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INTRODUZIONE

| “recettori dei proliferatori dei perossisomi” o PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated
Receptors) sono fattori di trascrizione ligando dipendenti appartenenti alla superfamiglia
dei recettori ormonali nucleari, che comprende anche i recettori per gli ormoni steroidei,
tiroidei, per 'acido retinoico e per la vitamina D (Esciva et al. 1998; Desvergne e Wahli
1999; Francis et al. 2003). L’attivazione dei recettori nucleari viene innescata dal legame
con ligandi costituiti da piccole molecole lipofiliche, come ormoni, acidi grassi ed i loro

prodotti metabolici (Desvergne e Wahli 1999).

| recettori PPAR vennero inizialmente definiti come recettori orfani, a causa della mancata
identificazione di un ligando specifico ed in seguito rinominati, per la loro capacita di
mediare gli effetti pleiotropici di ligandi definiti “proliferatori dei perossisomi” (Reddy et
al. 1986; Green e Wahli 1994), composti chimici capaci di indurre la proliferazione di

perossisomi, nel fegato del topo e del ratto.

Ill

Il recettore, attivato dal suo specifico ligando, forma un eterodimero con il “recettore X
per i retinoidi” o RXR (Retinoid X Receptor), anch’esso appartenente alla superfamiglia dei
recettori nucleari (Keller et al. 1993). L'eterodimero riconosce e lega specifiche sequenze

sul DNA denominate PPRE (Peroxisome Proliferator Response Element) localizzate su geni

bersaglio (Pistis e Melis 2010).

Un gran numero di proteine accessorie, quali coattivatori e corepressori, puo legarsi ai
recettori nucleari in modo ligando-dipendente e regolare il processo di trascrizione
tramite rimodellamento della struttura cromatinica e/o agendo da molecole adattatrici

che legano il recettore nucleare al complesso trascrizionale (Yu e Reddy 2007).



1. Recettori dei proliferatori dei perossisomi (PPAR)

1.1. Recettori dei proliferatori dei perossisomi (PPAR): struttura e meccanismo d’azione

| recettori attivati da proliferatori dei perossisomi (PPAR) appartengono alla superfamiglia
dei recettori ormonali nucleari (NHR) insieme ai recettori steroidei, tiroidei e retinoidi

(Issemann e Green 1990; Green e Wahli 1994).

| recettori PPAR, come altri recettori nucleari, presentano una struttura composta da

quattro domini:

- (A/B) la regione NH 2-terminale ospita il dominio di transattivazione ligando-

indipendente (AF-1) che e attivo in ogni tipo cellulare;

- (C) regione altamente conservata che presenta il sito di legame per il DNA (DBD: DNA
Binding Domain) che consiste in due motivi “zinc fingers” disposti perpendicolarmente fra

loro;

- (D) regione che compone un’ansa flessibile che permette la corretta disposizione del

DBD dopo attivazione del recettore dovuta al legame col ligando;

- (E/F) la regione C-terminale che comprende il dominio di legame con il ligando (LBD:
Ligand Binding Domain) e di trans attivazione ligando-dipendente, consente la
dimerizzazione tra i recettori PPAR e retinoidi X (RXR) e I'associazione con modulatori

della trascrizione (coattivatori o corepressori).

A differenza dei recettori per gli ormoni steroidei, attivi sottoforma di omodimeri, la
regolazione trascrizionale mediata dai recettori PPAR richiede I'eterodimerizzazione con il

recettore per l'acido retinoico (RXR) (Keller et al. 1993), appartenente alla stessa



superfamiglia recettoriale. In seguito ad attivazione ligando dipendente, |'eterodimero
puo legare specifiche sequenze di DNA definite PPRE (Peroxisome Proliferator Response
Element). Tali sequenze sono caratterizzate dalla ripetizione diretta di due motivi di
riconoscimento AGGTCA separati da 1 nucleotide, definita DR1 (Varanasi et al. 1996),
generalmente presente in singola o multipla copia nella regione promotrice dei geni

bersaglio.

Sono stati identificati tre differenti geni, ciascuno codificante una delle tre isoforme
recettoriali; PPARa (NR1C1), PPARB/S6 (NR1C2) and PPARy (NR1C3) (Dreyer et al. 1992;
Desvergne e Wahli 1999; Willson et al.2000), che condividono la medesima struttura e
meccanismi d’azione molecolare (Ferre 2004), ma differiscono per funzionalita e

distribuzione.

| recettori PPARa sono coinvolti nella regolazione del metabolismo e catabolismo degli

acidi grassi (B-ossidazione) e nei processi antinfiammatori (Stienstra et al. 2007).

| ligandi endogeni di questi recettori sono costituiti da lipidi endogeni o derivanti dalla

dieta e dai loro metaboliti.

| recettori PPARB/& svolgono un ruolo importante nella regolazione dell’ossidazione degli
acidi grassi soprattutto nel tessuto muscolare (Barish et al. 2006). Questi recettori sono
target degli acidi grassi LDL-derivati ed eicosanoidi e delle prostaglandine Al. | recettori
PPARB/& sono espressi in modo ubiquitario, nell’essere umano presentano una maggiore

espressione nel tratto digestivo e nella placenta.

| recettori PPARy sono suddivisi in tre sottotipi: PPARy1, ubiquitari; PPARy2 espressi

soprattutto nel tessuto adiposo; PPARy3, nei macrofagi (Auboeuf et al. 1997). | recettori



PPARy sono coinvolti nella regolazione del differenziamento degli adipociti e del loro
accumulo, nell’inflammazione (Stienstra et al. 2007) e nella regolazione nel metabolismo
dei carboidrati, infatti, sono responsabili della riduzione dei livelli di glucosio nel sangue,
inoltre regolano la sensibilita all’insulina. | ligandi naturali dei recettori PPARy sono gli
eicosanoidi mentre quelli sintetici sono i tiazolidindioni (TZD) utilizzati nel trattamento
clinico del diabete di tipo 2 per incrementare la sensibilita all’insulina. Nei roditori,
I'isoforma recettoriale y € espressa nel tessuto adiposo e, in modo minore, nella mucosa
intestinale, retina, muscoli scheletrici ed organi linfatici. Nellluomo, tale isoforma e
altamente espressa nel tessuto adiposo e, in minor misura, in muscoli scheletrici, cuore e

fegato (Heneka et al. 2007).

Nonostante la loro specifica distribuzione negli organi periferici, tutte e tre le isoforme
sono ampiamente espresse a livello del sistema nervoso centrale e periferico (Moreno et

al. 2004; Cimini et al. 2005).

Meccanismo d’azione genomico. L’attivazione dei PPAR regola principalmente la

trascrizione di geni bersaglio (Berger e Moller 2002).

L'interazione del ligando con il sito di legame dei recettori PPAR da luogo a cambiamenti
conformazionali che portano alla dissociazione dei complessi corepressori, favorendo la
traslazione recettoriale. Successivamente, la formazione dell’eterodimeri con il recettore
RXR, permette il riconoscimento ed il legame di specifiche sequenze del DNA, gli elementi
di risposta dei proliferatori dei perossisomi o Peroxisome Proliferator Response Elements
(PPRE), per incrementare o ridurre la trascrizione di geni target (Bardot et al. 1993).

Inoltre, la loro funzionalita puo essere modulata dall’interazione con numerose proteine



chinasi (Burns e Vanden Heuvel 2007) e da un’ampia gamma di complessi proteici

coattivatori e corepressori (Yu e Reddy 2007).

Meccanismo d’azione non genomico. Oltre al meccanismo d’azione genomico, i recettori
PPAR possono agire con meccanismo non-genomico (Gardner et al. 2005; Melis et al.
2008; Ropero et al. 2009). Infatti, essi esplicano i loro effetti con estrema rapidita,
all'interno di un ristretto arco di tempo (2-5 min) (Ropero et al. 2009) e tramite

attivazione di tirosin-chinasi (Melis et al. 2008).
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Fig. A. Struttura e meccanismo d’azione genomico dei recettori PPARs (Rosen e
Spiegelman 2001)



2. Recettori dei proliferatori dei perossisomi isoforma o (PPARa)

2.1. Recettori dei proliferatori dei perossisomi isoforma a (PPARa): distribuzione e
ligandi

L'identificazione del recettore PPARa risale ai primi anni ‘90, il gene (NR1C1) codificante
tale isoforma fu il primo ad essere clonato e caratterizzato in diverse specie, comprese il
ratto, il topo (Issemann and Green 1990; Gottlicher et al. 1992) e 'uomo, nel quale Il gene
codificante per il recettore PPARa (NR1C1) & stato mappato sul cromosoma 22g12-q13.1

(Sher et al. 1993; Mukherjee et al. 1994).

Tale isoforma recettoriale & principalmente espressa nei tessuti caratterizzati da intensa
attivita metabolica come fegato, cuore, rene, muscolo scheletrico, tessuto adiposo e SNC
(Braissant et al. 1996; Aubeuf et al. 1997, Mandard et al. 2004; Moreno et al. 2004;
Galan-rodriguez et al. 2009), si ritrova inoltre espresso nei monociti, nell’endotelio
vascolare e nelle cellule muscolari lisce (Chinetti et al.1998). Coerentemente con la sua
distribuzione tissutale, il ruolo principale del recettore PPARa & la regolazione
dell'omeostasi energetica (Lefebvre et al. 2006). Molti aspetti del metabolismo lipidico
epatico sono sotto controllo dei recettori PPARa, tra cui I'assorbimento degli acidi grassi
attraverso le membrane, I'attivazione, il traffico intracellulare e I'ossidazione di questi
ultimi, la chetogenesi, lo stoccaggio dei trigliceridi e la lipolisi (Rakhshandehroo et al.
2010). Inoltre, svolgono un ruolo importante nel controllo del metabolismo delle
lipoproteine, in particolare riducono i trigliceridi circolanti e la produzione di lipoproteine
a bassa densita (VLDL) (Kersten 2008). Svolgono un importante ruolo nel metabolismo del

glucosio e degli aminoacidi e sono responsabili della proliferazione degli epatociti in



particolare nei roditori (Issemann e Green 1990). In ultimo, i recettori PPARa agiscono

come modulatori negativi della risposta inflammatoria (Ramanan et al. 2008).

| ligandi naturali di tale isoforma recettoriale, includono una varieta di acidi grassi, loro
derivati e composti strutturalmente simili, fisiologicamente prodotti dall’organismo o
derivanti dalla dieta (Devchand et al. 1996; Schoonjans et al. 1996 a, b; Forman et al.
1997; Kliewer et al. 1997; Khan e Vanden Heuvel 2003). La ricerca attuata allo scopo di
identificare i ligandi endogeni dei recettori PPARa porto all’identificazione di due
composti quali I'oleoiletanolamide (OEA) e palmitoiletanolamide (PEA), appartenenti alla
classe delle etanolamidi degli acidi grassi (FAE) (Fu et al. 2003; Lo Verme et al. 2005 a, b).
In particolare, OEA attiva i recettori PPARa con una concentrazione dell’effetto massimale
al 50% (EC50) di 120 nM e i PPARB/6 con una EC50 di 1.1 uM, mentre non ha alcun
effetto sui recettori PPARy (Fu et al. 2003; Pistis e Melis 2010). PEA, rispetto ad OEA,
mostra un’affinita di legame pil bassa nei confronti dell’isoforma a (3 uM) e non mostra
attivita sulle altre isoforme (Bouaboula et al. 2005; Lo Verme et al. 2005 a, b).
L'anandamide (AEA) & considerata un agonista putativo dei recettori PPARa, anche se
questa ipotesi € supportata esclusivamente da studi in vitro su cellule trasfettate (Sun e

Bennet 2007).

2.2. Etanolamidi degli acidi grassi (FAE): sintesi e catabolismo

Le etanolamidi degli acidi grassi (FAE) sono importanti molecole lipidiche di segnale
ampiamente distribuite in piante, invertebrati e mammiferi (Lambert e Di Marzo 1999;
Lambert e Muccioli 2007). Alla classe biochimica delle FAE afferiscono

I’endocannabinoide arachidonoiletanolamide o anandamide (AEA), e composti non-



cannabinoidi come I'OEA e la PEA. Questi ultimi rappresentano i ligandi endogeni
dellisoforma a dei recettori PPAR e sono generati da un precursore dei fosfolipidi di
membrana quando le cellule vengono stimolate dall’incremento di Ca’" intracellulare,
agenti depolarizzanti, neurotrasmettitori ed ormoni (Di Marzo et al. 1994; Cadas et al.

1997; Schuel et al. 2002).

La sintesi delle FAE, nei mammiferi, avviene "on-demand" all'interno del doppio strato
lipidico (Cadas et al. 1996) attraverso attivita enzimatiche. |l processo ha luogo nei
fosfolipidi di membrana, dove gli acidi grassi e le fosfatidiletanolamine (PE), tramite N-
aciltransferasi (NAT), enzima Ca**/cAMP-dipendente, formano il precursore delle FAE, la
N-acil fosfatidiletanolamina (NAPE). La formazione di NAPE pu0 avvenire tramite N-
acilazione inter o intramolecolare di PE, PC, liso-PC o cardiolipina (Schmid 2000).
Attraverso l'azione di N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipasi D (NAPE-PLD) vengono
prodotte I'OEA e la PEA (Hansen e Deep 2009). Un meccanismo alternativo per la sintesi
di PEA consiste nell’idrolisi di NAPE in N-palmitoil-liso PE (liso-NAPE) tramite I'azione di
fosfolipasi A2 (PLA2), e successiva scissione di liso-NAPE in PEA da parte di una
lisofosfolipasi D (liso-PLD) (Natarajan et al. 1984; Lo Verme et al. 2005 a, b). E stato
riportato inoltre che la formazione di OEA e PEA (nonché AEA) ¢ collegata all’attivazione
dei recettori N-Metil-D-aspartato (NMDA) per il glutammato e quelli colinergici (Hampson

et al. 1998; Stella e Piomelli 2001).

In particolare, sembrerebbe che la stimolazione dei recettori muscarinici possa
aumentare la produzione di OEA e PEA (Stella e Piomelli 2001). Inoltre, sembrerebbe che

OEA e PEA possano essere modulatori endogeni della trasmissione colinergica attraverso



il blocco dei recettori nicotinici via PPARa. Questo indicherebbe la possibilita che

I’acetilcolina e le FAE, regolino reciprocamente le loro attivita (Melis et al. 2008).

Il catabolismo delle FAE avviene tramite rapida idrolisi mediata principalmente dall’amido
idrolasi degli acidi grassi (FAAH) localizzata nel reticolo endoplasmatico (Ahn et al. 2008;
Cravatt et al. 1996) e dalla “N-Acylethanolamine-hydrolyzing Acid Amidase” (NAAA)
(Puffenbarger 2005) che presenta localizzazione lisosomiale (Tsuboi et al. 2007).
Quest’ultimo & responsabile soltanto dell’idrolisi della PEA che & substrato anche della
FAAH. Anche OEA é substrato di due diverse idrolasi: la FAAH e la proteina N—
acilsfingosina aminoidrolase-simile (proteina ASAH-simile) (Sun et al. 2006). FAAH € una
serina idrolasi (Desarnaud et al. 1995; Hillard et al. 1995; Ueda et al. 1995; Cravatt et al.
1996; Bracey et al. 2002) presente in tutti i tessuti dei mammiferi, ed & un enzima
specifico per il catabolismo delle amidi degli acidi grassi. Quindi FAAH rappresenta il
principale enzima catabolico sia delle etanolamidi non-cannabinoidi OEA e PEA, che

dell’etanolamide cannabinoide AEA.

FAAH é particolarmente espressa nel cervello e nel fegato (Lichtman et al. 2002; Cravatt

et al. 2004; Patel et al. 2005).
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Fig. B. Biosintesi e catabolismo delle FAE, anandamide (AEA), oleoiletanolamide (OEA) e
palmitoiletanolamide (PEA) (Borrelli et al. 2009)
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Fig. C. Struttura chimica delle FAE, anandamide (AEA), oleoiletanolamide (OEA) e
palmitoiletanolamide (PEA) (Borrelli et al. 2009)
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2.3. Recettori PPAR« e interazioni con il sistema endocannabinoide

Un importante numero di evidenze scientifiche mette in relazione sistema
endocannabinoide e recettori PPARa poiché agiscono su campi d’azione comuni come
inflammazione ed analgesia, neuro-protezione, comportamento nutritivo e funzioni
cognitive. OEA e PEA si pensa vengano sintetizzate e metabolizzate attraverso meccanismi
simili a quelli del’endocannabinoide AEA (Alexander e Kendall 2007). Inoltre, competono,
insieme ad AEA, per il sito di legame con la FAAH, I'enzima responsabile del loro
catabolismo. In questo modo aumentano i livelli di AEA potenziandone gli effetti: questo
fenomeno e noto col nome di “effetto entourage”. Queste due molecole sembrerebbero
in grado di potenziare gli effetti di AEA anche attraverso I’azione sui recettori vanilloidi di

tipo 1 (TRPV1) in vivo (De Petrocellis et al. 2001; Smart et al. 2002; Ho et al. 2008).

Diversi studi hanno ipotizzato che OEA e PEA esercitino i loro effetti non solo via PPAR ma
anche attraverso altri target come i recettori orfani accoppiati a proteine G, GPR119
(attivato da OEA) e GPR55 (attivato da PEA e, con minore potenza, anche da AEA e OEA)
(Overton et al. 2006; Borrelli et al. 2009; Godlewski et al. 2009), entrambi proposti come

nuovi recettori cannabinoidi (Brown 2007; Izzo e Sharkey 2010; McHugh et al. 2010).

Nonostante i ligandi dei recettori PPAR non abbiano affinita di legame per i recettori
cannabinoidi (Lambert e Di Marzo 1999; Ryberg et al. 2005), sembrerebbe che, i
cannabinoidi endogeni, alcuni loro metaboliti e alcuni cannabinoidi sintetici mostrino

affinita di legame per i recettori PPAR (Kozak et al. 2002; Sun et al. 2006; Sun et al. 2007).

12



2. 4. Funzionalita biologiche di OEA e PEA legate all’attivazione dei recettori PPARa.

