ stato quindi rimosso e congelato in
isopentano a -40 °C. La posizione degli elettrodi ¢ stata identificata microscopicamente in
sezioni seriali-coronali del cervello (60 pum) colorate con Rosso Neutro.

3.7. Analisi statistica

| dati, una volta raccolti ed elaborati (Spike2), sono stati sottoposti ad analisi statistica. A
seconda dei casi sono stati utilizzati differenti test statistici. L’ANOVA a una via, al fine di
analizzare le differenze tra 3 gruppi. Il test di Dunnett é stato utilizzato come post hoc.
L’analisi correlazionale ¢ stata elaborata mediante il test di Pearson. Tutte le analisi in
questione sono state sviluppate mediante il software Graphpad Prism (La Jolla, CA). Il

livello di significativita e stato fissato a P<0.05.
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4. RISULTATI

4.1. Effetti comportamentali dell’astinenza da A>-THC

Prima di effettuare le registrazioni elettrofisiologiche, gli animali trattati due volte al
giorno per 6.5 o 7 giomi con il AS%-THC (15 mg/kg, i.p., gruppi S-W e P-W
rispettivamente), oppure con il veicolo (gruppo C), I’8° giorno sono stati valutati da un
punto di vista comportamentale. Per quanto riguarda gli animali dei gruppi C e S-W il
trattamento e stato interrotto la mattina del 7° giorno e le osservazioni comportamentali
sono state effettuate 24 ore dopo; invece gli animali del gruppo P-W hanno terminato il 7°
giorno di trattamento e sono stati osservati dopo 12 ore dall’ultima somministrazione, 10

minuti dopo aver ricevuto I’SR (5 mg/kg, i.p.).

Abbiamo valutato e quantificato i segni piu tipici dell’astinenza da cannabinoidi durante
sessioni di 30 minuti (Diana et al., 1998b). | segni osservati sono stati: scratching, facial
rubbing, licking e wet dog shakes (Fig.14).
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Figura 14. L’astinenza precipitata induce intense manifestazioni comportamentali. Il grafico mostra la media
+ SEM dei punteggi comportamentali associati all’astinenza da cannabinoidi, osservati per un periodo di 30
minuti, prima delle registrazioni elettrofisiologiche. Gruppi C (n=16), S-W (n=17), e P-W (n=16). | dati sono
espressi come media = SEM. ""P<0.0001; ANOVA a una due vie e test di Sidak.
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In accordo con la letteratura (Aceto et al., 1995; Diana et al., 1998b; Tsou et al., 1995),
abbiamo rilevato che, mentre [’astinenza precipitata farmacologicamente dalla
somministrazione di SR (gruppo P-W) ha indotto un significativo aumento dei segni
considerati, la sospensione della somministrazione di A°~-THC (gruppo S-W) ha indotto
solo blandi segni di astinenza (ANOVA a due vie e test di Sidak, F2184=86.01, P<0.0001).

4.2. Effetti dell’astinenza da A%-THC sull’attivitd spontanea dei neuroni
DAergici della VTA e sulla durata dell’inibizione indotta dalla
stimolazione del RMTg

Come ampiamente discusso nell’introduzione, ricerche condotte precedentemente hanno
dimostrato che i) I’attivita elettrica dei neuroni DAergici della VTA é profondamente
ridotta durante D’astinenza da AS-THC (Diana et al., 1998b); e ii) la loro frequenza di
scarica ¢ correlata negativamente con la durata dell’inibizione indotta dalla stimolazione
del RMTg in animali drug- naive (Lecca et al. 2012). Scopo della prima serie di
esperimenti € stato pertanto quello di caratterizzare, attraverso uno studio della
popolazione neuronale della VTA, Dattivita spontanea dei neuroni DAergici e la loro
risposta alla stimolazione elettrica del RMTg nei ratti appartenenti ai tre gruppi

sperimentali: controlli (C), astinenza spontanea (S-W) e astinenza precipitata (P-W).

Tutte le cellule registrate erano localizzate all’interno della porzione laterale del nucleo
pigmentato parabrachiale della VTA posteriore. Nonostante i neuroni della VTA
presentino un’elevata eterogeneita (Ford et al., 2006; Lammel et al., 2008; Margolis et al.,
2008; Yamaguchi et al., 2011), la regione in cui erano localizzati tutti i siti di registrazione
contiene la maggiore densita di neuroni DAergici, in confronto alle porzioni piu mediali
della VTA (Lammel et al., 2015; Yamaguchi et al., 2011).