OEA and PEA sono molecole lipidiche attive che svolgono diverse funzioni biologiche
all'interno di sistemi omeostatici sia nel cervello che in periferia. | principali ambiti in cui
sono coinvolte entrambe le molecole sono: inflammazione analgesia e regolazione del

bilancio energetico.

Infiammazione ed analgesia. Sia OEA che PEA possiedono proprieta analgesiche ed

antinfiammatorie (Lo Verme et al. 2005 a; Suardiaz et al. 2007). In particolare, PEA & una
potente molecola antinfiammatoria che agisce probabilmente sia con meccanismo
genomico che non-genomico attraverso |'attivazione di canali K ad ampia conduttanza
Ca**-attivati (Conti et al. 2002; Lo Verme et al. 2005 a). Inoltre, i loro ligandi sono in grado
di ridurre significativamente i livelli di citochine pro-infammatorie come l'interleuchina-1
(IL-1), il fattore di necrosi tumorale-a (TNF-a), della cicloossigenasi-2 (COX-2), e

dell’ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS) (Ramanan et al. 2008).

PEA, rispetto a OEA, esercita potenti effetti analgesici come dimostrato in diversi modelli
animali di dolore indotti con formalina (Calignano et al. 1998; Jaggar et al. 1998), solfato
di magnesio (Calignano et al. 2001), carragenina (Conti et al. 2002), fattore di crescita
nervoso (Farquhar-Smith e Rice 2003) e trementina (Jaggar et al. 1998; Farquhar-Smith e
Rice 2001), inoltre ha effetti benefici anche su modelli animali di dolore neuropatico
(Helyes et al. 2003). Si ipotizza che PEA regoli prima la nocicezione in modo rapido
attraverso le sue proprieta analgesiche e in secondo luogo con azione antinfiammatoria
(Calignano et al. 1998). PEA viene utilizzata in commercio come antinfiammatorio ed

analgesico (Petrosino et al. 2010).
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Metabolismo lipidico e comportamento nutritivo. Esperimenti di tipo farmacologico e

molecolare hanno dimostrato che OEA agisce come messaggero locale nell’intestino in
risposta all'ingestione di diete ricche in grassi (Fu et al. 2003). In particolare, OEA e
definita una molecola anoressizzante, poiché favorisce la trascrizione di geni coinvolti
nella lipolisi e ossidazione degli acidi grassi tramite un meccanismo PPARa-mediato
(Guzmadn et al. 2004). Inoltre, OEA sarebbe in grado di attivare regioni cerebrali (nucleo
del tratto solitario, nucleo paravetricolare ed ipotalamo) coinvolte nel controllo del
comportamento nutritivo, attraverso I’attivazione di fibre nervose sensoriali periferiche
(Rodriguez de Fonseca et al. 2001; Gaetani et al. 2003; Fu et al. 2003; 2005). Come I'OEA,
anche la PEA é in grado di inibire I'assunzione di cibo (Rodriguez de Fonseca et al. 2001)

nonché la motilita gastrointestinale (Capasso et al. 2001).
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2.5. Nuove evidenze sperimentali sugli effetti di OEA e PEA

Recenti studi propongono un potenziale ruolo dei recettori PPARa e dei loro ligandi
endogeni nella neuroprotezione e neuroinfiammazione, nella regolazione dei cicli sonno
veglia dei processi mnemonici e di apprendimento. Inoltre, & stato proposto un potenziale
effetto antiepilettico/anticonvulsivante, antidepressivo, e un ruolo nella dipendenza da

nicotina.

Neuroprotezione: | ligandi dei recettori PPARa sono considerati agenti neuroprotettivi per

le loro proprieta antinfiammatorie, ma anche per la loro capacita di favorire la crescita e
differenziazione neuronale (Bento-Abreu et al. 2007; Charalampopoulos et al. 2008; Crupi
et al. 2013), in ultimo per la loro capacita di stimolare la produzione di neurosteroidi
(Sasso et al. 2010), I'espressione di fattori neurotrofici, in particolare BDNF, e di fattori
anti-apoptotici (Crupi et al. 2013). Per tali motivi, OEA e PEA sono potenzialmente
implicate in meccanismi di riparazione cerebrale in seguito ad insulti di varia natura.
Infatti, aumenti nei livelli delle FAE, sono stati riscontrati in modelli animali di ischemia
cerebrale: OEA e PEA hanno effetti anche sulla protezione vascolare (Bouchard et al.
2003; Franklin et al. 2003; Sheerin et al. 2004; Ho et al. 2008). E stato dimostrato che
I’OEA esercita un effetto protettivo sui neuroni dopaminergici nigro-striatali in un modello
animale di Parkinson, tramite attivazione dei recettori PPARa (Esposito et al. 2012).
Inoltre, recenti studi mostrano I'effetto neuroprotettivo di PEA PPARa-mediato, in un

modello animale di Alzheimer (D’Agostino et al. 2012; Scuderi et al. 2012).

Neuroinfiammazione: L’attivazione del recettore PPARa sembrerebbe sopprimere Ia

risposta inflammatoria gliale indotta dall’esposizione a LPS, un’endotossina espressa sulla

membrana batterica (Lee et al. 2005; Xu et al. 2005, 2006, 2007; Paintlia et al.2008 a, b).
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E stato osservato che I'esposizione materna a LPS causi alterazioni nello sviluppo degli
oligodendrociti del feto. Gli agonisti dei recettori PPARa sembrerebbero prevenire tali

modificazioni (Paintlia et al. 2008 a, b).

Antiepilettico/Anticonvulsivante: Diversi studi hanno esaminato il potenziale effetto

antiepilettico di alcuni agonisti dei recettori PPARa. In particolare & stato riportato che
PEA ha azione anticonvulsivante sul modello di convulsioni massimali indotte da
elettroshock (MES), e sembrerebbe avere effetto protettivo sulle convulsioni di tipo
toniche, ma non di tipo clonico indotte da pentilentetrazolo (PTZ) (Lambert et al. 2001),
anche se potrebbe aumentare la latenza all'insorgenza di episodi convulsivi di tipo
clonico, senza influire sul numero di episodi nel modello del Kindling amigdaloideo
(Sheerin et al. 2004). La PEA riduce I'insorgenza di onde-punta (SWDs) caratteristiche del
modello genetico di assenze epilettiche, in parte tramite diretta attivazione del recettore
PPARa ed in parte tramite interazione con il sistema endocannabinoide (Citraro et al.
2013). Nello stesso studio sono state osservate variazioni nei livelli di tale agonista PPARaq,
in diverse aree cerebrali coinvolte nell’insorgenza delle assenze epilettiche, suggerendo

che tali alterazioni potrebbero contribuire all'insorgenza del disturbo.

Regolazione dei cicli sonno-veglia: | livelli fisiologici di PEA e OEA subiscono variazioni

nell’arco delle 24 h sia nel liquido cefalorachidiano che nei tessuti di alcune aree cerebrali
come il ponte, I'ippocampo e I'ipotalamo, con un andamento contrario a quello osservato
per I’ AEA. In particolare, durante la fase di buio, OEA e PEA mostrano livelli ridotti nel
liguido cefalorachidiano, mentre aumentano nei tessuti delle aree cerebrali
sopraindicate, (Murillo-Rodriguez et al. 2006). L’inibizione della FAAH tramite URB597,

sembrerebbe determinare, durante le fasi di luce, un aumento dei livelli di OEA e PEA e
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concomitante riduzione dei livelli di AEA favorendo lo stato di veglia, riducendo il sonno a
onde lente e la fase di sonno REM. Lo stesso effetto viene mimato dalla diretta
somministrazione di OEA e PEA durante la fase di luce (Murillo-Rodriguez et al. 2007). Lo
stato di veglia promosso dagli agonisti endogeni PPARa potrebbe dipendere da una
regolazione dei livelli di anandamide che al contrario favorirebbe il sonno. In alternativa
I’effetto di PEA e OEA potrebbe essere dovuto ad una diretta attivazione di aree cerebrali
quali I'ipotalamo laterale (LH) e il nucleo dorsale del rafe (DNR), come dimostrato dagli
elevati livelli di c-fos, rilevati in tali aree, e associati ad aumento dei livelli di dopamina
riscontrati nel nucleus accumbens (NAc) in seguito a somministrazione di URB597, OEA e

PEA nelle aree sopraindicate (Soria-Gémez et al. 2010; Murillo-Rodriguez et al. 2011).

Dipendenza: Alcuni studi hanno valutato il ruolo di PPARa nella dipendenza da farmaci
psicostimolanti (cocaina, metamfetamine, MDMA) e oppioidi (morfina). Gran parte della

ricerca attuata a tale scopo si € concentrata principalmente sulla dipendenza da nicotina.

Scherma e colleghi (2008 c) hanno dimostrato che la somministrazione di URB597,
sfavorisce nel ratto, l'acquisizione del comportamento di auto somministrazione di
nicotina, ed il re instaurarsi di tale comportamento una volta estinto. Inoltre, sfavorisce
sia l'acquisizione che il ripristino del comportamento di preferenza indotto dalla nicotina,
nel modello sperimentale di Conditioned Place Preference (CPP). In accordo con i risultati
ottenuti nei test comportamentali, esperimenti di microdialisi e di elettrofisiologia
indicano che I’ URB597 riduce i livelli di dopamina nel NAc riducendo I'attivazione dei
neuroni dopaminergici dell’area ventrale tegmentale (VTA) indotta dalla nicotina, (Melis
et al. 2008; Scherma et al. 2008 c). Tali effetti, sembrerebbero essere principalmente

PPARa-mediati come dimostrato dalla somministrazione dello specifico antagonista

17



PPARa MK886 (Melis et al. 2008). Inoltre, la diretta somministrazione di agonisti PPARa
riproduce gli effetti comportamentali, elettrofisiologici e neurochimici prodotti
dallURB597, e anche in questo caso revertiti dallo MK886, indicando il diretto

coinvolgimento dei recettori PPARa (Mascia et al. 2011).

Funzioni cognitive: | PPARa sono altamente espressi in ippocampo ed amigdala e quindi si

pensa possano essere coinvolti nei processi di apprendimento e memoria (Moreno et al.
2004; Cimini et al. 2005). Lo studio di Mazzola e colleghi (2009) riporta che la
somministrazione di URB597, sembrerebbe favorire il consolidamento mnemonico con
meccanismo PPARa-mediato. In un altro studio e stato dimostrato che |Ia
somministrazione di OEA produce effetti simili attraverso I'attivazione di strutture
cerebrali da parte di segnali provenienti dalla periferia, in particolare attraverso le fibre
del sistema autonomo (nervo vago) e stimolando la trasmissione noradrenergica

nell’amigdala basolaterale (BLA) (Campolongo et al. 2009).

Antidepressivo: Dati provenienti da uno studio clinico condotto su donne depresse, ha

riportato che la concentrazione sierica di PEA subisce un decremento in risposta a
condizioni di stress. (Hill et al. 2009). Piu recentemente studi preclinici dimostrano il
potenziale effetto ansiolitico e antidepressivo della PEA in diversi modelli sperimentali. In
particolare la somministrazione orale di PEA produrrebbe, nel topo, una significativa
riduzione del tempo trascorso in immobilita quando sottoposto al test del nuoto forzato
(FST) e nel test di sospensione per la coda (TST) (Yu et al. 2011). La somministrazione
cronica della PEA sembrerebbe revertire lo stato ansioso/depresso-simile mostrato da
topi sottoposti a trattamento cronico con corticosterone, in diversi test comportamentali

quali il test dell’alimentazione soppressa dalla novita (NSF), il test del nuoto forzato (FST)
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e il test dell’elevated plus maze (EPM). Producendo, inoltre, un affetto neurotrofico e

antiapoptotico a livello ippocampale (Crupi et al. 2013).

2.6. La PEA nella pratica clinica

Negli ultimi anni, I'interesse della ricerca scientifica internazionale si € particolarmente
concentrato sull’identificazione e lo studio di sostanze endogene di natura lipidica, dotate
di potenzialita applicativa, una di queste & la palmitoiletanolamide (PEA), anche
conosciuta con il nome chimico di N-(2-idrossietil) esadecanamide. La scoperta della PEA
e delle sue proprieta antinflammatorie risale agli anni ’50, quando gli effetti
antianafilattici ed antiflogistici legati all’assunzione di rosso d’uovo, olio di arachidi e
lecitina di soia furono imputati ad una specifica frazione lipidica presente in questi
alimenti e corrispondente alla PEA (Ganley et al. 1958; Kuehl et al. 1957).
Successivamente, la PEA venne isolata anche dai tessuti dei mammiferi (Bachur et al.
1965). Gli anni che seguirono la scoperta degli effetti antinfiammatori della PEA
(Benvenuti et al. 1968; Perlik et al. 1971), si assisti ad una serie di interessanti studi clinici
sugli effetti farmacologici di tale composto. Alcuni di questi, riportano la capacita della
PEA di ridurre la gravita e la durata dei sintomi causati dal virus influenzale nei bambini e
nei soldati (Masek et al. 1974; Kahlich et al. 1979). Il successo di questi studi porto,
durante la fine del 1970 nell'ex Cecoslovacchia, all'introduzione della PEA in campo
clinico, nel trattamento delle malattie respiratorie acute. Dopo essere stata per diversi
anni sul mercato, la PEA, fu ritirata per ragioni sconosciute, che non sembrano essere
correlate a potenziali effetti di tossicita. La cessazione dell’utilizzo clinico della PEA e la

mancata identificazione del suo target molecolare causo un periodo di stasi nella ricerca
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delle sue proprieta farmacologiche della durata di circa 20 anni (Lo Verme et al. 2005). La
pietra miliare della ricerca farmacologica sugli effetti della PEA e datata 1993, quando il
premio Nobel per la Medicina, Rita Levi Montalcini, conio I'acronimo ALIA (Autacoid Local
Injury Antagonism), per indicare il meccanismo locale di tipo autacoide con il quale la PEA
contrasta i danni tissutali causati dall'inflammazione, basato principalmente sulla

regolazione della funzionalita mastocitaria (Aloe et al. 1993, Levi-Montalcini et al. 1996).

Nella clinica dermatologica veterinaria la PEA ha dato risultati promettenti nel
trattamento di malattie allergiche e infiammatorie spontanee, (Noli e Miolo 2012)
pertanto, ha trovato largo impiego in campo veterinario dove viene utilizzata allo scopo di

ripristinare la reattivita cutanea negli animali.

Dal 2007 in Italia & stato commercializzato un preparato contenente PEA conosciuto con il
nome commerciale di “Normast”, mentre dal 2014 si trova anche in forma pura e
commercializzata come “PeaVera”. Tali preparati sono stati classificati come “alimento
dietetico per fini medici speciali” dalle Autorita sanitarie dell’Unione Europea in base agli
standard enunciati nella DIRETTIVA 1999/21/CE DELLA COMMISSIONE. Attualmente la
PEA é utilizzata in ambito medico, come dimostrato da numerosi studi clinici, oltre che
per le sue proprieta antinfammatorie anche per le sue proprieta analgesiche, nella
terapia del dolore sia di tipo somatico che neuropatico (Keppel Hesselink and Hekker
2012; Ghafour et al. 2013; Keppel Hesselink 2013; Keppel Hesselink et al. 2013). Studi
clinici, in particolare nel campo dermatologico umano per il trattamento di dermatiti
pruriginose di varia natura, riportano risultati promettenti, indicando la PEA tra le nuove
opzioni terapeutiche per il trattamento della dermatite atopica (Abramovits and

Perlmutter 2006; Simpson 2010) e, piu specificatamente, per il prurito (Stander et al.
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2008; Metz et al. 2011). In particolare, l'uso dermatologico della PEA viene oggi
considerato una valida alternativa ai corticosteroidi, in virtu dell’elevato profilo di

sicurezza e del vantaggioso rapporto costo beneficio (Kircik 2010).

2.7. Ligandi sintetici dei recettori PPARa: i fibrati

Oltre ad un’ampia gamma di ligandi endogeni, il recettore PPARa lega anche diversi
composti sintetici che comprendono ftalati, insetticidi, erbicidi, tensioattivi, solventi
organici e i farmaci ipolipemizzanti come i fibrati (Issemann and Green 1990; Forman et
al. 1997). Tali composti sono stati definiti proliferatori dei perossisomi, per la loro
capacita di causare epatomegalia e proliferazione perossisomiale nel topo ma non

nell’essere umano (Lee et al. 1995).

Alcuni composti appartenenti alla classe farmacologica dei fibrati sono: fenofibrato,
clofibrato, ciprofibrato, bezafibrato e gemfibrozil ed il Wy14643. Questi farmaci sono stati
sviluppati come agenti ipolipemizzanti prima della scoperta dei recettori PPARs. L'acido
clofibrico e fenofibrico, cioe i metaboliti attivi di clofibrato e fenofibrato, sono definiti
doppi attivatori, perché capaci di legarsi all'isoforma a e y del recettore PPAR, con
selettivita 10 volte maggiore per lI'isoforma a, mentre il bezafibrato attiva tutte le tre
isoforme recettoriali a dosi paragonabili ai fibrati precedentemente indicati. | fibrati
attivano il recettore PPARa umano solo ad alte concentrazioni, pertanto nel tentativo di
identificare composti pil potenti sono stati sintetizzati una serie di composti definiti
ureidofibrati (Hawke et al. 1997) Alcuni ureidofibrati sono: il GW2331, il GW9578 ed il

GW7674 che ha dimostrato di legarsi con affinita nell’ordine della nanomoli e di avere un
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miglior effetto ipolipemizzante rispetto al fenofibrato (Kliewer et al. 1997; Brown et al.

1999).

Altri composti sintetici capaci di legare il recettore PPARa sono rappresentati dallo MK886
(Kehrer et al. 2001) e dal GW6471 (Xu et al. 2002), entrambi capaci di modulare
negativamente l'attivita recettoriale e utilizzati nella sperimentazione come antagonisti

specifici del recettore PPARa.
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Fig. D. Struttura chimica dei principali ligandi sintetici PPARa (Shearer e Hoekstra 2003)
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2.8. Farmacologia dei ligandi sintetici dei recettori PPARa

Dislipidemie: In seguito alla clonazione del recettore PPARa e ed in seguito alla scoperta
del meccanismo d’azione dei fibrati, si € innescata un’intensa ricerca allo scopo di
delucidare il ruolo di tale recettore nel mediare gli effetti ipolipemizzanti dei fibrati

(Willson et al. 2000).

Nell’essere umano i fibrati riducono i livelli sierici dei trigliceridi mentre aumentano i
livelli del colesterolo ad alta densita (HDL), principalmente tramite I'aumento della
clearance e la ridotta sintesi di lipoproteine a bassissima densita (VLDL) ricche di

trigliceridi (Staels et al. 1998 a).

| fibrati legandosi al recettore PPARa, modulano I'espressione di diversi geni, codificanti
proteine coinvolte nel metabolismo lipidico, dotati di sequenze PPRE a livello del
promotore. Tramite questo meccanismo viene regolata negativamente |'espressione
dell’apolipoproteina C-lll (Hertz et al.1995), un noto inibitore della clearance di VLDL
(Shepherd 1994) sia nell’'uomo (Malmendier et al. 1989) che nei roditori (Staels et al.
1995), diminuendo in tal modo i livelli di colesterolo a bassa densita (LDL). Altre sequenze
PPARE sono state identificate nei promotori dei geni codificanti per: AOX (Dreyer et al.
1992), citocromo P-450 A4 (Palmer et al. 1994), la proteina epatica legante gli acidi grassi
(L-FBP) e la lipoproteina lipasi (LPL) (Schoonjans et al. 1996 a, b) e di altre due proteine

coinvolte nella sintesi del’HDL come I'apolipoproteina A-l e A-ll (Willson et al. 2000).

Nell’'uomo i fibrati promuovono I'espressione di Apo A-l, con conseguente aumento di
HDL, che svolge un ruolo fisiologico molto importante, poiché e deputato alla rimozione
del colesterolo dai tessuti periferici e della sua conduzione verso il fegato tramite un

processo definito “trasporto inverso del colesterolo”. | fibrati accelerano il trasporto del
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colesterolo, dalla periferia al fegato non solo aumentando i livelli di HDL circolanti, ma
anche promuovendo I'espressione vascolare dei suoi recettori (ABC-1) e (SR-BI) (Fournier

etal. 2013).

Aterosclerosi: Alterazioni nell’omeostasi del metabolismo lipidico rappresentano uno dei

principali fattori di rischio delle patologie cardiovascolari (Grundy 1998).

E stato dimostrato che i fibrati sono in grado di rallentare la formazione delle placche
aterosclerotiche e ridurre il numero di eventi coronarici in studi di prevenzione
secondaria (Oliver et al.1984; Ericsson et al. 1997; Rutolo et al. 1998) e in pazienti con
normali livelli di colesterolo LDL (Rubins et al. 1999). Pertanto e stato proposto un
impiego di tali farmaci nella terapia dell’aterosclerosi. Inoltre, emergenti prove
suggeriscono che gli agonisti PPARa possono avere effetti diretti sulla parete arteriosa,
che potrebbero contribuire agli effetti benefici, prodotto da questi farmaci negli studi di
prevenzione dell'aterosclerosi (Oliver et al. 1984; Ericsson et al. 1997; Rutolo et al. 1998;
Rubins et al. 1999). La Formazione della lesione aterosclerotica richiede il reclutamento
dei monociti nella parete arteriosa mediante I'espressione di proteine di adesione, da
parte delle cellule endoteliali attivate (Libby et al. 1999). L'espressione della molecola di
adesione VCAM-1 viene regolata negativamente dagli agonisti PPARa in cellule
dell’endotelio vascolare (Marx et al. 1999). Questo processo viene mediato in parte
dall'inibizione della proteina NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells), un fattore di trascrizione ubiquitario che trasduce gli effetti di molti
fattori proaterogeni e infiammatori (Thurberg e Collins 1998). Alcuni agonisti PPARa
hanno dimostrato di inibire il rilascio di IL-1, IL-6 e prostaglandine inflammatorie in cellule

muscolari lisce (Staels et al. 1998 b).
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Obesita: L'obesita rappresenta il principale fattore di rischio per lo sviluppo del diabete, a
tal proposito e stato riportato che il trattamento con fibrati sembrerebbe ridurre
I'aumento di peso corporeo nei roditori, probabilmente attraverso la regolazione del
consumo energetico e del catabolismo degli acidi grassi. L'espressione di geni coinvolti in
questi processi, € stato dimostrato, essere indotta dal bezafibrato (Cabrero et al. 1999),

Wy-14643 (Krook et al. 1998), e da altri agenti (Brooks et al. 2001; Etgen et al. 2002).

2.9. Nuove evidenze sperimentali sulla farmacologia dei ligandi sintetici dei recettori

PPARa

Alcuni agonisti dei recettori PPARa, come i fibrati, sono farmaci consolidati e clinicamente
utilizzati nel trattamento di disturbi del metabolismo lipidico. | loro effetti centrali sono
considerati trascurabili a causa della loro scarsa capacita di attraversare la barriera
ematoencefalica (Melis et al. 2008). Tuttavia, una serie di studi si & proposta di valutare
gli effetti farmacologici dei fibrati in particolare su alcuni processi come la neuro
inflammazione e la dipendenza da nicotina. Inoltre, ne & stato valutato il potenziale

effetto anticonvulsivante.

Anticonvulsivante: Come prima discusso per gli agonisti endogeni dei recettori PPARa

anche alcuni agonisti sintetici ed in particolare il fenofibrato esercitata effetti

anticonvulsivanti in diversi modelli animali (Porta et al. 2009; Puligheddu et al.2013).

Neuroinfiammazione: Diversi studi riportano che anche |'attivazione dei recettori PPARq,

da parte di agonisti sintetici, sopprime le risposte inflammatorie gliali indotte da LPS. (Lee

et al.2005; Xu et al.2005, 2006, 2007; Paintlia et al.2008 a, b). Inoltre, e stato osservato
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che l'alterazione nello sviluppo degli oligodendrociti, nel cervello fetale, causato
dall’esposizione materna alla tossina batterica LPS, sia prevenuta dall’attivazione di
PPARa. (Paintlia et al. 2008 a, b). In particolare uno studio riporta che la somministrazione
sistemica di Wy-14643 e fenofibrato sono in grado di aumentare I'attivazione dei recettori
PPARa a livello cerebrale. La somministrazione di LPS a livello cerebrale riduce i livelli di
mMRNA codificante per il recettore PPARa e aumenta i livelli di molecole proinfiammatorie
(TNFa, IL-1, IL-6, iINOS, and COX-2) e di mRNA per proteine di adesione cellulare (ICAM-1,
VCAM-1 e PECAM-1). Tale effetto viene revertito dalla somministrazione sistemica di Wy-

14643 e fenofibrato (Wang and Namura 2011).

Dipendenza da nicotina: Nello studio di Panlilio e colleghi (2012) sono stati valutati gli

effetti del clofibrato sulle proprieta gratificanti della nicotina. Tale studio riporta che il
clofibrato blocca gli effetti gratificanti della nicotina, riduce I’assunzione di nicotina
inibendo il comportamento di auto-somministrazione, contrastata gli effetti della ricaduta
sia in seguito a riesposizione alla nicotina che a stimoli nicotina-associati. L'effetto indotto
dal clofibrato sembrerebbe essere PPARa-mediato come dimostra dal pretrattamento
con lo specifico antagonista del recettore PPARa, MK886. Inoltre, studi di elettrofisiologia
riportano che l'attivazione dei recettori PPARa mediata sia da agonisti endogeni che
sintetici (clofibrato e Wy14643) ridurrebbe I'attivazione dei neuroni dopaminergici in VTA
indotta da nicotina, con conseguente riduzione del rilascio di dopamina nel NAc, da parte
di questi ultimi (Melis et al. 2008, 2010; Mascia et al. 2011; Panlilio et al. 2012). Tali
risultati suggeriscono che i farmaci fibrati potrebbero essere utili per il trattamento della

dipendenza da tabacco.
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2.10. | fibrati nella pratica clinica

La scoperta dell'azione ipolipemizzante dei fibrati risale ai primi anni '60. Tra i composti
appartenenti a tale classe farmacologica il clofibrato risultava essere il composto piu
efficace nel ridurre i livelli di colesterolo e altri lipidi nel plasma e nel fegato dei ratti da
laboratorio. Seguirono i primi risultati in vivo su pazienti ipercolesterolemici, nei quali si
era ottenuto un abbassamento dei livelli plasmatici di colesterolo e trigliceridi (Oliver
1962). Nel 1967 il clofibrato ricevette |'autorizzazione all'immissione in commercio sul
mercato statunitense da parte della FDA. e in breve tempo, divenne il farmaco
ipolipemizzante piu prescritto (Brunton et al. 2010), prima dell’introduzione delle statine.
Alla fine degli anni ‘70 vennero diffusi i risultati di un vasto studio clinico organizzato
dall'OMS, dai quali risultava che, nonostante un abbassamento nei livelli di colesterolo
ematico, il trattamento con clofibrato non riduceva gli eventi cardiovascolari fatali.
Inoltre, il trattamento con clofibrato sembrava essere significativamente correlato
all'insorgenza di calcolosi biliare (Bateson et al. 1978). La pubblicazione di questi dati fece

si che il clofibrato venisse eliminato dalla pratica clinica.

All'inizio degli anni ‘80 fu introdotto in terapia in tutti i principali paesi industrializzati il

gemfibrozil e a seguire il fenofibrato.

Uno studio di prevenzione primaria con gemfibrozil, condotto su oltre 4.000 uomini di
mezza eta conferma una significativa riduzione dei livelli plasmatici di trigliceridi e LDL con
concomitante aumento di HDL (Frick et al. 1987). Inoltre, tale studio riportava una
riduzione dell'incidenza di eventi cardiovascolari maggiori associata al trattamento. Nel
2002 il clofibrato & stato ritirato dal mercato a causa del rapporto rischio/beneficio non

piu favorevole.
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Uno studio di meta-analisi ha osservato come i fibrati possano essere utili nella
prevenzione degli eventi cardiovascolari maggiori in pazienti con dislipidemia mista, nei
quali il trattamento con statine non & soddisfacente (Jun et al. 2010). L'utilizzo dei fibrati

e stato quindi proposto nell'ambito della medicina personalizzata (Staels 2010).

3. Ansia e Depressione

La depressione, nella sua forma unipolare o bipolare, € un disturbo dell’'umore a carattere
cronico, ricorrente, e disabilitate che produce conseguenze psico-fisiche e socio-
economiche gravi (Kupfer et al. 2012). Essa colpisce circa 350 milioni di persone in tutto il
mondo (Marcus et al. 2013). Dati epidemiologici suggeriscono che la depressione colpisce
piu frequentemente le donne e rappresenta la principale causa di disabilita (Kessler et al.
2007, 2012; Marcus et al. 2013) poiché altera la sfera emozionale, motivazionale, le
funzioni cognitive, ma anche l'equilibrio dei sistemi neurourovegetativo, immunitario e

inflammatorio dell’organismo.

La depressione & considerata una malattia psichiatrica eterogenea poiché ogni paziente
sviluppa in modo soggettivo la sintomatologia del disturbo, tale complessita & spesso
causa della difficolta nella classificazione del disturbo. 1| DSM-IV definisce i criteri per
categorizzare tale patologia la cui sintomatologia deve comprendere: umore depresso o
irritabile, anedonia, aumento o perdita di peso rilevante, alterazione dei cicli sonno veglia,
agitazione o il ritardo psicomotorio, fatica o perdita di energia, sentimenti di auto
svalutazione e senso di colpa eccessivo, diminuzione delle capacita di attenzione e

concentrazione, pensieri ricorrenti di morte o di suicidio. In particolare, umore depresso e
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anedonia sono i sintomi essenziali per riconoscere e diagnosticare un episodio depressivo

(American Psychiatric Association 2000).

Il trattamento farmacologico attualmente disponibile perla terapia della depressione si
basa principalmente su farmaci che aumentano i livelli sinaptici di monoamine
(Papakostas 2010). Anche questa nella maggior parte dei pazienti, produce effetti
benefici, si stima che meno di un terzo dei pazienti depressi raggiunge remissione e solo i
due terzi risponde dopo l'assunzione di piu farmaci antidepressivi (Rush et al. 2006;
Trivedi et al. 2006). Spesso, sintomi depressivi residui, deficit cognitivi, compromissione
funzionale, e aumento della frequenza delle recidive sono presenti in pazienti depressi

unipolari e bipolari trattati correttamente (Coppola e Mondola 2014).

Studi preclinici e clinici hanno fornito una visione-modello sulla patofisiologia della
depressione. Ad oggi € noto che la complessita sintomatologica della depressione riflette
non solo il coinvolgimento di diversi sistemi neurotrasmettitoriali, ma anche molteplici
processi biochimici, fattori neurotrofici e aree cerebrali. Evidenze scientifiche hanno
dimostrato una relazione tra depressione e disregolazione dell’asse HPA e quindi della
produzione di glucocorticoidi, alterazioni funzionali e strutturali delle strutture corticali e
subcorticali aumentati livelli ematici di citochine proinfiammatorie, fattore di necrosi
tumorale (“tumor necrosis factor alpha” TNF-a), ed interleuchina 6 (IL-6), (Ambrogini et
al. 2002; Nestler et al. 2002 a, b; Chourbaji et al. 2006; Duman e Monteggia 2006; Dowlati
et al. 2010; Palazidou 2012). Da tempo € riconosciuta una stretta correlazione non solo
tra depressione e altri disturbi psichiatrici, in particolare con I’ansia (Hirschfeld 2001), ma

anche con diverse condizioni mediche croniche come I'artrite e il diabete (Moussavi et al.
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2007), non solo, anche con patologie cardiovascolari e aterosclerosi (Seldenrijk et al.

2011).

3.1. Modelli animali per lo studio dell’ansia e della depressione

I modelli animali costituiscono la spina dorsale della ricerca pre-clinica sulla neurobiologia
dei disturbi psichiatrici. Tali modelli sono impiegati come strumenti di screening per la
caratterizzazione di nuovi agenti terapeutici e simulazioni per gli studi sui meccanismi

sottostanti gli effetti farmacologici di tali agenti.

3.2. Modelli animali di depressione

| modelli animali di depressione indotti da condizionamento ambientale si basano sulla
valutazione quantitativa del “comportamento di disperazione e sfiducia acquisita” vale a
dire della risposta negativa che segue all’eccitazione da stress, paragonabile allo

scoraggiamento profondo di alcuni stati depressivi umani.

Il test del nuoto forzato & il modello piu utilizzato per valutare I'efficacia di farmaci
antidepressivi, grazie alla sua buona validita predittiva. Questo modello si basa
sull’osservazione dell’animale che, forzato, a nuotare in un cilindro ricolmo d’acqua,
inizialmente cerca una via di fuga e poi, una volta rassegnato all'impossibilita di fuga, si
lascia galleggiare immobile. L'immobilita & interpretata come rinuncia della ricerca di una
via di fuga. | farmaci antidepressivi hanno la capacita di ridurre tale comportamento
(Porsolt et al. 1977 a, b). Il test si effettua in due fasi: la fase di training, allo scopo di
indurre il comportamento di disperazione, seguita, dopo 24 ore, dalla fase di test, che

avviene eseguendo la medesima procedura. Il modello della learned helpnessless, o
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sfiducia acquisita, & concettualmente simile al test del nuoto forzato. Anche questo test si
compone di due fasi: la fase di induzione dello stress durante la quale I’animale viene
posto in un apparato dotato di griglia pavimento dal quale riceve scosse elettriche,
associate all'impossibilita di fuga. In modo sviluppa un deficit nel comportamento di
evitamento. Quando I'animale, nella seconda fase del test, riceve le scosse, ma gli viene
data la possibilita di scappare, compira meno fughe rispetto al gruppo di controllo. |
farmaci antidepressivi migliorano la performance degli animali stressati in questo

paradigma (Seligman e Maier 1967).

Il modello da stress cronico variato prevede I'induzione di uno stato anedonico-depresso
in seguito a fattori stressogeni blandi ma continui, differenti tra loro, per diverse
settimane. Lo stato edonico viene successivamente misurato in seguito a valutazione
della preferenza di una soluzione di saccarosio (molto gradita all’animale in condizioni
normali), rispetto al gruppo controllo. | farmaci antidepressivi sono in grado di revertire

I’anedonia in questo test (Willner 2005).

3.3. Modelli animali d’ansia

Gran parte dei modelli animali d’ansia si basano sul concetto che i farmaci ansiolitici

disinibiscono un comportamento che si presume sia soppresso dalla paura.

Il test pilu semplice & quello del "open-field” in cui viene valutata I’attivita motoria
spontanea dell’animale durante il suo comportamento esploratorio all'interno di uno
spazio sconosciuto, un’arena, in cui e libero di muoversi (Blumstein e Crawley 1983).

Tuttavia, I'attivita esploratoria in questo test potrebbe essere modificata, oltre che da
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farmaci con proprieta ansiolitiche, anche da farmaci stimolanti per cui la valutazione
comportamentale potrebbe di difficile analisi. | test di emersione sono test largamente
utilizzati nelle neuroscienze comportamentali. In questo tipo di paradigma vengono
misurati il numero di attraversamenti da una zona ritenuta sicura ad una ritenuta
pericolosa. Uno di questi test & “light e dark box” in cui I'animale ha la possibilita di
passare da uno scompartimento illuminato a quello buio, il numero degli attraversamenti
viene aumentato dagli ansiolitici (Crawley et al. 1984). Anche il risultato di questo test
potrebbe essere alterato da farmaci stimolanti (Carey e Fry 1988). Il test di emersione pil
utilizzato per lo studio del profilo farmacologico di molecole potenzialmente ansiolitiche &
quello del“elevated plus maze”, che si avvale dell’utilizzo di un apparato sollevato dal
suolo, composto di due corridoi, uno aperto ed uno chiuso, disposti in croce, che formano
dei bracci. | farmaci ansiolitici, ma non gli stimolanti e gli antidepressivi aumentano il
tempo trascorso nei bracci aperti. Per questo motivo esso presenta una buona validita
predittiva ed € considerato un buon modello per la valutazione dell’ansia (Pellow et al.