I neuroni sono stati selezionati in base alle loro caratteristiche (Fig.15) e distinti in

funzione del loro pattern di scarica (Fig.17 C).
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Figura 15. Protocollo di registrazione in VTA. (A) Lo schema mostra la localizzazione dei siti di
registrazione (VTA) e di stimolazione (RMTg). (B) La traccia illustra i tipici potenziali d’azione sovrapposti
di un neurone DAergico della VTA, registrato nell’animale anestetizzato. La forma trifasica del potenziale &
caratterizzata da una prima fase positiva, con il notch, seguita da una seconda fase negativa e da una terza
fase positiva meno marcata. (C) | neuroni DAergici della VTA esibiscono prevalentemente una risposta
inibitoria con latenza breve ad uno stimolo nocicettivo. L’istogramma di frequenza evidenzia la riduzione
della frequenza di scarica di un neurone DAergico a seguito del pinzettamento di una zampa dell’animale.
(D) Il PSTH di una cellula DAergica inibita mostra che la stimolazione del RMTg elicita una cessazione
completa nell’attivita di scarica che perdura per circa 60 ms. La risposta inibitoria avviene immediatamente
dopo lo stimolo.

Non abbiamo osservato differenze significative nel numero di neuroni DAergici
spontaneamente attivi tra gli animali in astinenza da AS-THC (1.78 * 0.14, n=15, 1.88 +
0.18, n=11, rispettivamente S-W e P-W) e i controlli (1.54 £ 0.18, n=13, gruppo C;

ANOVA a una via, P>0.05; Fig.16 B).

L’analisi dell’attivita basale dei neuroni DAergici ha invece confermato che la frequenza di
scarica media risulta essere notevolmente ridotta negli animali in astinenza rispetto ai
controlli (2.56 + 0.11, n=167, 2.15 £ 0.15, n=109, 3.63 + 0.16, n=125, nei gruppi S-W, P-
W e C; ANOVA a una via e test di Dunnett, F2398=27.84, P<0.0001; Fig.16 C), cosi come
la percentuale di spikes in bursts (8.45 + 0.98, n=167, 8.39 + 1.35, n=109, 15.86 + 1.88,
n=125 nei gruppi S-W, P-W e C, rispettivamente; ANOVA a una via e test di Dunnett,
F2308=9.204, P<0.001; Fig.16 D). | nostri risultati avvalorano dunque lo stato di
ipodopaminergia associato alle fasi acute dell’astinenza da A°-THC, come dimostrato
precedentemente mediante registrazioni elettrofisiologiche effettuate in ratti non
anestetizzati (Diana et al., 1998b).
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Dopo circa 2 minuti di registrazione dell’attivita spontanea abbiamo testato la risposta dei
neuroni DAergici ad uno stimolo nocicettivo di tipo meccanico, il pinzettamento di una
zampa posteriore dell’animale, in quanto € noto che circa la meta dei neuroni DAergici
rispondono ad uno stimolo avversivo con un’inibizione. Analizzando tale parametro non
abbiamo rilevato differenze significative nella percentuale di neuroni DAergici inibiti dal
pinzettamento tra i gruppi sperimentali (47.02%, 42.99% e 41.82% nei gruppi S-W, P-W e

C, rispettivamente; dati non mostrati).
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Figura 16. | neuroni DAergici della VTA mostrano una ridotta attivita elettrica ed una diminuzione degli
spikes in bursts (%) durante I’astinenza da AS-THC. (A) Ogni istogramma di frequenza (in basso) e il
corrispondente tracciato di registrazione (in alto) rappresentano l’attivita elettrica di un singolo neurone
DAergico della VTA nei ratti appartenenti ai gruppi di: controllo (C; sinistra), astinenza spontanea (S-W;
centro) e astinenza precipitata (P-W; destra) rispettivamente. E evidente la differente attivita spontanea tra i
tre gruppi. | grafici mostrano il numero di cellule DAergiche spontaneamente attive (B), la loro frequenza di
scarica media (C) e Dattivita in bursts (D). | dati sono espressi come media + SEM. “™P<0.0001,
"P<0.001; ANOVA a una via e test di Dunnett.
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Come gia premesso, I’attivita spontanea dei neuroni DAergici della VTA viene modulata
dalle afferenze inibitorie GABAergiche provenienti dal RMTg ed € soggetta ad una
temporanea, ma completa, soppressione in seguito alla stimolazione elettrica del RMTg
(Lecca et al., 2012; Barrot et al., 2012). Dopo aver registrato ’attivita basale dei neuroni
DAergici della VTA e verificato la risposta ad uno stimolo nocicettivo, abbiamo quindi
valutato I’effetto della stimolazione elettrica del RMTg (1 Hz, 0.5 ms, 0.5 mA). Non
abbiamo riscontrato differenze significative tra i gruppi sperimentali nella percentuale di
cellule DAergiche inibite dal RMTg (38.51%, 45.71% e 41.88% nei gruppi S-W, P-W e C,
rispettivamente; dati non mostrati). Tuttavia abbiamo rilevato un’aumentata durata
dell’inibizione indotta dalla stimolazione del RMTg, negli animali in astinenza (133.50 +
16.98, n=62, 123.60 + 18.73, n=48, 60.55 + 5.59, n=49, nei gruppi S-W, P-W e C,
rispettivamente; ANOVA a una via e test di Dunnett, F2,156=6.480, P<0.01; Fig.17 A,B).
Questo risultato € in linea con la nota correlazione negativa esistente tra la durata
dell’inibizione indotta dalla stimolazione del RMTg e la frequenza di scarica ¢ la
percentuale di spikes in bursts dei neuroni DAergici della VTA (Lecca et al., 2012) e
potrebbe contribuire a spiegare la condizione di ipodopaminergia che caratterizza
I’astinenza da A%-THC.

Inoltre, mediante la costruzione di autocorrelogrammi, per ogni neurone inibito dal RMTg
siamo stati in grado di classificare le cellule in base al loro pattern di scarica: bursting,
irregolari e regolari (Fig.17 C). L’analisi della distribuzione delle cellule inibite in base al
loro pattern di scarica ha rivelato che il numero di cellule irregolari € aumentato
significativamente durante I’astinenza (S-W: 5 bursting, 55 irregolari e 2 regolari, 8%,
89% e 3% rispettivamente; P-W: 4 bursting, 41 irregolari e 3 regolari, 8%, 85% e 6%
rispettivamente; C: 10 bursting, 24 irregolari e 15 regolari, 20%, 49% e 31%
P<0.0001; Fig.17 C). Questo dato € in accordo con

*kk*k

rispettivamente; test del chi-quadro,
’osservazione di Lecca e collaboratori (2012) che le cellule DAergiche della VTA con un
pattern di tipo irregolare hanno una maggiore durata dell’inibizione indotta dalla

stimolazione dell’RMTg rispetto a quelle regolari o bursting (Lecca et al., 2012; Fig.17 D).
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Figura 17. L’inibizione dell’attivita di scarica spontanea dei neuroni DAergici della VTA indotta dalla
stimolazione del RMTg risulta pitl marcata durante 1’astinenza da A°-THC. (A) Le tracce (in alto) mostrano
esempi di cellule inibite dalla stimolazione del RMTg nei ratti appartenenti ai gruppi C (sinistra), S-W
(centro) e P-W (destra) rispettivamente. | corrispondenti PSTH degli stessi neuroni DAergici (in basso)
indicano che la cessazione completa nella loro attivitd di scarica, indotta dalla stimolazione del RMTg,
perdura piu a lungo durante 1’astinenza. (B) L’istogramma a barre mostra la media della risposta inibitoria
dei neuroni DAergici della VTA alla stimolazione del RMTg, negli animali appartenenti ai gruppi C, S-W e
P-W. | dati sono espressi come media + SEM. “p<0.01, "p<0.05; ANOVA a una via e test di Dunnett. (C)
Gli autocorrelogrammi (a sinistra) dei neuroni DAergici inibiti dalla stimolazione del RMTg hanno permesso
la classificazione del loro pattern di scarica in bursting, irregolare e regolare. 1l grafico a barre (a destra)
indica la percentuale delle cellule DAergiche bursting, irregolari e regolari nei gruppi C, S-W e P-W. Il
numero di cellule che presentano un pattern di tipo irregolare € aumentato negli animali appartenenti ai
gruppi S-W e P-W. | dati sono espressi come percentuale “P<0.0001; test del chi-quadro. (D)
L’istogramma a barre, precedentemente pubblicato dal nostro laboratorio (Lecca et al., 2012), indica che i
neuroni irregolari esibiscono una risposta inibitoria piu duratura rispetto ai neuroni regolari o bursting.
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4.3. L attivita spontanea dei neuroni GABAergici del RMTg é ridotta

durante I’astinenza da A°>-THC

I neuroni GABAergici del RMTg regolano I’attivita delle cellule DAergiche della VTA
(Hong et al., 2011; Lecca et al., 2012). Inoltre i cannabinoidi sono in grado di diminuire la
frequenza di scarica dei neuroni del RMTg, disinibendo cosi i neuroni DAergici della VTA
con un meccanismo simile a quello degli oppiodi (Jalabert et al., 2011; Lecca et al., 2012;
Matsui and Williams, 2011). Per di piu recenti evidenze hanno dimostrato che i neuroni
GABAergici del RMTg esprimono i recettori CB1 nei propri terminali assonici posti in
stretto contatto con i neuroni DAergici della VTA (Melis et al., 2014).

In considerazione di ci0, ’aver trovato un’aumentata durata dell’inibizione dei neuroni
DAergici della VTA evocata dalla stimolazione del RMTg negli animali in astinenza, ci ha
indotto ad investigare circa I’eventualita che vi potesse essere un’alterazione anche a
livello dell’attivitd basale dei neuroni GABAergici del RMTg. A tale scopo abbiamo
effettuato un sampling del RMTg nei tre gruppi sperimentali: controlli (C), astinenza
spontanea (S-W) e astinenza precipitata (P-W).

Tutte le cellule registrate erano localizzate nel RMTg e sono state selezionate in base alle
loro note caratteristiche elettrofisiologiche (Fig.18).