1985, 1986).

Alcuni modelli animali d’ansia si basano sulle interazioni sociali. Il piu comune tra questi &
il test di interazione sociale nel quale I'interazione sociale tra una coppia di conspecifici
dello stesso sesso & soppressa dalla loro immissione in un ambiente non familiare, da un
ambiente sottoposto ad una luce abbagliante, o da entrambe le condizioni: gli ansiolitici
sono efficaci nell’laumentare il livello di interazioni in queste condizioni (File e Hyde 1978;

Guy e Gardner 1985).
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4. Implicazioni dei recettori PPARa nell’ansia e nella depressione

E stato osservato che l'inibizione della FAAH dopo somministrazione di URB597, potrebbe
influenzare I'umore e le emozioni. Infatti, alcuni studi riportano che "'URB579 produce
effetti antidepressivi in diversi modelli animali come, il test di nuoto forzato ed il test di
sospensione per la coda nel topo (Gobbi et al. 2005). Lo stesso effetto antidepressivo &
stato riscontrato nei ratti dopo stress cronico (chronic mild stress) e dopo valutazione al
test di assunzione del saccarosio (Bortolato et al. 2007). Inoltre, 'URB579 sembrerebbe
possedere anche un effetto ansiolitico (Scherma et al. 2008). L'effetto antidepressivo
indotto dall’inibizione della FAAH, & associato ad un aumento dei livelli degli
endocannabinoidi AEA e PEA in aree cerebrali strettamente correlate alla regolazione
delllumore e delle emozioni quali, la corteccia prefrontale, l'ippocampo ed il nucleo
dorsale del rafe. Esperimenti di microdialisi in animali di laboratorio dimostrano che
I"aumento dei livelli di AEA e PEA favorirebbe il rilascio di monoammine, in particolare di
serotonina nel nucleo del rafe e di noradrenalina nel locus coeruleus. Lo stesso studio
riporta che gli effetti comportamentali e quelli neurochimici dovuti alla somministrazione
dell’ URB597 vengono revertiti dall’antagonista cannabinoide SR141716A e sarebbero
pertanto da ricondurre ad un effetto esclusivamente legato dall’aumento di AEA (Gobbi

et al. 2005).

In uno studio clinico donne affette da depressione maggiore presentano variazioni nei

livelli ematici di etanolamidi quando sottoposte a situazioni di stress (Hill et al. 2009).

Piu recentemente studi preclinici ipotizzano un potenziale coinvolgimento del recettore
PPARa e dei suoi ligandi endogeni nei disturbi dell’'umore. In particolare la

somministrazione di PEA indurrebbe effetti antidepressivi e ansiolitico-simili in diversi
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modelli sperimentali nell’animale di laboratorio (Yu et al. 2011; Crupi et al. 2013). Nello
studio di Yu e colleghi (2011) la somministrazione di PEA per via orale in un regime di
trattamento sub-cronico, produce un effetto antidepressivo su topi sottoposti al test del
nuoto forzato e al test di sospensione per la coda. Tale effetto € osservabile come
riduzione del tempo trascorso in immobilita e paragonabile a quello prodotto
dall’antidepressivo di riferimento, la fluoxetina. In accordo con tali risultati la
somministrazione di PEA in regime di trattamento cronico sembrerebbe revertire lo stato
ansioso/depresso-simile mostrato da topi sottoposti a trattamento cronico con
corticosterone, in diversi test comportamentali quali il test dell’alimentazione soppressa
dalla novita, il test del nuoto forzato e il test dell’elevated plus maze.Nello stesso lavoro
dati d’immunoistochimica evidenziano che a livello ippocampale la PEA favorisce la
proliferazione neuronale, la formazione di nuove spine dendritiche e in ultimo aumenta
I’espressione del fattore neurotrofico BDNF e del fattore anti-apoptotico Bcl-2, riducendo

infine I'espressione del fattore pro-apoptotico Bax (Crupi et al. 2013).

Studi preliminari condotti nei nostri laboratori, non ancora pubblicati, ma oggetto di
precedente tesi, riportano l'effetto antidepressivo prodotto da entrambi gli agonisti
endogeni PPARa, PEA e OEA, su ratti sottoposti al test del nuoto forzato. Tale effetto
antidepressivo sembrerebbe essere dose dipendente e paragonabile a quello indotto
dall’antidepressivo di riferimento, il triciclico amitriptilina e significativamente revertito
da MK886, specifico antagonista del recettore PPARaq, sottolineando un meccanismo

sicuramente mediato dai recettori PPARa.
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Ad oggi, nessuno studio si € occupato di analizzare il possibile effetto antidepressivo degli

agonisti endogeni PPARa o alterazioni nell’espressione o nella funzionalita di tale

recettore in pazienti affetti da depressione.
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Fig. E. Effetto antidepressivo-simile degli agonisti endogeni PPARa, OEA e PEA nel test

del nuoto forzato (a) immobility, (b) swimming.
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OBIETTIVI

| fibrati agonisti sintetici dei recettori PPARa sono farmaci che sono stati sviluppati come
agenti ipolipemizzanti ancor prima dell’identificazione degli stessi recettori PPARs.
Pertanto gran parte della letteratura relativa ai fibrati si concentra principalmente sui loro
effetti a livello del metabolismo lipidico e sul potenziale ruolo nella terapia delle patologie
cardiovascolari (Staels et al. 2008). A causa della loro scarsa capacita di attraversare la
barriera emato-encefalica, i loro effetti centrali sono stati da sempre considerati
trascurabili. Di conseguenza ad oggi non sono presenti in letteratura dati che riferiscano
effetti farmacologici centrali degli agonisti sintetici ed il diretto coinvolgimento dei

recettori PPARa in patologie proprie della sfera emotiva ed umorale.

Scopo di questa tesi e stato quello di valutare con un approccio di tipo comportamentale
gli effetti farmacologici della somministrazione sistemica di un agonista sintetico dei

recettori PPARa della classe dei fibrati, il clofibrato.

Gli studi sono stati condotti tramite una serie di test sperimentali su ratti maschi adulti
del ceppo Sprague Dawley. Come primo approccio € stato caratterizzato quale potesse
essere |'effetto della somministrazione di clofibrato sull’attivita motoria degli animali, in
modo da escludere dagli esperimenti successivi le dosi che inducessero effetti aspecifici
nel comportamento animale. Il possibile profilo antidepressivo del clofibrato & stato
valutato mediante il test del “nuoto forzato” in paragone a due differenti antidepressivi di
riferimento, il triciclico amitriptilina e I'SSRI fluoxetina. Lo specifico coinvolgimento del
recettore PPARa & stato investigato tramite il pretrattamento con I'antagonista specifico,
lo MK886 mentre il potenziale coinvolgimento del sistema endocannabinoide con la

somministrazione dell’antagonista/agonista inverso dei recettori CB1, SR141617A. Allo
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stesso modo & stato indagato il coinvolgimento del recettore PPARa e del sistema
endocannabinoide nella mediazione degli effetti comportamentali dei due farmaci
antidepressivi di riferimento. In ultimo, si € valutata la possibile interazione farmacologica
tra il clofibrato e ciascuno dei due farmaci antidepressivi di riferimento nello stesso

modello utilizzato per valutare |’attivita antidepressiva dei singoli farmaci.

Successivamente, |'effetto antidepressivo del clofibrato e dell’endogeno PEA & stato

analizzato anche dopo trattamento cronico in paragone a quello della fluoxetina.

Si & proseguito con un’analisi del possibile profilo ansiolitico sia del clofibrato che della
PEA con l'utilizzo del test comportamentale di “interazione sociale” e del“elevated plus

maze”, con diversi regimi di trattamento.

38



MATERIALI E METODI

1.1. Animali

Sono stati utilizzati ratti maschi adulti del ceppo Sprague Dawley (Harlan, Italia), del peso
di 280-300 gr. al momento della sperimentazione. Gli animali sono stati stabulati quattro
per gabbia e mantenuti ad un regolare ciclo luce/buio di 12 h (7:00 — 19:00), in condizioni
ambientali di temperatura ed umidita standard (T= 21+2 °C; U= 60%) con libero accesso

adacqua e cibo. | test comportamentali sono stati condotti durante il periodo di luce.

Prima di ciascun test, gli animali, sono stati sottoposti ad abituamento (1 ora) delle

condizioni ambientali nelle stanze di sperimentazione.

Tutti gli esperimenti sono stati approvati dal Comitato Etico per la tutela degli Animali di
Laboratorio e condotti nel rispetto delle normative vigenti in materia E.C. Regulations for

Animal Use in Research (CEE No. 86/609, DL 27.01.1992).

1.2. Farmaci utilizzati nei test comportamentali

Le soluzioni di farmaci sono state preparate prima di ogni test.

| farmaci utilizzati nel nostro studio sono stati i seguenti:

e PEA (Abcam, UK): 1, 2 mg/kg disciolta in 5% Tween 80 e 95% soluzione salina,

somministrata 10 minuti prima dei test.

e Clofibrato (Tocris, UK): 12.5, 25, 50, 100 mg/kg disciolta in 10% Tween 80, 20%

DMSO e 70% acqua distillata, somministrata 1 ora prima dei test.
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MK886 (Tocris, UK): 1 mg/kg disciolta in 10% Tween 80, 20% DMSO e 70% acqua

distillata, somministrata 1 ora prima dei test.

SR141716A (Rimonabant) (Sanofi Aventis): 1 mg/kg disciolta in 5% di Tween 80 e

95% soluzione salina, somministrata 30 minuti prima dei test.

Fluoxetina (Eli Lilly & Co USA): 2, 5mg/kg diluita in soluzione salina e

somministrata 30 minuti prima del test.

Amitriptilina (Roche, UK): 0.3, 15, mg/kg diluita in soluzione salina e somministrata

1 ora prima del test.

Entrambi gli antidepressivi sono stati utilizzati come farmaci di riferimento negli

esperimenti sulla depressione.

1.3. Gruppi sperimentali e trattamenti farmacologici

Per il nostro studio tutti i farmaci sono stati somministrati per via intraperitoneale (i.p.),

seguendo tre diverse tipologie di trattamento:

Trattamento acuto: una singola somministrazione del farmaco & avvenuta prima

del test in base al tempo di somministrazione di ciascun farmaco come in

precedenza indicato.

Trattamento subacuto: tre somministrazioni consecutive del farmaco nell’arco di

ventiquattro ore. In particolare 24 e 4 ore prima del test, l'ultima
somministrazione anticipa il test in relazione al tempo di somministrazione di

ciascun farmaco.
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e Trattamento cronico: una singola somministrazione giornaliera per un periodo di

14 giorni consecutivi.

1.4. Test comportamentali

1.4.1. Test dell’attivita motoria: apparato e procedura

Il test dell’attivita motoria & stato condotto seguendo il protocollo di Spano et al. 2012.
Gli animali sono stati randomizzati nei diversi gruppi sperimentali e testati in gabbie
operanti tramite |'apparecchio Digiscan Animal Activity Analyser (Omnitech Eletronics,
Columbus, USA). Ogni gabbia (42 x30 x 60 cm) e dotata di due set di 16 fotocellule
localizzate nei quattro lati della gabbia, ad una distanza di 2.5 cm l'una dall’altra che
emettono raggi infrarossi in senso orizzontale e verticale (4 e 12 cm dal pavimento della

gabbia).

Ogni animale, in seguito a trattamento, & stato posizionato individualmente all'interno

della gabbia sperimentale.

Sono stati valutati i seguenti parametri:

-attivita orizzontale: numero totale d’interruzioni di emissione dei raggi infrarossi, captate

dai sensori orizzontali;

-attivita verticale: numero totale d’interruzioni di emissione dei raggi infrarossi, captate

dai sensori verticali;

-attivita al centro e ai margini: numero totale d’interruzioni di emissione dei raggi
infrarossi, captate dai sensori agli angoli, quando I’'animale si trova ad una distanza di 8 e

2 cm (centro e margini, rispettivamente) dai margini della gabbia.
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Tutti i parametri sono stati registrati per un periodo complessivo di 60 minuti a partire dal
momento di posizionamento dell’animale nella gabbia sperimentale. In particolare, sono
stati valutati; la curva temporale (valori raccolti ad intervalli di 10 minuti) e le conte
cumulative (media della somma dei valori valutati ogni 10 minuti per un totale di 60 min,
per animale, per gruppo, all’interno dell’intera sessione). Tra una sessione e la successiva
le pareti dell’apparato venivano pulite con H,0, in modo da limitare ogni possibile traccia

olfattiva.

Il test dell’attivita motoria € stato utilizzato per valutare I'effetto sia del trattamento
acuto con clofibrato (12.5, 25, 50, 100 mg/kg) che del trattamento cronico con PEA (1

mg/kg) e con clofibrato (25 mg/kg).

1.4.4. Test del nuoto forzato: apparato e procedura

Il test e stato condotto utilizzando cilindri trasparenti in plexiglas (20 cm diametro x 40 cm
altezza) contenenti 40 cm di acqua (in modo che I'animale non potesse sostenersi
poggiando la coda al fondo del cilindro) ad una temperatura 25°C + 2°C, costringendo
I’'animale, a nuotare senza via di fuga. Gli animali sono stati randomizzati nei gruppi
sperimentali. L’esperimento si & svolge in due fasi: training e test. La fase di training, della
durata di 15 minuti (giorno 1) si svolge 24 ore prima del test. Subito dopo I'animale viene
accuratamente asciugato dall’operatore e riceve la prima somministrazione di farmaco e
riposto nella stanza di stabulazione. Gli animali ricevono la seconda somministrazione di
farmaco (giorno 2) 4 ore prima del test e la terza poco prima del test, in base ai tempi di
somministrazione dei farmaci. Il test che viene condotto nelle medesime condizioni della

fase di training, consiste nell’osservare per 5 minuti gli animali, da una stanza esterna

42



tramite sistema di videocamere digitali e rispettivo software (Anymaze Software,
Stoelting). Nel test del nuoto forzato, i roditori, che sono forzati a nuotare in uno spazio
ristretto e senza via di fuga, dopo un iniziale periodo di ipermotilita, assumono una
postura immobile, e si muovono solo per mantenere il capo fuori dall’acqua per
risparmiare energie. |l significato della postura di “immobilita o galleggiamento” indica un
comportamento di rassegnazione in una situazione di forte stress, anche noto come
“comportamento di disperazione”. La procedura del test del nuoto forzato & ampiamente
descritta in letteratura (Porsolt et al. 1977 a, b, 1978; Detke e Lucki 1996; Rénéric e Lucki
1998) ed in particolare in questa tesi & stato utilizzato il protocollo descritto da Castagné

e colleghi (2011) con qualche modifica.

Sono stati valutati i seguenti parametri:

-Immobility: tempo in secondi (sec) trascorso dall’animale nello stare
immobile/galleggiare nell’acqua facendo minimi movimenti con le zampe anteriori in

modo da mantenere il capo sopra il livello dell’acqua;

-Swimming: tempo (sec) trascorso dall’animale in movimenti orizzontali sulla superficie
d’acqua;

-Climbing: tempo (sec) trascorso dall’animale in movimenti verticali contro le pareti del

cilindro.

Tramite l'ausilio di tale test sono stati valutati gli effetti farmacologici legati alla
somministrazione subacuta del clofibrato (12.5, 25 mg/kg) in relazione all’effetto
farmacologico indotta da due antidepressivi utilizzati nella pratica clinica quali

I’amitriptilina (15 mg/kg) e la fluoxetina (5 mg/kg). Il possibile coinvolgimento dei
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recettori PPARa e del recettore CB1, nell’effetto antidepressivo-simile del clofibrato (25
mg/kg), della fluoxetina (5 mg/kg) e dell’amitriptilina (15 mg/kg), & stato indagato tramite
I'ausilio dello specifico antagonista MK886 (1 mg/kg) dell’antagonista/agonista inverso
CB1 SR141716A (1 mg/kg). Inoltre, & stata valutata la capacita del clofibrato (12.5mg/kg)
di potenziare I'effetto antidepressivo della fluoxetina (2 mg/kg) o dell’amitriptilina (0.3
mg/kg). In ultimo, tale test e stato utilizzato allo scopo di valutare gli effetti farmacologici
indotti dal trattamento cronico con la PEA (1 mg/kg) e con il clofibrato (25 mg/kg) in

relazione a quelli indotti della fluoxetina (5 mg/kg).

1.4.2. Elevated plus maze: apparato e procedura

L'elevated plus maze e un test comportamentale basato sul conflitto provato
dall’animale, tra il naturale comportamento esplorativo di un nuovo ambiente e l'innata
avversione per le condizioni ambientali presentate dallo stesso. L’apparato € composto da
due bracci chiusi sul perimetro da pareti scure (50 cm x 10 cm x 40 cm) e due aperti (50
cm x 10 cm), che si estendono in direzione opposta da una piattaforma centrale comune
(10 cm x 10 cm) per formare una struttura a croce. L'intero apparato & sollevato 50 cm

dal pavimento.

Il test ha avuto inizio con il posizionamento dell’animale nella zona centrale dell’apparato,
con il capo rivolto verso un braccio aperto. Gli animali sono stati lasciati liberi di esplorare
I’apparato e il loro comportamento e stato osservato per 5 minuti, da una stanza esterna
di monitoraggio, tramite videocamere digitali e rispettivo software (Anymaze Software,
Stoelting). Gli animali sono stati randomizzati nei gruppi sperimentali e testati

individualmente. Sono state considerate come entrate nei bracci le volte in cui 'animale
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attraversava il bordo del braccio (in entrata) con il 90% del suo corpo. Tra una sessione e
la successiva l'apparato e stato pulito con H,0, in modo da eliminare ogni possibile

traccia olfattiva.