Dopo circa 2-3 minuti di registrazione dell’attivita spontanea abbiamo testato la risposta
dei neuroni del RMTg ad uno stimolo nocicettivo di tipo meccanico, il pinzettamento della
zampa posteriore dell’animale, in quanto ¢ noto che la gran parte dei neuroni del RMTg
rispondono ad uno stimolo avversivo con un’eccitazione fasica (Lecca et al., 2011).
Analizzando tale parametro non abbiamo rilevato differenze significative nella percentuale
di neuroni eccitati dal pinzettamento tra i gruppi sperimentali (46.08%, 57.97% e 62.20%
nei gruppi S-W, P-W e C, rispettivamente; dati non mostrati).

Date le evidenze (Lecca et al., 2011) secondo cui buona parte dei neuroni del RMTg
rispondono con un eccitazione alla stimolazione elettrica della LHb, abbiamo deciso di
inserire un elettrodo stimolante nella LHb in modo da poter testare durante il sampling la
risposta dei singoli neuroni a tale stimolazione e identificare, con il minor margine di
errore possibile, i neuroni del RMTg. Per cui dopo 2-3 minuti di registrazione dell’attivita
basale della cellula ed in seguito alla verifica della risposta ad uno stimolo nocicettivo,

abbiamo atteso che ’attivita dei neuroni tornasse a livello basale per poi testare la risposta
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alla stimolazione elettrica della LHb (0.5 mA, 0.5 ms, 1 Hz). Non abbiamo riscontrato
differenze significative tra i gruppi nella percentuale di cellule del RMTg eccitate dalla
stimolazione della LHb (37.35%, 50.00% e 54.10% nei gruppi S-W, P-W e C,

rispettivamente; dati non mostrati).
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Figura 18. Protocollo di registrazione in RMTg. (A) Lo schema mostra la localizzazione dei siti di
registrazione (RMTQ) e di stimolazione (LHb). (B) La traccia illustra i caratteristici potenziali d’azione
sovrapposti di un neurone GABAergico del RMTg, registrato nell’animale anestetizzato. La forma del
potenziale mostra una iniziale fase negativa a rapida insorgenza, seguita da una fase positiva meno marcata.
(C) 1 neuroni del RMTg esibiscono una risposta eccitatoria fasica con latenza breve ad uno stimolo
nocicettivo. L’istogramma di frequenza evidenzia ’aumento della frequenza di scarica di un neurone
GABAergico a seguito del pinzettamento di una zampa dell’animale. (D) Il PSTH di una cellula del RMTg
mostra la risposta ortodromica alla stimolazione della LHb. La risposta positiva ¢ indicata dall’accumulo di
eventi immediatamente dopo lo stimolo.

Per quanto riguarda Dattivita basale dei neuroni del RMTg, non abbiamo rilevato
differenze significative nel numero di neuroni spontaneamente attivi negli animali in
astinenza da A°-THC (2.76 + 0.23, n=9, 2.35 + 0.42, n=7, rispettivamente nei gruppi S-W e
P-W) rispetto al gruppo dei controlli (2.42 £ 0.25, n=9, gruppo C; ANOVA a una via,
P>0.05; Fig.19 B). Invece, contrariamente alle aspettative, abbiamo riscontrato una
drammatica riduzione della frequenza di scarica di questi neuroni durante 1’astinenza (7.56
+ 0.54, n=104, 5.72 + 0.57, n=69, 12.36 = 0.80, n=87, nei gruppi S-W, P-W e C,
rispettivamente; ANOVA a una via e test di Dunnett, F2257=25.67, P<0.0001; Fig.19 C).
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Figura 19. | neuroni GABAergici del RMTg mostrano una ridotta attivita elettrica durante 1’astinenza da A°-
THC. (A) Ogni istogramma di frequenza (in basso) e il corrispondente tracciato di registrazione (in alto)
rappresentano 1’attivita elettrica di un singolo neurone GABAergico del RMTg nei ratti appartenenti,
rispettivamente, ai gruppi di: controllo (C; sinistra), astinenza spontanea (S-W; centro) e astinenza precipitata
(P-W; destra). E evidente la differente attivita spontanea tra i tre gruppi. | grafici mostrano il numero di
cellule del RMTg spontaneamente attive (B) e la loro frequenza di scarica media (C). | dati sono espressi
come media + SEM. "P<0.0001; ANOVA a una via e test di Dunnett.

\

4.4. L’attivita spontanea dei neuroni della LHb e ridotta durante
’astinenza da A%-THC

E noto che la LHb possiede un ruolo fondamentale nella regolazione dei sistemi
mesencefalici monoaminergici e nelle patologie neuropsichiatriche, inclusa la dipendenza
da sostanze (Lecca et al., 2012; Velasquez et al., 2014). In particolare, la LHb, che
contiene prevalentemente neuroni glutammatergici, esercita un potente controllo inibitorio
indiretto sui neuroni DAergici attraverso un rele GABAergico nel RMTg (Lecca et al.,
2014).



Partendo da tali presupposti, I’obiettivo della nostra terza sessione sperimentale é stato
quello di analizzare D’attivita spontanea dei neuroni della LHb per verificare un suo
possibile ruolo causale nell’ipofunzionalita del RMTg durante I’astinenza da A%-THC. Ci
siamo concentrati soprattutto sulla sua porzione laterale (ILHb), che invia proiezioni dirette
al RMTg (Benarroch, 2015). A tal fine abbiamo inserito un elettrodo stimolante nel RMTg
per identificare antidromicamente i neuroni LHb—RMT9 (Fig.20 A D).

Tutte le cellule registrate erano localizzate nella ILHb e sono state selezionate in base alle
loro caratteristiche (Fig.20).

Dopo circa 2-3 minuti di registrazione dell’attivita spontanca abbiamo testato la risposta
dei neuroni della LHb ad uno stimolo nocicettivo di tipo meccanico, il pinzettamento della
zampa posteriore dell’animale, in quanto ¢ noto che i neuroni della LHb, come quelli del
RMTg, rispondono ad uno stimolo avversivo con un’eccitazione fasica. Analizzando tale
parametro non abbiamo rilevato differenze rilevanti nella percentuale di neuroni eccitati
dal pinzettamento tra i gruppi sperimentali (56.60%, 63.16% e 63.89% nei gruppi S-W, P-
W e C, rispettivamente; dati non mostrati).
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Figura 20. Protocollo di registrazione nella LHb. (A) Lo schema mostra la localizzazione dei siti di
registrazione (LHb) e di stimolazione (RMTg). (B) La traccia illustra i caratteristici potenziali d’azione
sovrapposti di un neurone della LHb, registrato nell’animale anestetizzato. La forma del potenziale mostra
una iniziale fase positiva, seguita da una fase negativa. (C) | neuroni della LHb esibiscono una risposta
eccitatoria fasica con latenza breve ad uno stimolo nocicettivo. L’istogramma di frequenza evidenzia
I’aumento della frequenza di scarica del neurone della LHb a seguito del pinzettamento della zampa
dell’animale. (D) Le tracce sovrapposte mostrano 1’identificazione della risposta antidromica di una cellula
della LHb, indotta dalla stimolazione elettrica del RMTg. Si possono notare la latenza fissa della risposta
antidromica (sinistra) e la collisione (destra *) del potenziale antidromico con il potenziale spontaneo.
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Dopo 2-3 minuti di registrazione dell’attivita basale della cellula ed in seguito all’analisi
della risposta ad uno stimolo nocicettivo, abbiamo atteso che 1’attivita dei neuroni tornasse
a livello basale per poi testare la risposta alla stimolazione elettrica del RMTg (0.5 mA, 0.5
ms, 1 Hz). Non abbiamo riscontrato differenze significative tra i gruppi nella percentuale
di cellule della LHb con una risposta antidromica alla stimolazione del RMTg (25.96%,
23.21% e 23.19% nei gruppi S-W, P-W e C, rispettivamente; dati non mostrati).

Per quanto riguarda D’attivita basale dei neuroni della LHb, anche in questo caso non
abbiamo rilevato differenze significative nel numero di neuroni spontaneamente attivi negli
animali in astinenza da A%-THC (3.24 + 0.39, n=9, 3.41 + 0.66, n=4, rispettivamente S-W e
P-W) rispetto al gruppo dei controlli (3.07 £ 0.37, n=8, gruppo C; ANOVA a una via,
P>0.05; Fig.21 B). Invece in accordo con i risultati ottenuti in RMTg, abbiamo riscontrato
una pesante riduzione della frequenza di scarica dei neuroni della LHb durante 1’astinenza,
rispetto ai controlli (4.05 = 0.58, n=109, 3.12 £+ 0.60, n=58, 14.21 + 1.37, n=72, nei gruppi
S-W, P-W e C, rispettivamente; ANOVA a una via e test di Dunnett, F2236=44.41,
P<0.0001; Fig.21 C).
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Figura 21. I neuroni della LHb mostrano una ridotta attivita elettrica durante 1’astinenza da AS-THC. (A)
Ogni istogramma di frequenza (in basso) e il corrispondente tracciato di registrazione (in alto) rappresentano
I’attivita elettrica di un singolo neurone della LHb nei ratti appartenenti ai gruppi di: controllo (C; sinistra),
astinenza spontanea (S-W; centro) e astinenza precipitata (P-W; destra) rispettivamente. E evidente la
differente attivita spontanea tra i tre gruppi. | grafici mostrano il numero di cellule della LHb spontaneamente

attive (B) e la loro frequenza di scarica media (C). | dati sono espressi come media + SEM. *""P<0.0001;
ANOVA a una via e test di Dunnett.
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5. DISCUSSIONE