Nell’elevated plus maze il comportamento naturale dell’animale si manifesta con una
riduzione dei movimenti e con la preferenza a permanere nei bracci chiusi (Pellow et al.
1985, Treit et al. 1993, Rodgers et al. 1997, Carobrez et al. 2005). L’ansia accentua questo
comportamento mentre, una riduzione dello stato ansioso, si riscontra con I'aumento sia
del tempo speso dall’animale nei bracci aperti sia del numero di entrate nei bracci aperti.
Il numero totale delle entrate nei bracci e il numero delle entrate nei bracci chiusi sono un
indice del tipo attivita motoria spontanea (Hogg et al. 1996). Sono stati valutati come

parametri:

- tempo speso nei bracci aperti e chiusi (sec),

- numero di entrate nei bracci aperti e chiusi;

- numero di entrate totali nei 4 bracci.

| valori ottenuti sono stati utilizzati per misurare i parametri convenzionali:

- percentuale di tempo speso nei bracci aperti ([tempo speso nei bracci aperti/tempo

totale] x 100);

- numero di entrate nei bracci aperti ([numero di entrate nei bracci aperti/entrate totali] x

100).

Per una migliore valutazione del profilo ansiolitico/ansiogeno dei farmaci vengono

valutati anche i parametri etologici (Rodgers et al. 1997):
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-head-dipping (movimenti esploratori effettuati col capo nelle aree esterne ai bracci

aperti);

-risk-assessment (movimenti esploratori effettuati col capo seguiti dal riposizionamento

dell’animale alla posizione originale senza attraversamento di nessun’area dell’apparato).

L'effetto di PEA (1, 2 mg/kg) e clofibrato (12.5, 25 mg/kg) & stato valuto in seguito a
trattamento acuto. Inoltre, & stato valutato I'effetto di PEA (1 mg/kg) e del clofibrato (25

mg/kg) in seguito ad un regime di trattamento cronico.

1.4.3.Test dell’interazione sociale: apparato e procedura

Il test dell’interazione sociale (Sl) & un test utilizzato per la valutazione dell’ansia basato
esclusivamente sull’osservazione del naturale comportamento di esplorazione ed
interazione tra due conspecifici sconosciuti messi a contatto. Le condizioni ambientali,
come l'elevata intensita luminosa o I'esposizione ad un ambiente nuovo, influenzano
negativamente il livello di interazione sociale tra gli animali. Tali condizioni possono
essere facilmente manipolate in modo da rendere I'ambiente pitu 0 meno ostile. In questo
modo il test risulta essere altamente sensibile sia all’effetto ansiolitico che ansiogenico di
alcuni farmaci. Infatti, un aumento dell'interazione sociale senza un concomitante
aumento dell’attivita motoria puo essere assunto come indice di un effetto ansiolitico, al
contrario una riduzione specifica dell’interazione sociale e associata all’effetto

ansiogenico di un composto (File e Seth 2003).

Per il nostro studio sono stati utilizzati un’arena in plexiglas (60 x 60) non familiare agli

animali e un’intensita luminosa ridotta (30 lux). All'interno di tale arena, I'animale
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sperimentale & stato introdotto insieme ad un conspecifico sconosciuto dello stesso sesso

e di peso simile (+ 5 g).

In seguito il loro comportamento & stato osservato per 10 minuti da una stanza esterna di
monitoraggio, tramite videocamere digitali e rispettivo software (Anymaze Software,

Stoelting).

Sono state considerate interazioni sociali attive tutte le attivita di esplorazione (odorare,
seguire, mordicchiare), d’ispezione ano-genitale, di monta, di colluttazione attuate

dall’animale oggetto di studio nei confronti del compagno.

| parametri valutati sono stati:

-Numero di interazioni sociali attive: (esplorazione del partner, ispezione ano-genitale,

monta, morsicature, inseguimento scalciamento, colluttazione).

-Interazione sociale: il tempo (sec) trascorso in interazioni attive

Tra una sessione e la successiva I'apparato veniva pulito con H,0; e sostituita la segatura

in modo da eliminare ogni possibile traccia olfattiva.

Tramite il test dell’'interazione sociale sono stati studiati gli effetti del trattamento acuto
con la PEA (1, 2 mg/kg) ed il clofibrato (12.5, 25 mg/kg) e I'effetto del trattamento cronico

con la PEA (1 mg/kg) e clofibrato (25 mg/kg).

47



1.5. Analisi statistica

| dati rappresentati in questo studio sono espressi come MEDIA + SEM.

L’analisi dei dati riguardanti il test dell’attivita motoria & stata eseguita tramite ANOVA a
due vie (studio dell’interazione Trattamento x Tempo). In caso di significativita statistica €
stato applicato il Bonferroni post hoc test per le comparazioni multiple. | dati derivanti dai
test: “Elevated plus maze”, “interazione sociale” (trattamento acuto) e del test del nuoto
forzato sono stati analizzati tramite ANOVA ad una via (studio del fattore trattamento tra
i gruppi) e post hoc test di Newman Keuls. Mentre i dati che si riferiscono agli studi di
antagonismo e d’interazione tra antidepressivi, ottenuti tramite il test del nuoto forzato,
sono stati analizzati attraverso ANOVA a due vie (studio dell’interazione Trattamento con
agonista x Trattamento con antagonista o Trattamento con agonista x Trattamento con
antidepressivo) seguita da ANOVA ad una via e successivo post-hoc test di Newman Keuls
per le comparazioni multiple. Mentre i dati ottenuti dai test: “Elevated plus maze” e di
interazione sociale (trattamento cronico) sono stati analizzati tramite Unpaired t Student
test, per la valutazione delle differenze tra i gruppi. La significativita statistica & stata

impostata per P<0.05. Le analisi sono state condotte con I'utilizzo di Graph Pad Prism

versione 5.
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RISULTATI

1 Effetti comportamentali dopo somministrazione acuta e sub-acuta di clofibrato
1.1 Test dell’attivita motoria

1.1.1 Valutazione del trattamento acuto con l'agonista dei recettori PPARq,
clofibrato, nel test dell’attivita motoria

Nelle figure 1 e 2 (a, b) e rappresentata I'analisi dell’attivita motoria riportata dagli
animali in seguito alla somministrazione acuta di dosi crescenti dell’agonista sintetico dei

recettori PPARq, clofibrato (12.5, 25, 50, 100 mg/kg) e del corrispettivo veicolo.

Considerando l'attivita orizzontale, valutata per un periodo complessivo di 60 min,
osserviamo che gli animali trattati con le dosi piu elevate del composto (50, 100 mg/kg)
mostrano una significativa riduzione di tale parametro rispetto al gruppo di animali
trattati con il veicolo e verso le dosi minori di clofibrato [ANOVA ad una via (F 424 = 12.31;
P < 0.0001)], mentre considerando I'attivita verticale, valutata durante lo stesso periodo
sopra indicato, osserviamo che solo la dose pil alta del farmaco (100 mg/kg) induce una
significativa riduzione di tale parametro rispetto agli animali di controllo o verso le dosi

minori di clofibrato [ANOVA ad una via (F 424. = 5.501; P = 0.0037)] (Fig 1a e 2a).

Dall’analisi della curva temporale (valori dell’attivita motoria raccolti ad intervalli di 10
minuti per un periodo complessivo di 60 minuti), riportata nelle Fig. 1b e 2b, e stato
rilevato che la riduzione sia dell’attivita orizzontale che dell’attivita verticale, e
significativamente punto per punto osservabile principalmente alla dose di (100 mg/kg)
nei primi 30 minuti del test [ANOVA a due vie: Trattamento (F 4114 = 13.47; P < 0.0001
attivita orizzontale, F 4114 = 9.856; P < 0.0001 attivita verticale); Tempo (F 5114 = 137,1; P<

0.0001 attivita orizzontale, F s5114= 93.89; P < 0.0001 attivita verticale); interazione
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attivita orizzontale

Trattamento x Tempo (F 20,114 = 0.6619; P = ns attivita orizzontale, F 5 114 = 0.7666; P = ns

attivita verticale)]. Per quanto riguarda l'attivita al centro e ai margini della gabbia

sperimentale, non e stata notata alcuna differenza significativa tra gli animali trattati con

le varie dosi di clofibrato.
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Fig. 1. Effetti dell’agonista dei recettori PPAR«, clofibrato, sull’attivita orizzontale nel

test dell’attivita motoria.

Il grafico rappresenta gli effetti di crescenti dosi di clofibrato sull’attivita orizzontale nel
test dell’attivita motoria nel ratto. | valori sono espressi come MEDIA + SEM (n=6/4

animali per gruppo).

(a): attivita orizzontale cumulativa. ** P<0.01 clofibrato 50 mg/kg vs veicolo, clofibrato
12.5 e 25 mg/kg; *** P<0.001 clofibrato 100 mg/kg vs veicolo, clofibrato 12.5 e 25 mg/kg,

post hoc test di Newman Keuls.

(b): curva temporale dell’attivita orizzontale.** P<0.01 clofibrato 100 mg/kg vs veicolo e
clofibrato 25 mg/kg, *** P< 0.001 clofibrato 100 mg/kg vs clofibrato 12.5 mg/kg (10
minuti); * P<0.05 clofibrato 100 mg/kg vs veicolo (20 minuti); * P<0.05 clofibrato 100
mg/kg e clofibrato 50 mg/kg vs clofibrato 12.5 mg/kg (30 minuti); post hoc test di

Bonferroni.
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Fig. 2. Effetti dell’agonista dei recettori PPARa, clofibrato, sull’attivita verticale nel test
dell’attivita motoria.

Il grafico rappresenta gli effetti di crescenti dosi di clofibrato sull’attivita verticale nel test
dell’attivita motoria nel ratto. | valori sono espressi come MEDIA + SEM (n=6/4 animali per

gruppo).
(a): attivita verticale cumulativa. * P<0.05 clofibrato 100 mg/kg vs veicolo e clofibrato 25

mg/kg; clofibrato 50 vs clofibrato 12.5 e 25 mg/kg; ** P<0.01 clofibrato 100 mg/kg vs
clofibrato 12.5 mg/kg, post hoc test di Newman Keuls.

(b): curva temporale dell’attivita verticale. * P< 0.05 clofibrato 100 mg/kg vs clofibrato
25 mg/kg; clofibrato 50 mg/kg vs clofibrato 12.5 mg/kg; ** P<0.01 clofibrato 100 mg/kg
vs veicolo; *** P< 0.001 clofibrato 100 mg/kg vs clofibrato 12.5 mg/kg; (10 minuti); * P<
0.05 clofibrato 100 mg/kg vs clofibrato 12.5 e 25 mg/kg (20 minuti); * P<0.05 clofibrato
100 mg/kg e clofibrato 50 mg/kg vs clofibrato 12.5 mg/kg (30 minuti), post hoc test di
Bonferroni.
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1.2 Test comportamentale per la valutazione dello stato depressivo

1.2.1 Effetto del trattamento subacuto con l'agonista sintetico dei recettori
PPARaq, clofibrato, nel test comportamentale di depressione del “nuoto
forzato”

In tale test sono stati utilizzati come farmaci di riferimenti due antidepressivi classici,
caratterizzati da un differente meccanismo d’azione. Il farmaco triciclico amitriptilina (15
mg/kg) e l'antidepressivo fluoxetina (5 mg/kg) appartenente alla classe degli SSRI,
entrambi somministrati in regime subacuto. Come e possibile osservare dalla Fig. 3 la
somministrazione di amitriptilina (colonna gialla) alla dose utilizzata, ha determinato
rispetto al corrispettivo veicolo (colonna nera) effetto antidepressivo, con una riduzione
del tempo totale d’'immobilita dell’animale (immobility time) nei 5 minuti di test, mentre
la somministrazione di fluoxetina (colonna azzurra) non produce alcun effetto
statisticamente significativo su tale parametro (Fig 3a) [ANOVA ad una via (F ;16 = 6.183; P
= 0.01)]. Entrambi gli antidepressivi di riferimento, alla dose utilizzata, producono un
incremento statisticamente significativo del tempo di swimming (Fig.3b) [ANOVA ad una
via (F 2,16 = 21.77; P < 0.0001)]. In particolare il post hoc di Newman Keuls ha rivelato un
effetto statisticamente significativo sull'immobility: ** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs
veicolo - swimming: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo; ** P<0.01 fluoxetina 5

mg/kg vs veicolo.

Nello stesso grafico sono riportati i dati riguardanti la somministrazione di due diverse
dosi di clofibrato (12.5, 25 mg/kg) (colonne verdi), con regime di somministrazione

subacuto.
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Analizzando gli stessi parametri comportamentali valutati per i farmaci di riferimento, e
possibile notare che solo la dose di piu elevata di clofibrato (25 mg/kg) (colonna verde
scuro) induce una diminuzione dell'immobility (Fig.3a) ed un aumento dello swimming
(Fig.3b) rispetto al gruppo di animali trattati con il corrispettivo veicolo (colonna grigia) e
alla dose inferiore di clofibrato (12.5mg/kg) [ANOVA ad una via (F 17 = 12.11; P = 0.0007,
immobility; F ;17 = 6.619; P = 0.0087, swimming)]. Il post hoc di Newman Keuls ha rivelato
un effetto statisticamente significativo su immobility: *** P<0.001 clofibrato 25 mg/kg vs
veicolo, ** P< 0.01 vs clofibrato 12.5 mg/kg - swimming: ** P< 0.01 clofibrato 25 mg/kg vs

veicolo e * P< 0.05 clofibrato 25 mg/kg vs clofibrato 12.5 mg/kg.
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Fig. 3. Effetti del trattamento subacuto con I"agonista dei recettori PPARa, clofibrato,
nel test di depressione del nuoto forzato.

I grafici mostrano gli effetti della somministrazione dell’amitriptilina (15 mg/kg), della
fluoxetina (5mg/kg) dell’agonista del recettore PPARa, clofibrato (12.5 e 25 mg/kg) e dei
corrispettivi veicoli nel test del nuoto forzato, nel ratto. | valori sono espressi come
MEDIA+SEM (n=6/5 animali per gruppo). In particolare la figura mostra:

(a) immobility: ** P<0.01 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo (ami-flx); ** P<0.01 clofibrato
25 mg/kg vs clofibrato 12.5 mg/kg; *** P<0.001 clofibrato 25 mg/kg vs veicolo
(clofibrato)

(b) swimming: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo (ami-flx); ** P<0.01
fluoxetina 5 mg/kg vs veicolo (ami-flx); ** P< 0.01 clofibrato 25 mg/kg vs veicolo
(clofibrato) e * P< 0.05 vs clofibrato 12.5 mg/kg; post hoc test di Newman Keuls.
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1.2.2 Effetto dell’antagonista dei recettori PPARa, MK886 e dell’antagonista
dei recettori cannabinoidi CB1, SR141716A, sull’attivita antidepressiva
dell’agonista PPARa, clofibrato, nel test comportamentale del “nuoto forzato”

La somministrazione dello specifico antagonista dei recettori PPARa, MK886 (1 mg/kg) da
solo, non determina modificazioni comportamentali negli animali sottoposti al test del

nuoto forzato.

Come mostrato dal grafico in Fig.4, ripetuto il trattamento con 25 mg/kg dell’agonista
sintetico PPARa, clofibrato (colonna verde), si € confermato il marcato effetto
antidepressivo-simile, in precedenza illustrato. Infatti, gli animali trattati presentano una
riduzione significativa del tempo trascorso in immobility associato ad un aumento del

tempo trascorso nello swimming.

La somministrazione combinata dell’antagonista dei recettori PPARa, MK886 (1 mg/kg) in
acuto e del clofibrato (25 mg/kg) in subacuto, abolisce completamente ['effetto
antidepressivo-simile indotto dall’agonista sintetico e riscontrato nel trattamento con il
singolo farmaco. Infatti, il gruppo di animali trattati con la combinazione di farmaci,
agonista ed antagonista, presenta un comportamento con valori di immobility e
swimming del tutto simili a quelli mostrati dal gruppo di animali trattati con il solo
veicolo. [ANOVA a due vie: clofibrato (F ;0 = 10.28, P = 0.004, immobility; F ; 0= 31.23; P
< 0.0001, swimming) MK886 (F 120 = 8.19; P = 0.009, immobility; F 1 50 = 24.27; P < 0.0001,
swimming) interazione clofibrato x MK886 (F 1,0 = 13.86; P = 0.0013, immobility, F 150 =

17.97; P = 0.0004, swimming)].

Contrariamente la cosomministrazione dell’antagonista/agonista inverso dei recettori

CB1, SR141716A (1 mg/kg), che di per se non induce effetti nel test del nuoto forzato, non
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reverte l'effetto antidepressivo-simile indotto dall’agonista sintetico. Si puo, infatti,
osservare che il gruppo di animali trattati con la combinazione di farmaci, agonista dei
recettori PPARa ed antagonista/agonista inverso dei recettori CB1, presenta valori di
immobility e swimming del tutto simili a quelli mostrati dal gruppo di animali trattati con
il solo agonista PPARa. L'’ANOVA a due vie condotta su i parametri di immobility e
swimming mostra: clofibrato (F ;15 = 36.95, P = 0.0001, immobility; F ;15 = 60.39; P <
0.0001, swimming), SR141716A (F 115 = 1.99; P = ns, immobility; F ;13 = 0.8497; P = ns,
swimming) Interazione clofibrato x SR141716A (F ;15 = 0.18; P = ns, immobility; F ;15 =

2.737; P = ns, swimming).

L’ANOVA ad una via mostra un effetto significativo del trattamento all'interno dei gruppi
sperimentali su immobility (Fig. 4a) (F 533 = 14.20; P < 0.0001) e swimming (Fig. 4b) (F s33=
22.14; P < 0.0001). In particolare il post hoc test di Newman Keuls riporta un effetto
statisticamente significativo su immobility *** P< 0.001 clofibrato 25 mg/kg vs veicolo, b
P<0.001 clofibrato 25 mg/kg + MK886 1 mg/kg vs clofibrato 25 mg/kg; ™" P < 0.001
clofibrato 25 mg/kg + SR141716A 1 mg/kg vs veicolo e SR141716A 1 mg/kg — swimming,
**% p< 0.001 clofibrato 25 mg/kg vs veicolo, ** P<0.001 clofibrato 25 mg/kg + MK886 1
mg/kg vs clofibrato 25 mg/kg; * P < 0.001 clofibrato 25 mg/kg + SR141716A 1 mg/kg vs

veicolo e SR141716A 1 mg/kg.

56



immobility time (sec)

300 _ 300+
Il veicolo
Il clofibrato 25 mg/kg

N

o

o
1

200+

swimming time (sec)
=
3

okk -
#i#H
. HitH
ook
ot
) I i I I I | | i I i i i I
0- i 0
O 0\0
©

& ;@€ & S
2 o> & G
W @“ NS \/u\j\’
S =S

Fig. 4. Effetto dell’antagonista specifico dei recettori PPARa, MK886 e dell’antagonista
cannabinoide CB1, SR141716A, sull’effetto del clofibrato 25 mg/kg nel test
comportamentale di depressione del nuoto forzato.

| grafici mostrano gli effetti del clofibrato 25 mg/kg, dell’antagonista dei recettori PPARa,
MK886 (1 mg/kg), dell’antagonista/agonista inverso CB1, SR141716A (1 mg/kg), sia
singolarmente che ciascuno in combinazione con clofibrato rispetto al gruppo trattato con
veicolo nel test del nuoto forzato. | valori sono espressi come MEDIA + SEM (n=6/4 animali
per gruppo). In particolare la figura mostra:

(a) immobility: *** P<0.001 clofibrato 25 mg/kg vs veicolo, *** P<0.001 clofibrato 25
mg/kg + MK886 1 mg/kg vs clofibrato 25 mg/kg; " P<0.001 clofibrato 25 mg/kg +
SR141716A 1 mg/kg vs veicolo e SR141716A 1 mg/kg,

(b) swimming: *** P<0.001 clofibrato 25 mg/kg vs veicolo, ** P<0.001 clofibrato 25
mg/kg + MK886 1 mg/kg vs clofibrato 25 mg/kg; ™" P<0.001 clofibrato 25 mg/kg +
SR141716A 1 mg/kg vs veicolo e SR141716A 1 mg/kg; post hoc test di Newman Keuls.
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1.2.3 Valutazione dalla possibile interazione tra I'effetto antidepressivo-simile
dell’agonista sintetico dei recettori PPARa, clofibrato, e [Iantidepressivo
fluoxetina o amitriptilina, nel test comportamentale del “nuoto forzato”.

La somministrazione subacuta di clofibrato ad una dose bassa di 12.5 mg/kg (colonna
verde) come atteso non produce modificazioni comportamentali negli animali sottoposti
al test del nuoto forzato. Allo stesso modo, la somministrazione subacuta di una bassa
dose di fluoxetina (2 mg/kg) non produce modificazioni comportamentali in tale test.
Infatti, il gruppo di animali trattati con il solo agonista sintetico dei recettori PPARa, o0 con
la sola fluoxetina, mostrano valori di immobility e swimming, del tutto paragonabili a
quelli riportati dal gruppo di animali trattati con il solo veicolo. Al contrario il trattamento
con la combinazione dei due farmaci, clofibrato+fluoxetina, produce un marcato effetto
antidepressivo-simile. Il gruppo di animali sottoposti a tale trattamento presentano una
significativa riduzione del tempo di immobility e contemporaneo aumento del tempo di

swimming rispetto agli animali trattati con il solo veicolo.

L’analisi statistica tramite ANOVA a due vie su immobility e swimming riporta: clofibrato
(F 118 = 6.764; P = 0.02, immobility; F ; 15 = 15.14; P = 0.001, swimming), fluoxetina (F 1 15 =
3.4; P < 0.08, immobility; F 115 = 9.1; P = 0.007, swimming) Interazione clofibrato x

fluoxetina (F 1,18 = 6.3; P = 0.02, immobility; F 1 15 = 10.1; P = 0.005, swimming).

Abbiamo voluto valutare anche l|'effetto dell’antidepressivo triciclico, amitriptilina (0.3
mg/kg) in combinazione con |’agonista sintetico dei recettori PPARa, clofibrato (12.5
mg/kg), nel test del nuoto forzato. Come & possibile osservare la somministrazione
subacuta di amitriptilina (0.3 mg/kg) non produce di per se modificazioni

comportamentali in tale test. Contrariamente a quanto osservato nell’esperimento di
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combinazione precedente (clofibrato+fluoxetina) il trattamento con la combinazione dei
due farmaci, clofibrato+amitriptilina non produce alcun effetto statisticamente rilevabile,
infatti, il gruppo di animali sottoposti a tale trattamento, presentano un profilo

comportamentale paragonabile a quello degli animali trattati con il solo veicolo.

L’ANOVA ad una via mostra un effetto significativo del trattamento all’interno dei gruppi
sperimentali su immobility (Fig. 5a) (F 5.33 = 5.99; P = 0.0007) e swimming (Fig. 5b) (F 533 =
6.19; P = 0.0006). In particolare il post hoc test di Newman Keuls riporta un effetto
statisticamente significativo su immobility ** P<0.01 clofibrato 12.5 mg/kg + fluoxetina 2
mg/kg vs veicolo, fluoxetina 2 mg/kg e clofibrato 12.5 mg/kg,— swimming *** P < 0.001
clofibrato 12.5 mg/kg + fluoxetina 2 mg/kg vs veicolo, ** P < 0.01 vs clofibrato 12.5 mg/kg

e fluoxetina 2 mg/kg.
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Fig. 5. Effetto della cosomministrazione sub-acuta di clofibrato 12.5 mg/kg, fluoxetina 2
mg/kg o amitriptilina 0.3 mg/kg nel test comportamentale di depressione del nuoto
forzato.

| grafici mostrano gli effetti del clofibrato 12.5 mg/kg, della fluoxetina (5 mg/kg),
dell’amitriptilina (0.3 mg/kg), sia singolarmente che in combinazione con clofibrato,
rispetto al gruppo trattato con veicolo nel test del nuoto forzato. | valori sono espressi
come MEDIA + SEM (n=6/4 animali per gruppo). In particolare la figura mostra

(a) immobility: ** P<0.01 clofibrato 12.5 mg/kg + fluoxetina 2 mg/kg vs veicolo,
fluoxetina 2 mg/kg e clofibrato 12.5 mg/kg;

(b) swimming:*** P<0.001 clofibrato 12.5 mg/kg + fluoxetina 2 mg/kg vs veicolo,
**Pp<0.01 vs clofibrato 12.5 mg/kg e fluoxetina 2 mg/kg, post hoc test di Newman Keuls.
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1.2.4 Effetto dell’antagonista dei recettori PPARa, MK886 e dell’antagonista
dei recettori cannabinoidi CB1, SR141716A, sull’attivita antidepressiva del
farmaco SSRI, fluoxetina, nel test comportamentale del “nuoto forzato”

In questo esperimento si & voluto indagare sul possibile coinvolgimento del recettore
PPARa nell’effetto antidepressivo della fluoxetina, nel test del nuoto forzato, tramite la
cosomministrazione acuta dell’antagonista specifico per tale recettore lo MK886 (1
mg/kg). Come osservato nei precedenti esperimenti anche in questo I'antagonista di per
se non determina modificazioni comportamentali negli animali sottoposti al test di
depressione rispetto agli animali trattati con il veicolo. La somministrazione subacuta
dell’antidepressivo di riferimento, fluoxetina (5 mg/kg) (colonna azzurra) conferma il suo
effetto antidepressivo, osservabile come aumento del tempo trascorso in swimming dagli
animali, quando comparati a quelli trattati con il singolo veicolo. Il trattamento in singolo
con l'antagonista del recettore PPARa, MK886 (1 mg/kg), non modifica I'effetto
antidepressivo proprio dalla fluoxetina. Il gruppo di animali trattati con la combinazione di
farmaci, antidepressivo fluoxetina ed antagonista dei recettori PPARa, presenta un
comportamento con valori di immobility e swimming del tutto simili a quelli mostrati dal

gruppo di animali trattati con la sola fluoxetina.

L’ANOVA a due vie condotta sui gruppi sperimentali trattati con fluoxetina e MK866 rivela
un effetto statisticamente significativo sia sull'immobility (Fig 6a) che sullo swimming (Fig
6b), a carico della sola fluoxetina (F 113 = 8.9; P = 0.008, immobility; F ;15 = 24.70; P <
0.0001, swimming), mentre non viene riportata nessuna significativita a carico dell’MK866
(F 118 = 0.03; P = ns, immobility; F 115 = 0.11; P = ns, swimming) e dell’interazione tra

fluoxetina x MK866 (F 1,15 = 0.02; P = ns, immobility; F 1 13 = 0.01; P = ns, swimming).
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In seguito abbiamo analizzato I'effetto del trattamento con I'antagonista/agonista inverso
CB1, SR141617A (1 mg/kg), da solo e in combinazione con I'antidepressivo, fluoxetina. La
somministrazione acuta di SR141617A non produce alcuna variazione nel comportamento
animale durante il test del nuoto forzato, confermando il dato precedentemente
riportato in questa tesi e risulta essere inefficace nell’antagonizzare [Ieffetto
antidepressivo proprio della fluoxetina. L'analisi statistica riporta un effetto significativo
su entrambi i parametri valutati, immobility e swimming [ANOVA a due vie: fluoxetina (F
118 = 7.36; P = 0.0143, immobility; F 1 13 = 24.39; P < 0.0001, swimming), SR141716A (F 1 1s
= 0.35; P = ns, immobility; F 118 = 1.6; P = ns, swimming) e interazione fluoxetina x

SR141716A (F 118 = 0.06; P = ns, immobility; F ; 15 = 0.48; P = ns, swimming)].

L’ANOVA ad una via sui gruppi sperimentali trattati con fluoxetina e MK866 o SR141716A
rivela un effetto statisticamente significativo all'interno dei gruppi sperimentali su
immobility (F 531 = 2.62; P = 0.048), su swimming (F s3; = 7.48; P = 0.002). In particolare il
post hoc test di Newman Keuls riporta un effetto statisticamente significativo su
swimming: ** P < 0.01 fluoxetina 5 mg/kg vs veicolo, P < 0.01 fluoxetina 5 mg/kg +
MK886 1 mg/kg vs veicolo, ¥ P < 0.05 vs MK886 1 mg/kg, ™ P < 0.01 fluoxetina 5 mg/kg +

SR141716A 1 mg/kg vs veicolo.
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Fig. 6. Effetto dell’antagonista specifico dei recettori PPARa, MK886, e
dell’antagonista/agonista inverso CB1, SR141716A sull’effetto della fluoxetina 5 mg/kg
nel test comportamentale di depressione del nuoto forzato.

| grafici mostrano gli effetti della fluoxetina 5 mg/kg, dell’antagonista dei recettori PPARa,
MK886 (1 mg/kg) dell’antagonista/agonista inverso CB1r, SR141716A (1 mg/kg) e della
loro combinazione con la fluoxetina rispetto al gruppo trattato con veicolo nel test del
nuoto forzato. | valori sono espressi come MEDIA+SEM (n=6/4 animali per gruppo). In
particolare la figura mostra:

(a) immobility

(b) swimming: ** P<0.01 fluoxetina 5 mg/kg vs veicolo, ™ P<0.01 fluoxetina 5 mg/kg +
MK886 1 mg/kg vs veicolo, * P<0.05 vs MK886 1 mg/kg, ** P<0.01 fluoxetina 5 mg/kg +
SR141716A 1 mg/kg vs veicolo; post hoc test di Newman Keuls.
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1.2.5 Effetto dell’antagonista dei recettori PPARa, MK886 e dell’antagonista
dei recettori cannabinoidi CB1, SR141716A, sull’attivita antidepressiva del
farmaco triciclico, amitriptilina, nel test comportamentale del “nuoto forzato”

Abbiamo voluto valutare anche la combinazione (Fig.7) della somministrazione
dell’antagonista dei recettori PPARa, MK886, in combinazione con I'antidepressivo
triciclico, amitriptilina (15mg/kg). Come in precedenza la dose di MK886 utilizzata per tale
test non induce modificazioni comportamentali durante il test del nuoto forzato. Mentre
la somministrazione subacuta di amitriptilina (colonna gialla) induce un potente effetto
antidepressivo, osservabile come riduzione di immobility (Fig 7a) e concomitante
aumento dello swimming (Fig. 7b) rispetto al gruppo di animali di controllo trattati con il
solo veicolo. Il trattamento con I"antagonista dei recettori PPARa, MK886 (1 mg/kg), non
antagonizza I'effetto antidepressivo indotto dall’amitriptilina. Il gruppo di animali trattati
con la combinazione di farmaci, antidepressivo ed antagonista, presenta un
comportamento con valori di immobility e swimming del tutto simili a quelli mostrati dal

gruppo di animali trattati con il solo antidepressivo.

L’ANOVA a due vie rivela un effetto statisticamente significativo sia sull'immobility (Fig
7a) che sullo swimming (Fig 7b), a carico del solo amitriptilina (F 115 = 46.61; P < 0.0001,
immobility; F ;15 = 63.39; P < 0.0001, swimming), mentre non viene riportata nessuna
significativita a carico del’lMK886 (F 113 = 0.29; P = ns, immobility; F 113 = 1.36; P = ns,
swimming) e dell’interazione tra amitriptilina x MK886 (F ;15 = 0.59; P = ns, immobility; F

118 = 1.08; P = ns, swimming).

L'esperimento  successivo e stato studiare [I'effetto del trattamento con

I’antagonista/agonista inverso CB1, SR141716A (1 mg/kg), in combinazione con
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I'amitriptilina. La somministrazione acuta di SR141716A non produce alcuna
modificazione del comportamento animale durante il test del nuoto forzato,
confermando il dato gia in precedenza riportato, né nel bloccare I'effetto antidepressivo
indotto dall’amitriptilina. L’analisi statistica riporta un effetto significativo su entrambi i
parametri valutati, immobility e swimming [ANOVA a due vie: amitriptilina (F 1 15 = 38.94;
P < 0.0001, immobility; F 115 = 41.86; P < 0.0001, swimming), SR141716A (F 113 =0.23; P =
ns, immobility; F 115 = 2.80; P = ns, swimming) e interazione amitriptilina x SR141716A (F

118 = 0.00; P = ns, immobility; F ; 13 = 0.00; P = ns, swimming)].

L’ANOVA ad una via rivela un effetto statisticamente significativo all’interno dei gruppi
sperimentali su immobility (F s3; = 12.10; P < 0.0001) e swimming (F 531 = 14.76; P <
0.0001). In particolare il post hoc test di Newman Keuls riporta un effetto statisticamente
significativo su immobility: *** P < 0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo, "p <001
amitriptilina 15 mg/kg + MK886 1 mg/kg vs veicolo e MK866 1 mg/kg, ™" P < 0.001
amitriptilina 15 mg/kg + SR141716A 1 mg/kg vs veicolo ed SR141716A 1 mg/kg —

Hi

swimming *** P < 0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo, ™ P < 0.01 amitriptilina 15
g p g/kg Y

+++

mg/kg + MK886 1 mg/kg vs veicolo e MK866 1 mg/kg, © P < 0.001 amitriptilina 15 mg/kg

+ SR141716A 1 mg/kg vs veicolo ed SR141716A 1 mg/kg.
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Fig. 7. Effetto dell’antagonista specifico dei recettori PPARa, MK886, e
dell’antagonista/agonista inverso CB1, SR141716A sull’effetto dell'amitriptilina 15
mg/kg nel test comportamentale di depressione del nuoto forzato.

| grafici mostrano gli effetti dell’amitriptilina 15 mg/kg, dell’antagonista dei recettori
PPARa, MK886 (1 mg/kg) dell’antagonista/agonista inverso CB1r, SR141716A (1 mg/kg) e
della loro combinazione con I'amitriptilina rispetto al gruppo trattato con veicolo nel test
del nuoto forzato. | valori sono espressi come MEDIA + SEM (n=6/4animali per gruppo). In
particolare la figura mostra

(a) immobility: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo, * P<0.01 amitriptilina 15
mg/kg + MK886 1 mg/kg vs veicolo e MK866 1 mg/kg, *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg
+SR141716A 1 mg/kg vs veicolo ed SR141716A 1 mg/kg

(b) swimming: *** P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg vs veicolo, ™ P<0.01 amitriptilina 15
mg/kg + MK886 1 mg/kg vs veicolo e MK866 1 mg/kg, ™" P<0.001 amitriptilina 15 mg/kg
+SR141716A 1 mg/kg vs veicolo ed SR141716A 1 mg/kg, post hoc test di Newman Keuls.
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1.3 Test comportamentali per la valutazione dello stato ansioso

1.3.1 Valutazione del trattamento acuto con gli agonisti dei recettori PPARa, PEA e

clofibrato, nel test comportamentale di ansia “elevated plus maze”

| grafici (Fig. 9 e Fig 10) raffigurano gli effetti del trattamento acuto con |'agonista
sintetico dei recettori PPARa, clofibrato (12.5, 25mg/kg) e con I'agonista endogeno dei
recettori PPARa, PEA (1, 2 mg/kg), nel comportamento dell’animale nel test per la
valutazione dello stato d’ansia I'“elevated plus maze”. Come possibile osservare dai grafici
sia il trattamento con il clofibrato (Fig 9) (colonne verdi) che con la PEA (Fig 10) (colonne
azzurre), alle dosi utilizzate non inducono effetti né ansiolitici né ansiogeni, infatti, non
modificano in maniera significativa i parametri considerati, sia i parametri classici (%
numero di entrate nei bracci aperti, % di tempo nei bracci aperti e numero di ingressi nei
bracci chiusi) che dei parametri etologici (head-dipping, risk-assesment) rispetto al gruppo
di controllo trattato con il veicolo (colonne nere). L'unico dato riscontrato (Fig 10c)
riguarda I'effetto della somministrazione della PEA (2 mg/kg) sul numero di entrate nei
bracci chiusi, che risulta essere significativamente inferiore al numero di entrate degli
animali di controllo [ANOVA a una via (F , 17 = 5.248; P<0.018)]. In particolare il post hoc
di Newman Keuls ha rivelato un effetto statisticamente significativo su tale parametro * P
< 0.05 PEA 2 mg/kg vs veicolo. Tale dato preso singolarmente non risulta essere
sufficiente per indicare un cambiamento nello stato emotivo degli animali trattati con il

farmaco.
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Fig. 9 Effetto del trattamento acuto con l'agonista sintetico dei recettori PPARa,
clofibrato, nel test comportamentale d’ansia elevated plus maze.