In questo studio abbiamo analizzato 1’attivita elettrofisiologica di alcune aree cerebrali che
giocano un ruolo di primo piano nei processi di gratificazione e avversione, in un modello
animale di astinenza da A°-THC. Ci siamo concentrati inizialmente sulla diminuita attivita
dei neuroni DAergici della VTA riportata precedentemente in letteratura da Diana e
collaboratori (Diana et al., 1998b) e sull’eventuale influenza e ruolo che il RMTg, una
delle maggiori proiezioni GABAergiche alla VTA, potesse avere nell’instaurarsi della
ridotta attivita del sistema DAergico mesolimbico che caratterizza 1’astinenza. Infatti, il
circuito RMTg-VTA é coinvolto negli effetti acuti dei cannabinoidi, dato che la
somministrazione dell’agonista CB1 WIN produce una diminuzione della frequenza di
scarica dei neuroni GABAergici del RMTg e una diminuzione della durata dell’inibizione
rilevata in VTA (Lecca et al., 2012). A questi effetti e stata attribuita la disinibizione dei
neuroni DAergici correlata agli effetti acuti gratificanti dei cannabinoidi. A supporto di
questo meccanismo, studi recenti condotti nei nostri laboratori hanno rilevato la presenza
dei recettori CB1 sui terminali del RMTg in VTA (Melis et al., 2014), fornendo quindi un
correlato anatomico delle evidenze funzionali (Lecca et al., 2012).

Durante la nostra analisi elettrofisiologica, condotta su ratti anestetizzati, abbiamo rilevato
che il trattamento cronico e la successiva astinenza non hanno influito sul numero dei
neuroni DAergici della VTA spontaneamente attivi, come gia osservato da Diana et al.,
(1998Db). Inoltre, abbiamo confermato che durante 1’astinenza da A°-THC (sia spontanea,
S-W, che precipitata farmacologicamente con SR, P-W) & presente una profonda
depressione dell’attivita elettrica dei neuroni DAergici della VTA, che si manifesta sia in
termini di ridotta frequenza di scarica che di ridotta percentuale di spikes in bursts. Per
inciso, ricordiamo che quando un neurone DAergico invia i suoi potenziali d’azione in
modalita bursting, la quantita di DA liberata nello spazio sinaptico aumenta in maniera
fasica (Lodge and Grace, 2006). Questo fatto porta a pensare che durante I’astinenza la
quantita di DA rilasciata nelle aree di proiezione della VTA sia diminuita, come € stato
peraltro rilevato precedentemente mediante esperimenti di microdialisi in vivo (Tanda et
al., 1999). Con le nostre osservazioni comportamentali abbiamo anche comprovato che
I’ipodopaminergia non & legata alle manifestazioni somatiche dell’astinenza da A°-THC.
Infatti, la ridotta attivita neuronale DAergica e presente sia negli animali P-W, che

mostrano marcati segni di astinenza, sia in quelli S-W, quasi indistinguibili dai controlli
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(Diana et al., 1998b). Nella fase sperimentale successiva abbiamo verificato la possibilita
che lo stato di ipodopaminergia fosse indotto da alterazioni delle afferenze inibitorie alla
VTA provenienti dal RMTg. Questa ipotesi e stata supportata dall’osservazione che la
stimolazione elettrica di quest’area ha indotto un’inibizione di maggiore durata dei neuroni
DAergici negli animali in astinenza da A°-THC rispetto agli animali di controllo. Questi
risultati confermano che I’astinenza da A°-THC potenzia I’inibizione GABA-mediata dei
neuroni DAergici, suggerendo quindi che le afferenze dal RMTg contribuiscono allo stato
di diminuita attivita elettrica DAergica nella VTA. Questo effetto &€ accompagnato da un
incremento del numero di cellule DAergiche con un pattern irregolare, in linea con lo
studio di Lecca e collaboratori (2012) che hanno dimostrato come un’aumentata durata
dell’inibizione indotta dalla stimolazione del RMTg sia correlata con un pattern di scarica

di tipo irregolare.