Numero di Head-deep
Numero di Risk-assesment

I grafici riportano gli effetti del clofibrato (12.5 e 25 mg/kg) nell’elevated plus maze nel
ratto. | valori sono espressi come MEDIA + SEM (n = 6 animali per gruppo). (a) Percentuale
(%) di tempo trascorso nei bracci aperti. (b) % Numero di ingressi nei bracci aperti. (c)
Numero di entrate nei bracci chiusi. (d) Numero di head-dipping. (e) Numero di risk-
assesment; post hoc test di Newman Keuls.
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Fig. 10 Effetto del trattamento acuto con I'agonista endogeno dei recettori PPARa, PEA
nel test comportamentale d’ansia elevated plus maze.

| grafici riportano gli effetti della PEA (1 e 2 mg/kg) nell’elevated plus maze nel ratto. |
valori sono espressi come MEDIA + SEM (n = 6 animali per gruppo). (a) Percentuale (%) di
tempo trascorso nei bracci aperti. (b) % Numero di ingressi nei bracci aperti. (c) Numero
di entrate nei bracci chiusi: * P < 0.05 PEA 2mg/kg vs veicolo (d) Numero di head-dipping.
(e) Numero di risk-assesment; post hoc test di Newman Keuls.
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1.3.2 Valutazione del trattamento acuto con gli agonisti dei recettori PPARaq,
PEA e clofibrato, nel test comportamentale di ansia“interazione sociale”.

| pannelli riportati nella figura 11 mostrano |'effetto del trattamento acuto con clofibrato
(12.5, 25mg/kg)e PEA (1, 2 mg/kg), nel comportamento dell’animale durante il test di

interazione sociale.

Come é possibile osservare dal grafico (Fig. 11a) il trattamento acuto con clofibrato alle
dosi utilizzate non modifica il numero di interazioni sociali tra i due animali conspecifici
(colonne verdi), rispetto al gruppo di animali trattati con il solo veicolo (colonna nera).
Tuttavia, e stato riscontrato un effetto ansiogenico, osservabile nei dati come riduzione
del tempo trascorso in interazioni sociali tra gli animali in studio (Fig. 11b). L'ANOVA ad
una via ha rivelato un effetto statisticamente significativo del trattamento all’interno dei
gruppi sperimentali sul tempo trascorso in interazioni sociali (F 5,17 = 9.606; P = 0.0021). In
particolare il post-hoc test di Newman Keuls evidenzia un effetto statisticamente

significativo su quest’unico parametro: ** P < 0.01 clofibrato 12.5 e 25 mg/kg vs veicolo.

In maniera del tutto similare il trattamento acuto con I'agonista endogeno PEA (1 e 2
mg/kg) non modifica il numero di interazioni sociali tra i due conspecifici (Fig. 11 c)
(colonne azzurre), rispetto al gruppo di animali trattati con il solo veicolo (colonna nera),
mentre entrambe le dosi di PEA (1 e 2 mg/kg) inducono una riduzione del tempo
trascorso in interazioni sociali (Fig. 11 d). ANOVA ad una via ha rivelato un effetto
statisticamente significativo del trattamento all’interno dei gruppi sperimentali sul tempo
trascorso in interazioni sociali (F 2,15 = 8.047; P = 0.0053). In particolare il post-hoc test di
Newman Keuls evidenzia un effetto statisticamente significativo su tale parametro: * P <

0.05 PEA 1 mg/kg vs veicolo; ** P < 0.01 PEA 2 mg/kg vs veicolo.
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Fig. 11. Valutazione del trattamento acuto con I’agonista sintetico dei recettori PPARa,
clofibrato e con [lagonista endogeno dei recettori PPARa, PEA, nel test
comportamentale d’ansia d’interazione sociale.

| grafici riportano gli effetti del clofibrato (12.5 e 25 mg/kg) e della PEA (1 e 2 mg/kg) nel
test d’interazione sociale condotto sul ratto. | valori sono espressi come MEDIA + SEM (n =
6/4 animali per gruppo). (a-c) Numero di interazioni sociali. (b-d) Tempo trascorso in
interazioni sociali :. = P<0.01 clofibrato 12.5 e 25 mg/kg vs veicolo; * P<0.05 PEA 1 mg/kg
vs veicolo; ** P<0.01 PEA 2 mg/kg vs veicolo; post-hoc test di Newman Keuls.
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2 Effetti comportamentali dopo somministrazione cronica di clofibrato

2.1 Test dell’attivita motoria

2.1.1 Valutazione del trattamento cronico con gli agonisti dei recettori PPARaq,
PEA e clofibrato nel test dell’attivita motoria

Nelle figure 12 e 13 (a, b) sono riportati i dati riguardanti 'analisi dell’attivita motoria
degli animali dopo somministrazione cronica dell’agonista sintetico dei recettori PPARaq,

clofibrato (25mg/kg), dell’agonista endogeno, PEA (1 mg/kg) e del corrispettivo veicolo.

Considerando sia I'attivita orizzontale che l'attivita verticale, valutata per un periodo
complessivo di 60 min, osserviamo che gli animali trattati con clofibrato (25 mg/kg) o PEA
(1 mg/kg) non mostrano evidenti modificazioni di tali parametri rispetto agli animali di

controllo.

Anche dall’analisi della curva temporale (valori dell’attivita motoria raccolti ad intervalli di
10 minuti per un periodo complessivo di 60 minuti), riportata nelle Fig. 12b e 13b, non e
stato rilevata alcuna modificazione statisticamente significativa dei parametri considerati

in seguito alla somministrazione in regime cronico di entrambi gli agonisti PPARa.

72



attivita orizzontale

200001 W veicolo 8000~ -®- veicolo

I clofibrato 25 mg/kg -®- clofibrato 25 mg/kg
I PEA 1 mg/kg ¥ PEA 1 mg/kg

150004 60004

100004 4000

cumulativa
attivita orizzontale

5000 20004

10 20 30 40 50 60
minuti

Fig. 12. Effetti degli agonisti dei recettori PPARaq, clofibrato e PEA, sull’attivita
orizzontale nel test dell’attivita motoria.

Il grafico rappresenta gli effetti della somministrazione in regime cronico di clofibrato (25
mg/kg) e PEA (1 mg/kg) sull'attivita orizzontale, nel test dell’attivita motoria nel ratto. |
valori sono espressi come MEDIA + SEM (n=6/4 animali per gruppo).

(a): attivita orizzontale cumulativa; post hoc test di Newman Keuls.

(b): curva temporale dell’attivita orizzontale; post hoc test di Bonferroni.
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Fig. 13. Effetti degli agonisti dei recettori PPARa, clofibrato e PEA, sull’attivita verticale
nel test dell’attivita motoria.

Il grafico rappresenta gli effetti della somministrazione in regime cronico di clofibrato (25
mg/kg) e PEA (1 mg/kg) sull’attivita orizzontale, nel test dell’attivita motoria nel ratto. |
valori sono espressi come MEDIA + SEM (n=6/4 animali per gruppo).

(a): attivita verticale cumulativa; post hoc test di Newman Keuls.

(b): curva temporale dell’attivita verticale; post hoc test di Bonferroni.
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2.2 Test comportamentale per la valutazione dello stato depressivo

2.2.1 Effetto del trattamento cronico con I'agonista endogeno e sintetico dei
recettori PPARa, PEA e clofibrato, nel test comportamentale di depressione del
“nuoto forzato”

Nella sperimentazione cronica per la valutazione dell’effetto antidepressivo simile e stato
utilizzato come farmaco di riferimento I'antidepressivo fluoxetina (5 mg/kg). Come &
possibile osservare dal Fig. 8 la fluoxetina (colonna azzurra) alla dose utilizzata, ha
determinato rispetto all’animale trattato con il corrispettivo veicolo (colonna nera) una
riduzione del tempo totale di immobilita dell’animale (immobility time) nei 5 minuti di
test, (Fig. 8 a) associato ad un incremento statisticamente significativo del tempo di
swimming (Fig.8 b) indicativi di un effetto antidepressivo. Allo stesso modo la
somministrazione cronica dell’agonista sintetico PPARa, clofibrato (25 mg/kg) (colonna
verde) e dell’agonista endogeno, PEA (1 mg/kg) (colonna viola) inducono un marcato
effetto antidepressivo-simile, osservabile come: diminuzione dell'immobility (Fig.8 a)
[ANOVA ad una via (F320= 22.84; P < 0.0001)] ed aumento dello swimming (Fig.8 b)
[ANOVA ad una via (F3,9 = 24.04; P < 0.0001)] rispetto al gruppo di animali trattati con il
solo veicolo (colonna nera). In particolare il post hoc di Newman Keuls ha rivelato un
effetto statisticamente significativo su immobility: *** P < 0.001 fluoxetina 5 mg/kg vs
veicolo; *** P < 0.001 clofibrato 25 mg/kg vs veicolo; *** P < 0.001 PEA 1 mg/kg vs
veicolo - swimming: *** P < 0.001 fluoxetina 5 mg/kg vs veicolo; *** P < 0.001 clofibrato

25 mg/kg vs veicolo; *** P < 0.001 PEA 1 mg/kg vs veicolo.
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Fig. 8. Effetto del trattamento cronico con I’agonista endogeno e sintetico dei recettori
PPARaq, PEA e clofibrato, nel test di depressione del nuoto forzato.

I grafici mostrano gli effetti della fluoxetina (5mg/kg) e degli agonisti del recettore PPARa,
PEA (1mg/kg), clofibrato (25 mg/kg) e del corrispettivo veicolo nel test del nuoto forzato,
nel ratto. | valori sono espressi come MEDIA+SEM (n=8/6 animali per gruppo). In
particolare la figura mostra

(a) immobility: *** P<0.001 fluoxetina 5 mg/kg vs veicolo; *** P<0.001 clofibrato 25
mg/kg vs veicolo; *** P<0.001 PEA 1 mg/kg vs veicolo

(b) swimming: *** P<0.001 fluoxetina 5 mg/kg vs veicolo; *** P<0.001 clofibrato 25
mg/kg vs veicolo; *** P<0.001 PEA 1 mg/kg vs veicolo; post hoc test di Newman Keuls.
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2.3 Test comportamentali per la valutazione dello stato ansioso

2.3.1 Valutazione del trattamento cronico con gli agonisti dei recettori PPARaq,

PEA e clofibrato nel test comportamentale di ansia “elevated plus maze”

| grafici (Fig. 14 e Fig 15) presentano gli effetti del trattamento cronico con I'agonista
sintetico, clofibrato (25mg/kg)e con I'agonista endogeno dei recettori PPARa, PEA (1
mg/kg), rispettivamente, nel comportamento dell’animale nel test d’ansia “elevated plus
maze”. Come possibile osservare dai grafici sia il clofibrato (Fig 14 colonne verdi) che la
PEA (Fig 15 colonne azzurre), alle dosi utilizzate non determinano aumento o diminuzione
di ansia, infatti, non modificano significativamente nessuno dei parametri considerati, né
classici né etologici rispetto al gruppo di controllo trattato con il veicolo (colonne nere).
L’unico dato significativo (Fig 14b) riguarda I'effetto della somministrazione del clofibrato
(25 mg/kg) sulla percentuale di entrate nei bracci aperti, che risulta essere
significativamente inferiore al numero di entrate degli animali di controllo trattati con il
veicolo, * P < 0.05 clofibrato 25 mg/kg vs veicolo. Tale dato preso singolarmente non
risulta essere sufficiente per indicare un cambiamento nello stato emotivo degli animali

trattati con il farmaco.
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Fig. 14: Effetto del trattamento cronico con I'agonista sintetico dei recettori PPARa,
clofibrato, nel test comportamentale d’ansia elevated plus maze.
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| grafici riportano gli effetti del clofibrato (25 mg/kg) nell’elevated plus maze nel ratto. |
valori sono espressi come MEDIA + SEM (n = 6 animali per gruppo). (a) Percentuale (%) di
tempo trascorso nei bracci aperti. (b)% Numero di ingressi nei bracci aperti.* P < 0.05
clofibrato 25mg/kg vs veicolo. (c) Numero di entrate nei bracci chiusi. (d) Numero di
head-dipping. (e) Numero di risk-assesment; t Student test.
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Fig. 15: Effetto del trattamento cronico con I'agonista endogeno dei recettori PPARa,
PEA, nel test comportamentale d’ansia elevated plus maze.

| grafici riportano gli effetti della PEA (1 mg/kg) nell’elevated plus maze nel ratto. | valori
sono espressi come MEDIA + SEM (n = 6 animali per gruppo). (a) Percentuale (%) di tempo
trascorso nei bracci aperti. (b)% Numero di ingressi nei bracci aperti.(c) Numero di
entrate nei bracci chiusi. (d) Numero di head-dipping. (e) Numero di risk-assesment; t
Student test.
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2.3.2 Valutazione del trattamento cronico con gli agonisti dei recettori PPARaq,
PEA e clofibrato, nel test comportamentale di ansia“interazione sociale”.

La Fig. 16. mostra I'effetto del trattamento cronico con clofibrato (25 mg/kg) e PEA (1

mg/kg), nel comportamento dell’animale durante il test di interazione sociale.

Come e possibile osservare dai grafici il trattamento cronico con clofibrato (Fig 16 a-b)
(colonna verde) o con PEA (Fig 16 c-d) (colonna azzurra) alle dosi utilizzate non modifica in
modo statisticamente significativo il numero di interazioni sociali tra i due conspecifici,
cosi come il tempo trascorso in interazioni sociali rispetto al gruppo di animali trattati con

il solo veicolo (colonna nera).
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Fig.16. Effetto del trattamento cronico con gli agonisti dei recettori PPARa, clofibrato e

PEA, nel test comportamentale d’ansia d’interazione sociale.

| grafici riportano gli effetti del clofibrato (25 mg/kg) e della PEA (1 mg/kg) nel test
d’interazione sociale condotto sul ratto. | valori sono espressi come MEDIA + SEM (n = 8/6
animali per gruppo). (a) Numero di interazioni sociali. (b) Tempo trascorso in interazioni
sociali; t Student test.
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DISCUSSIONE

Lo scopo di questa tesi di dottorato ha avuto come obiettivo principale quello di
caratterizzare il profilo farmacologico del clofibrato, agonista sintetico dei recettori
PPARa, mediante I'utilizzo di test comportamentali per la valutazione di attivita motoria,
ansia e depressione nel ratto dopo diversi regimi di trattamento.

La valutazione dell’attivita motoria & stata eseguita come studio preliminare e ha previsto
la costruzione di una curva dose risposta per permetterci di individuare dosi del farmaco
che potessero provocare effetti comportamentali aspecifici nell’animale e che potessero
quindi rappresentare dei falsi positivi o negativi nei test successivi. Si € poi quindi
proseguita la sperimentazione con le dosi selezionate (12.5 e 25 mg/kg) non aventi effetti
aspecifici sul comportamento motorio dell’animale.

Per lo studio di un possibile profilo antidepressivo dei farmaci, diversi modelli animali
utilizzati nella sperimentazione valutano il comportamento simil-depresso indotto da
condizioni stressanti basandosi sulla nota associazione riscontrata in clinica tra episodi
depressivi ed eventi di vita stressanti.

In particolare il test del nuoto forzato da noi utilizzato, induce nell’animale uno “stato di
disperazione” che si manifesta con immobilita nel nuoto e tale immobilita
rappresenterebbe una condizione comportamentale simile alla depressione nell’'uomo
(Carbajal et al. 2009). Uno dei principali vantaggi di questa procedura e rappresentata
dalla positivita del test in oggetto ad una vasta gamma di farmaci antidepressivi delle
diverse classi e questo test € considerato dotato di affidabilita e validita predittiva

(Porsolt et al. 1977 a, b; Steru et al. 1985). Il tempo trascorso in immobilita nell’animale
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sottoposto al test del nuoto forzato viene marcatamente ridotto dai farmaci efficaci nel
trattamento della depressione nell'uomo, come per esempio, fluoxetina, imipramina,
amitriptilina e molti altri (Kawashima et al. 1986; Castagné et al. 2011).

Nel modello di depressione studiato in questo lavoro, la somministrazione subacuta
dell’antidepressivo triciclico amitriptilina, come da letteratura, produce un potente
effetto antidepressivo (Kawashima et al. 1986), osservabile nell’animale trattato, come
riduzione del tempo trascorso in immobilita ed aumento del tempo trascorso nel nuoto.
La somministrazione subacuta di fluoxetina determina esclusivamente I'aumento del
tempo trascorso nel nuoto, in linea con quanto riportato in letteratura sull’effetto della
fluoxetina a tale dose e regime di trattamento (Cryan e Lucki 2000, Cryan et al. 2002,
2005 a, b).

Il trattamento subacuto con clofibrato induce un effetto antidepressivo-simile
osservabile, in maniera del tutto comparabile all’effetto prodotto dall’amitriptilina.

Studi preclinici presenti in letteratura mostrano come la PEA agonista endogeno dei
recettori PPARa produce nel topo un effetto antidepressivo nel test del nuoto forzato e su
un modello murino di ansia/depressione indotta dal trattamento cronico con
corticosterone. (Yu et al. 2011; Crupi et al 2013). Anche nei nostri laboratori sono stati
precedentemente ottenuti risultati in tal senso sovrapponibili a quelli dei due lavori
sopracitati, non solo dopo trattamento subacuto con PEA ma anche con OEA. A oggi non
sono riportati in letteratura né nelluomo né negli animali di laboratorio dati che
dimostrino un eventuale effetto antidepressivo indotto dagli agonisti sintetici di tale

recettore utilizzati in clinica per scopi terapeutici molto differenti (dislipidemie).
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Diverse evidenze sperimentali hanno negli ultimi anni, ipotizzato un potenziale
coinvolgimento del sistema endocannabinoide e del recettore PPARa nei disturbi
psichiatrici come depressione e schizofrenia (Bambico et al. 2009; Costa et al 2013). A
supporto di cio uno studio clinico rivela variazioni nei livelli ematici di etanolamidi in
donne affette da depressione maggiore, quando sottoposte a situazioni di stress (Hill et

al.2009).