L’aumentata durata dell’inibizione rilevata durante I’astinenza ¢ in accordo con uno studio
effettuato da Bonci e Williams (1997), i quali hanno osservato che durante le fasi acute
dell’astinenza da morfina si verifica una up-regulation della cascata dell’adenilato ciclasi,
con conseguente aumento della probabilita di rilascio di GABA dai terminali che mediano
le IPSCs GABAAa-indotte in VTA (Bonci and Williams, 1997). A questo proposito € utile
rammentare che gli oppioidi condividono con i cannabinoidi sia la capacita di stimolare
acutamente D’attivita dei neuroni DAergici della VTA con un meccanismo disinibitorio
mediato anche attraverso ’'RMTg (Lecca et al., 2011, 2012; Jalabert et al., 2011; Matsui
and Williams, 2011), sia lo stato di ipodopaminergia durante 1’astinenza (Diana et al.,
1995, 1999). Una probabile spiegazione di questa aumentata durata dell’inibizione si puo
ritrovare nel fatto che ’esposizione cronica al A°-THC induce una down-regulation dei
recettori CB1 in numerose aree cerebrali, compresa la corteccia cerebrale, i gangli della
base, il sistema limbico e I’ippocampo (Dudok et al., 2015; Gonzalez et al., 2004). Per cui,
i recettori CB1 presenti nelle terminazioni del RMTg in VTA potrebbero essere andati
incontro a questo fenomeno, con conseguente riduzione del controllo inibitorio sul rilascio
di GABA da queste terminazioni. A conferma di ci0, sono per0 necessari studi
immunoistochimici e neurochimici. Questo risultato ci ha indotto ad approfondire il ruolo
del RMTg nell’astinenza da A°-THC.

L’analisi dell’attivita elettrica spontanea dei neuroni GABAergici del RMTg ha rivelato,

pero, del tutto inaspettatamente, che questi neuroni mostrano una ridotta frequenza di
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scarica sia dopo S-W che P-W. Questo dato si discosta dunque dalle nostre aspettative, e
dalle ipotesi formulate nella letteratura di riferimento (vedi per es. Rothwell and Lammel,
2013), in quanto un nucleo implicato nei processi avversivi come il RMTg dovrebbe
risultare iperattivo in una condizione avversa quale ’astinenza. A supporto dei nostri
risultati, tuttavia, uno studio recente di Kaufling e Aston-Jones (2015) ha riportato la
presenza di una netta riduzione dell’attivita neuronale nel RMTg anche dopo astinenza da
morfina. Questa depressione dei neuroni del RMTg potrebbe essere ascrivibile ad un
meccanismo compensatorio, atto a bilanciare I’aumentato rilascio di GABA in VTA,
rilevato come aumentata durata dell’inibizione dei neuroni DAergici. Oppure, ancora,
potrebbe essere dovuta ad un ridotto input glutammatergico proveniente dalla LHb,
considerata la particolare rilevanza che rivestono queste proiezioni eccitatorie nel controllo
dell’attivita neuronale del RMTg e nella codifica degli stimoli avversivi (Stamatakis and
Stuber, 2012; Jhou et al., 2009a). Questa seconda possibilita é stata testata e confermata
nel corso della terza fase sperimentale, nella quale abbiamo studiato 1’attivita dei neuroni
della LHb dopo esposizione cronica al AS-THC. Infatti, in linea con i risultati ottenuti in
RMTg, abbiamo riscontrato una notevole riduzione della frequenza di scarica dei neuroni
della LHb in entrambi i gruppi in astinenza (S-W e P-W). Dato che la LHb é una delle
principali afferenze eccitatorie al RMTg, questo risultato fornisce dunque un possibile
meccanismo per 1’ipofunzionalita riscontrata nel nucleo GABAergico. D’altra parte,
considerando ’esistenza di un input diretto eccitatorio dalla LHb verso la VTA, le nostre
osservazioni potrebbero in parte spiegare anche la ridotta attivita rilevata durante
I’astinenza in VTA. Ulteriori esperimenti volti ad investigare in modo selettivo i neuroni

della LHb che proiettano alla VTA sono in corso di pianificazione.

Come estesamente discusso nell’Introduzione, la LHb gioca un ruolo determinante nelle
risposte cerebrali alla gratificazione/avversione da stimoli naturali o da sostanze d’abuso.
Ad esempio, disfunzioni o alterazioni morfo-funzionali della LHb sono state correlate alla
depressione maggiore e, specificamente, é stata rilevata una riduzione delle dimensioni
della LHb negli individui depressi (Ranft et al., 2010). Coerentemente, la deep brain
stimulation delle afferenze alla LHb e efficace nella remissione delle forme

farmacoresistenti di questa patologia (Sartorius et al., 2010).

L’input principale all’abenula ¢ rappresentato dalla stria midollare, mentre 1’output

primario e costituito dal fascicolo retroflesso (FR), attraverso il quale la LHb convoglia le
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informazioni rilevanti nei meccanismi di gratificazione e avversione al mesencefalo
(Velasquez et al., 2014). Le fibre che originano dalla LHb e formano la parte esterna del
FR proiettano anche al RMTg, dove contraggono sinapsi di tipo eccitatorio. Attraverso
questo input, la LHb esercita un controllo inibitorio indiretto sulle aree DAergiche
mesencefaliche. Come gia sottolineato, sono state caratterizzate anche proiezioni
eccitatorie dirette, seppure meno dense delle precedenti, alla VTA (Lammel et al., 2012).

Il segnale proveniente dalla LHb, via RMTg, inibisce i neuroni DAergici, riducendo il
segnale di gratificazione, cio rende questo nucleo responsabile degli effetti avversivi legati
all’uso delle sostanze d’abuso, come ad esempio la cocaina (Jhou et al., 2013). E stato
osservato che la cocaina ha un effetto gratificante subito dopo 1’assunzione, ma che
I’avversione legata al suo utilizzo compare circa 15 minuti dopo la somministrazione
endovenosa (Ettenberg et al., 1999). Inoltre, studi in vitro hanno dimostrato che
I’esposizione subcronica alla cocaina € in grado di potenziare selettivamente la
trasmissione mediata dai recettori AMPA a livello dei neuroni della LHb che proiettano al
RMTg, ma non in quelli che proiettano alla VTA (Maroteaux and Mameli, 2012). In
accordo con questi risultati, un elegante lavoro dello stesso gruppo ha di recente
evidenziato un incremento della trasmissione glutammatergica ed un’aumentata attivita
elettrica dei neuroni della LHb che inviano input al RMTg durante ’astinenza da cocaina
(Meye et al., 2015).

D’altra parte, diversi studi hanno riportato che durante 1’esposizione cronica agli
psicostimolanti il FR subisce una degenerazione, cio implica una diminuita connessione
della LHb con il mesencefalo (Ellison, 2002). Oltretutto, danni a carico della LHb sono in
grado di aumentare il comportamento di ricerca della cocaina, suggerendo che questo
comportamento possa essere il risultato di un indebolimento dell’input eccitatorio

glutammatergico sulla VTA (Friedman et al., 2010).

Riassumendo, con il nostro studio abbiamo cercato di identificare le possibili cause
dell’ipodopaminergia del sistema mesolimbico che accompagna I’astinenza da
cannabinoidi. Ci siamo concentrati sul circuito LHb-RMTg ed abbiamo rilevato che
anch’esso risulta risentire dell’astinenza da A°-THC, con le medesime manifestazioni
riscontrate nel sistema della gratificazione. Resta tuttavia da chiarire se questo stato

generalizzato di ipoattivita a livello dei sistemi della ricompensa/avversione sia
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responsabile dell’anedonia e della depressione che caratterizzano questa fase cruciale della

dipendenza.

Per quanto i nostri risultati supportino I’ipotesi secondo cui un aumentato input
GABAergico proveniente dal RMTg potrebbe contribuire, almeno in parte,
all’ipodopaminergia durante 1’astinenza da A°-THC, il dato di un ridotta attivita spontanea
del RMTg appare al momento piu difficilmente conciliabile. Ulteriori esperimenti volti ad
investigare in modo selettivo il ruolo della sottopopolazione di neuroni LHb—~V™ risultano
a questo punto determinanti per verificare se questo input diretto alla VTA possa essere

responsabile della ridotta funzionalita del sistema mesolimbico.

In conclusione, abbiamo confermato che la via RMTg-VTA é coinvolta nei meccanismi
neuronali che sottendono la dipendenza da cannabinoidi. Per la prima volta abbiamo poi
dimostrato che anche la LHb rappresenta un target per queste sostanze, risentendo in
maniera profonda dell’esposizione cronica al A°-THC. Rimane da verificare se le
modificazioni funzionali indotte dall’astinenza nella via LHb-RMTg possano essere una
conseguenza piuttosto che una causa dell’ipodopaminergia. Cosi come resta da chiarire
I’incongruenza tra I’aumentato input GABAergico a livello delle terminazioni del’RMTg
in VTA e la depressione dell’attivita neuronale spontanea, anche se questa potrebbe essere

il risultato di un meccanismo compensatorio e/o di feedback negativo polisinaptico.

Il passo successivo sara quello di andare ad investigare altri input GABAergici alla VTA
che possano contribuire meccanicisticamente all’ipodopaminergia. Un esempio ¢
rappresentato dal pallido ventrale, che invia afferenze dirette sia ai neuroni DAergici della
VTA che a quelli della LHb. Un altro possibile meccanismo dell’ipodopaminergia
potrebbe essere costituito da una ipoattivita delle afferenze glutammatergiche sia
estrinseche che intrinseche alla VTA, come i neuroni glutammatergici della VTA. Questi
neuroni sono connessi sinapticamente sia con i neuroni DAergici sia con quelli della LHb e
risultano fondamentali nel processare sia gli stimoli gratificanti che quelli avversivi (Wang
et al.,, 2015). In accordo, la fotoattivazione in LHb dei terminali dei neuroni

glutammatergici della VTA possiede un effetto avversivo (Lammel et al., 2015).

Nel complesso i nostri dati sono importanti perché, per quanto in disaccordo con I’ipotesi
di una iperattivita del circuito dell’avversione durante 1’astinenza, forniscono comunque

nuove informazioni sui fenomeni neuroadattativi che sottendono questa fase cruciale della
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dipendenza. Una maggiore comprensione di questi meccanismi € fondamentale al fine di
individuare nuove strategie terapeutiche efficaci per ridurre il rischio di recidive associate

alla dipendenza da cannabis.
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