Diverse sono le evidenze scientifiche che mettono in relazione recettori PPARa e sistema
endocannabinoide. Tra queste, I'ipotesi che i cannabinoidi possano attivare i PPARa in
modo diretto, comportandosi come degli agonisti (Fu et al. 2003; Liu et al. 2003;
Bouaboula et al. 2005; Sun et al. 2006; Gasperi et al. 2007) ma potrebbero agire anche in
modo indiretto, attraverso un legame dei metaboliti cannabinoidi sui recettori PPARa
(Kozak et al. 2002). Inoltre, & stato proposto che gli endocannabinoidi una volta legati ai
loro recettori specifici sulla superficie della membrana cellulare, possano innescare una
cascata di segnali intracellulari che potrebbero ipoteticamente attivare i PPARa
(O’Sullivan 2007) e lipotesi attualmente piu accreditata sembrerebbe quella del
cosiddetto “effetto entourage” secondo cui la PEA potrebbe competere con I’AEA, per il
sito di legame con la FAAH, I'’enzima responsabile del catabolismo di entrambi i composti
endogeni, aumentando in questo modo i livelli di AEA e potenziandone gli effetti (Ho et

al. 2008).

Sulla base delle evidenze sopraesposte in questo lavoro si & cercato di analizzare il
contributo del recettore PPARa e del sistema endocannabinoide nell’effetto
antidepressivo proprio del clofibrato. | risultati ottenuti mostrano un effetto

antidepressivo PPARa-mediato giacché |'effetto & stato totalmente annullato dal
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trattamento con I’antagonista specifico dei PPARa lo MK886. Contrariamente a cio che
avviene in presenza di MK886, I'effetto del clofibrato non viene modificato

dall’'SR141716A antagonista/agonista inverso dei recettori CB1.

Nei dati riportati in questa tesi, non vi sarebbero quindi, evidenze sperimentali che
supportino un implicazione del sistema endocannabinoide nell’effetto antidepressivo

proprio degli agonisti sintetici PPARa.

Nonostante nei test comportamentali in laboratorio I'effetto antidepressivo di un
farmaco sia evidenziabile dopo una somministrazione subacuta (3 somministrazioni nelle
24 ore), in clinica gli antidepressivi necessitano di alcune settimane di somministrazione
cronica, minimo due, per produrre un effetto terapeutico sui pazienti depressi (Frazer,

1994).

L’effetto antidepressivo del clofibrato e dell’agonista endogeno PPARa PEA, dimostrato
negli esperimenti precedenti in questa tesi e nei nostri laboratori da un’altra tesi dopo
regime subacuto, e stato quindi analizzato anche in seguito a trattamento cronico in
parallelo a quello dell’antidepressivo fluoxetina. Sia clofibrato che PEA inducono un
potente effetto antidepressivo nel test comportamentale utilizzato dopo trattamento per
due settimane consecutive. L'effetto antidepressivo simile della fluoxetina cronica & negli
animali pitu marcato rispetto allo stesso effetto dopo trattamento subacuto, come si puo
osservare valutando la riduzione del tempo di immobilita e concomitante aumento del

tempo trascorso a nuotare (Detke et al. 1997).

Sono stati condotti una serie di esperimenti atti alla valutazione della possibile

interazione farmacologica tra il clofibrato e ciascuno dei due farmaci antidepressivi di
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riferimento studiato nel test del nuoto forzato. Selezionate, con I'aiuto della letteratura
ed alcuni esperimenti pilota, dosi che di per se non mostrassero per ciascun farmaco
effetti antidepressivi (Cryan et al. 2005 a; Martinez-Mota et al. 2004), i farmaci oggetto di
studio sono stati somministrati in regime di trattamento subacuto, singolarmente e in
combinazione (clofibrato+fluoxetina e clofibrato+amitriptilina). E interessante osservare
come la cosomministrazione di dosi singolarmente non efficaci di clofibrato e fluoxetina
producano un potente effetto antidepressivo, mentre cido non si manifesta in seguito alla
cosomministrazione di clofibrato e amitriptilina. Allo scopo di comprendere meglio quali
potessero essere i meccanismi alla base di questa interazione tra i due diversi farmaci e
tra i rispettivi recettori e sistemi neuronali, si € valutata cosa era in grado di fare lo
specifico antagonista PPARa, nel revertire I'effetto antidepressivo indotto dalla fluoxetina

e dall’amitriptilina.

| risultati ottenuti ci permettono di escludere il possibile coinvolgimento diretto dei
recettori PPARa nell’effetto antidepressivo indotto dai due farmaci di riferimento, ma non
permettono di escludere in relazione al differente meccanismo d’azione dei due
antidepressivi utilizzati (Tatsumi et al. 1997; Gillman 2007) un’ipotetica interazione tra
recettore PPARa e sistema serotoninergico visto il sommarsi degli effetti di clofibrato e

fluoxetina quando combinati.

E’ ampiamente dimostrata I'esistenza di una correlazione tra una ridotta attivita
serotoninergica e disturbi affettivi come depressione, disturbo bipolare, disturbi d'ansia e

disturbo ossessivo compulsivo (Davis et al., 2002).Farmaci che stimolano |'attivita
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serotoninergica, in particolare gli inibitori selettivi della ricaptazione della serotonina
(SSRI), sono efficaci nel migliorare i sintomi di tali disturbi ed i deficit cognitivi ad essi
spesso associati (Schmitt et al., 2006). Recentemente evidenze hanno messo in relazione i
livelli ematici di triptofano con la sintomatologia depressiva, riportando una stretta
correlazione tra ridotti livelli ematici di triptofano, amminoacido precursore della
serotonina, ed i sintomi presenti in pazienti affetti da depressione maggiore, in
particolare in soggetti non trattati (Ogawa et al. 2014). Da tempo € nota la correlazione
tra i livelli ematici di triptofano ed i livelli cerebrali di serotonina. Il triptofano si ritrova nel
circolo periferico in equilibrio tra la frazione legata alla proteina sierica, albumina, e
quella libera. E stato dimostrato che la frazione libera di triptofano rappresenta un fattore
importante per l'assorbimento unidirezionale di tale amminoacido nel cervello, pertanto
fondamentale nel determinare la sua concentrazione cerebrale (Curzon 1974; Etienne et
al. 1976; Yuwiler et al. 1977) ed il suo catabolismo (Smith e Pogson 1980). La frazione
libera di triptofano nel sangue influenza la sintesi della 5-HT (Curzon 1979) infatti,
aumenti della frazione libera di tale amminoacido sono stati associati ad un aumento
nella sintesi di serotonina a livello cerebrale (Tagliamonte et al. 1973; Spano et al. 1974 a,
b) e tali cambiamenti hanno importanti effetti comportamentali (Young, 1986). Composti
endogeni come gli acidi grassi non esterificati, nel particolare I'acido linoleico, oleico e
palmitico (Curzon e Knott, 1974 Curzon et al 1973, 1974; Bender et al., 1975), e ligandi
esogeni come il composto ipolipemizzante clofibrato (Spano et al 1974 a, b) sono capaci
di aumentare la frazione libera di triptofano, e la sintesi di serotonina (Spano et al 1974 a,
b). A supporto di tali evidenze uno studio riporta che la somministrazione di clofibrato

aumenta significativamente i livelli della frazione libera di triptofano nel sangue di
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soggetti depressi rispetto ai soggetti di controllo (Wood e Coppen 1978). In base a queste
evidenze risalenti ad anni addietro, nei nostri studi gli effetti riscontrati dopo
somministrazione concomitante di clofibrato e fluoxetina a dosaggi non efficaci di per sé,
potrebbero essere dovuti ad una capacita dell’agonista PPARa di potenziare |'effetto
antidepressivo indotto dalla fluoxetina favorendo la trasmissione serotoninergica, tramite

un aumento dei livelli ematici di triptofano in forma libera.

La caratterizzazione in acuto degli effetti farmacologici dell’agonista endogeno PPARa,
PEA e del sintetico clofibrato, nei modelli animali che permettono di studiare un possibile
profilo ansiolitico o ansiogeno, dimostrano che entrambi i composti non inducono alcun
effetto comportamentale nel test d’ansia “elevated plus maze”. Tale risultato € in linea
con risultati ottenuti precedentemente nei nostri laboratori, sugli effetti farmacologici di
OEA e PEA nel medesimo test. Mentre negli esperimenti di questa tesi e stato evidenziato
dal test di interazione sociale un effetto ansiogeno-simile dose dipendente, caratterizzato

da una riduzione del tempo di interazione tra gli animali.

Questo dato da noi riscontrato & confortato dai dati riportati in letteratura dove, la
somministrazione acuta di farmaci antidepressivi, in particolare SSRI, inducono un
aumento degli stati d’ansia nell’'uomo (Goldstein e Goodnick 1998; Masand e Gupta 1999;
Spigset 1999; Fergusson et al. 2005) e effetto ansiogeno-simile in diversi modelli animali,
come il test di interazione sociale (File et al. 1999; To e Bagdy 1999; To et al. 1999;
Bristow et al. 2000; Dekeyne et al. 2000; Bagdy et al. 2001), I’ “elevated plus maze” (Silva
et al. 1999; Silva e Brandao, 2000) e light—dark test (Sanchéz e Meier 1997; Artaiz et al.
1998). La diretta stimolazione dell’amigdala evoca effetti ansiogeni nel test di interazione

sociale (Higgins et al. 1991), effetto prodotto anche dalla stimolazione di una specifica
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porzione dell’amigdala, la zona basolaterale (BLA) (Gonzalez et al. 1996). Tali effetti, non
sono rilevati nel test di “elevated plus maze”, indicando che i due test comportamentali
potrebbero evocare stati di ansia differenti e che questi potrebbero essere mediati
dall’attivazione di diverse aree cerebrali (Gonzalez et al. 1996). A supporto di tale ipotesi
Campolongo e colleghi (2009) riportano che la somministrazione periferica dell’OEA,
agonista endogeno PPARa, favorisce il consolidamento mnemonico, ma non produce
effetti sul comportamento ansioso nel test del campo aperto “open field” e nel test di
“elevated plus maze”. L'effetto sul consolidamento mnemonico é risultato essere PPARa-
mediato, come dimostrato dalla somministrazione dell’antagonista sintetico GW7647 e
dal mancato effetto in topi PPARa -/-, inoltre ipotizzano che I'effetto indotto da OEA sia
legato ad una indiretta attivazione del BLA. Pertanto tali evidenze potrebbero spiegare il
differente risultato ottenuto nei due test, utilizzati nel nostro studio per la valutazione
degli effetti degli agonisti dei recettori PPARa nei test d’ansia. Risultati simili sono stati
ottenuti anche nello studio di Mazzola e colleghi (2009) nel quale la somministrazione di
URB597, inibitore della FAAH aumenta la memoria e la sua acquisizione con meccanismo
PPARa-mediato, evidenziato tramite trattamento con I’agonista sintetico PPARa,

WY14643 e antagonizzato da MK886.

Poiché nella pratica clinica alcuni antidepressivi come gli SSRI vengono utilizzati non solo
nella terapia del disturbo depressivo ma anche nella terapia dei disturbi d’ansia (Sheehan
et al. 1993; van der Kolk et al. 1994; Stokes e Holtz, 1997; Kent et al. 1998; Bezchlibnyk-
Butler et al. 2000; Bondareff et al. 2000; Stahl, 2000; Gorman, 2003) in questa tesi
abbiamo voluto valutare il trattamento cronico con I'agonista endogeno PPARa, PEA e il

II o

sintetico clofibrato nei test d’ansia dell’ “elevated plus maze” e dell'interazione sociale
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dopo trattamento cronico. Anche in questo caso i farmaci sono stati in precedenza testati
dal punto di vista dei loro possibili effetti motori in modo da evitare dosi che
determinassero degli handicap motori. | risultati riportano che entrambi gli agonisti dei
recettori PPARaq, alle dosi utilizzate in cronico, non modificano i parametri valutati nel test

motorio.

Contrariamente a quanto da noi riportato, Crupi e colleghi 2013 hanno dimostrato che la
somministrazione cronica di PEA produce ansiolisi nel modello ansia/depressione indotto
farmacologicamente. Nello stesso lavoro sono riportati nell’ippocampo degli animali
trattai con PEA effetti neurotrofici con proliferazione neuronale, formazione di nuove
spine dendritiche, aumento del BDNF, aumento di fattori anti-apoptotico. E del resto noto
che l'ippocampo rappresenta un area cerebrale che svolge un’azione neuro protettiva
contro gli insulti dati da stress, mantenendo il tono inibitorio GABAergico mentre la
diminuzione di questo neurotrasmettitore & associata a depressione (Nestler et al. 2002
b) che a sua volta e caratterizzata anche da decremento di neurogenesi ippocampale e

ridotti livelli di BDNF.

Letteratura recente riporta che la somministrazione in animali di laboratorio di URB597
induca un effetto ansiolitico (Saito et al. 2010; Kathuria et al. 2003; Haller et al. 2009;
Micale et al. 2009; Moreira et al. 2008) e antidepressivo (Gobbi et al. 2005; Bortolato et
al. 2007). In particolare I'effetto antidepressivo osservato nel test del nuoto forzato e nel
test di sospensione della coda nei roditori, si associa ad un aumento nei livelli di AEA e
PEA e concomitante aumento della trasmissione noradrenergica e serotoninergica (Gobbi
et al. 2005). Uno studio condotto allo scopo di valutare gli effetti delle etanolamidi sulla

regolazione dei cicli sonno-veglia riporta che la microiniezione di URB597, OEA e PEA nel
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nucleo dorsale del rafe oltre a favorire lo stato di veglia, aumenta I'immunorettivita per c-
fos, indice di intensa attivita serotoninergica (Murillo-Rodriguez et al. 2007). Insieme
gueste evidenze suggeriscono l'ipotesi di meccanismi neurochimici e neurotrofici alla
base degli effetti sullo stato di vigilanza, antidepressivo e ansiolitico-simile indotto dagli
agonisti PPARa. Meccanismi neurochimici, in particolare un potenziamento della
trasmissione monoamminergica, e neurotrofici rappresentano la base dell’effetto
antidepressivo dei farmaci utilizzati nel trattamento clinico della depressione (Schmitt et

al. 2006; Numakawa et al. 2010).

Vi sono evidenze che indicano che |la depressione possa essere associata ad alterazioni del
sistema immunitario/infiammatorio (Dantzer et al. 2008;. Haroon et al. 2012;. Raison et
al. 2006). Un aumento della concentrazione di citochine pro-inflammatorie comprese
interleuchina (IL) -6 e fattore di necrosi tumorate (TNF) -a cosi come dei loro recettori si
riscontrano alterate nel sangue e nel fluido cerebrospinale di pazienti depressi (Dowlati et
al. 2010). L'attivazione della risposta infiammatoria sembrerebbe essere correlata non
solo agli stati depressivi, ma anche a quelli ansiosi (Hayley et al. 2005; Hritcu e Gorman
2014; Raison et al. 2006). Sia i fattori di stress cronico che |'attivazione immunitaria
inflammatoria, contribuiscono alla fisiopatologia e alle alterazioni comportamentali
associate al disturbo depressivo, infatti, studi clinici indicano che i fattori di stress cronico
inducono non solo alterazioni comportamentali associate alla depressione maggiore, ma
anche ['attivazione della risposta infiammatoria. Lo stress cronico nell’animale di
laboratorio provoca un comportamento depressivo-simile e la produzione di citochine

pro-inflammatorie (Knapp et al 2011; Shizuya et al. 1997, 1998; You et al. 2011; Grippo et
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al. 2005). Allo stesso modo il nuoto forzato, che rappresenta un modello su cui studiare
I’effetto degli antidepressivi, provoca un aumento dei livelli di TNF-a e IL-6 negli animali di
laboratorio (Guan et al. 2014; Connor et al 1997, 1998). Viceversa esistono dati preclinici
che dimostrano come la risposta infiammatoria indotta dalla somministrazione
dell’endotossina batterica lipopolisaccaride (LPS) produca comportamenti depressivo-
simili nei roditori (Kang et al. 2011; O'Connor et al. 2009), suggerendo una correlazione
tra la risposta inflammatoria e gli stati depressivi. Il trattamento con antidepressivi oltre a
riportare alla normalita i tratti depressivi comportamentali indotti dall’endotossina
batterica, normalizza i livelli di citochine pro-infiammatorie (Castanon 2002; Reynolds et
al. 2005; Xia 1996; Kaster 2012). E noto che gli agonisti naturali dei recettori PPARa OEA
che PEA possiedono proprieta analgesiche ed antinfiammatorie (Lo Verme et al. 2005 a;
Suardiaz et al. 2007). In particolare, la PEA & una potente molecola antinflammatoria
capace di ridurre significativamente i livelli di citochine pro-inflammatorie, come
I'interleuchina-1 (IL-1), il fattore di necrosi tumorale-a (TNF-a), la cicloossigenasi-2 (COX-
2), e I'ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS) (Ramanan et al. 2008). Alcuni studi riportano
che anche I'attivazione dei PPARa da parte di agonisti sintetici come WY14643, clofibrato
e fenofibrato, sopprimerebbe le risposte infiammatorie gliali indotte da LPS espressa sulla
membrana batterica. (Lee et al. 2005; Paintlia et al.2008 a, b; Xu et al. 2005, 2006, 2007).
Inoltre, e stato osservato che l'alterazione nello sviluppo degli oligodendrociti, nel
cervello fetale, causato dall’esposizione materna alla tossina batterica LPS, sia prevenuta
dall’attivazione di PPARa (Paintlia et al.2008 a, b). In particolare uno studio riporta che la
somministrazione sistemica di Wy-14643 e fenofibrato € in grado di aumentare

I'attivazione del recettore PPARa e di aumentare i livelli di mRNA per esso codificante a
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livello cerebrale. La somministrazione di LPS a livello cerebrale riduce i livelli di mRNA
codificante PPARa e aumenta i livelli di molecole proinfiammatorie (TNF-a, IL-1, IL-6,
iNOS, and COX-2) e di mRNA per proteine di adesione cellulare (ICAM-1, VCAM-1, and
PECAM-1). Tale effetto viene revertito dalla somministrazione sistemica di Wy-14643 e

fenofibrato (Wang e Namura 2011).
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