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Capitolo 1

CENNI STORICI
La canapa (cannabis) è una pianta dai molteplici usi, e il suo impiego a scopo  medico si perde nella notte dei tempi. Il più antico testo cinese sulle piante medicinali, il Pen T’sao ching, la raccomanda per disordini femminili, reumatismo, gotta, malaria, stipsi e debolezza mentale ( 3000 a.c ); Successivamente viene usata, sempre in cina, per la riduzione della febbre e dell'ansia, la cicatrizzazione delle ferite e l'eliminazione del pus. In India la cannabis è usata dalla medicina tradizionale, fin dal secondo millennio a.c ai nostri tempi, per la cura della dissenteria, per facilitare la digestione e stimolare l'appettito e per rendere corpo e mente piu pronti e vivaci. Viene citata in antichi testi assiri, egizi e persiani, ed è ben conosciuta anche dalla medicina greco-romana; Galeno, nel secondo secolo d.c, la raccomanda per la flatulenza, il mal d'orecchio e tutti i tipi di dolore .

In Europa la cannabis arriva probabilmente 2500 anni fa e viene usata sulla base di ricette derivate dalla tradizione e dalla medicina popolare; Verso la meta dell'ottocento si risveglia anche l'interesse dei medici, e tra il 1840 e il 1900 vengono pubblicati in Europa e negli USA piu di 100 articoli sugli usi medici della cannabis come potente narcotico, analgesico, sonnifero, per il trattamento delle convulsioni, la corea, l'isteria, la depressione mentale, la pazzia, la dismenorrea e la menorragia (H.C.J Wood , William Osler, J.R Reynold).

All'inizio del novecento l'uso della cannabis conosce una sempre  maggiore diffusione, compare nelle farmacie europee ed americane e viene inserito nella farmacopea ufficiale; Tuttavia, nel 1937 la cannabis viene inserita, negli USA, nella lista degli stupefacenti e il suo uso, anche a scopo terapeutico, diventa illegale. Di conseguenza, l'utilizzo della cannabis come farmaco crolla notevolmente anche in Europa, e le pubblicazioni scientifiche dedicate all'argomento scompaiono quasi del tutto nei decenni successivi.

L'interesse medico per la cannabis si risveglia all'inizio degli anni settanta del novecento, in seguito all scoperta, nel 1964, del ∆-9 tetraidrocannabinol (THC), il componente psicoattivo della cannabis. Nel 1971 Lester Grispoon, uno psichiatra di Harvard, pubblica il libro "Marijuana reconsidered", in cui porta il risultato delle sue ricerce sull'argomento e sostiene che la posizione ufficiale, e di conseguenza il giudizio popolare, erano viziati alla base di pessime informazioni, se non di vere e proprie bugie e manipolazioni.

Negli anni successivi vengono pubblicate altre opere dedicate ai potenziali terapeutici e agli usi medici della cannabis, e a partire dal 1985 viene svillupato e commercializzato negli  USA un cannabinoide di sintesi, il Dronabinol, ad azione agonista del THC, cui segue poi l'equivalente Nabilone in Gran Bretagna (Johnson e Melvin, 1986). Essi portano successivamente alla scoperta di specifici recettori cannabinoidi (CB: cannabinoid receptor) del THC (Howlett e Devane, 1988). Il CB1 viene clonato nel  cervello di ratto nel 1990 (Matsuda et al.; Herkenham et al.), e tre anni dopo viene identificato il CB2 nelle cellule del sistema immunitario ( Munro et al., 1993). Nel 1992 viene poi identificato il primo ligando endogeno dei recettori cannabinoidi, l'anandamide (o arachidonoiletanolamide). La scoperta di recettori specifici per i cannabinoidi esogeni, nonche la presenza di endocannabinoidi, ha dimostrato l'esistenza di un sistema cannabinoide endogeno, di cui si sono quindi caratterizzati i processi metabolici e i meccanismi d'azione. Le attuali conoscenze sul ruolo del sistema in una serie di processi fisiologici e patologici, e il potenziale effetto terapeutico dei cannabinoidi naturali e sintetici in una vasta gamma di patologie, sono frutto di un intenso lavoro di ricerca, sia sperimentale che clinica, svolto negli ultimi due decenni.

Lo scopo di questa tesi è di riassumere le attuali conoscenze riguardanti il sistema degli endocannabinoidi, come risultano dalla letteratura scientifica, e di valutare il potenziale uso dei derivati della cannabis nel trattamento delle epilessie. Infine, viene discusso il possible ruolo patogenetico di alterazioni a carico del sistema endocannabinoide nello sviluppo di una forma particolarmente grave di epilessia, l'epilessia associate a sclerosi temporale mesiale, e l'eventuale uso di farmaci in grado di "manipolare" il sistema endocannabinoide nel trattamento di questa forma, estremamente resistente ai convenzionali farmaci antiepilettici. 
Capitolo 2
IL SISTEMA DEGLI ENDOCANNABINOIDI

La Cannabis Sativa è una pianta erbacea a ciclo annuale, nella quale sono stati identificati piu di 400 costituenti differenti, oltre 60 dei quali appartengono alla famiglia dei cannabinoidi naturali, composti accomunati da una particolare struttura  a 21 atomi di carbonio.
Nonostante i derivati della Cannabis (Marijuana, Hashish etc.) sono stati usati a scopi terapeutici per migliaia di anni, le conoscenze chimiche e fisiologiche sui cannabinoidi sono relativamente recenti, essendo determinata la struttura chimica del suo principale componente psicoattivo, il ∆9-tetraidrocannabinolo (THC), soltanto nel 1964; Un altro importante cannabinoide naturale è il cannabidiolo (CBD), privo di attivita psicoattiva ma in grado di modulare l'azione del THC e dotato di probabile attivita ansiolitica, anticonvulsivante e antiinfiammatoria.
Alcuni dei principali composti identificati nella Marijuana sono elencati nella tabella n.1.
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 Tabella 1.  Principali cannabinoidi naturali.                                                                   
L'identificazione del ∆9-THC ha portato alla sintesi di potenti agonisti cannabinoidi, i quali hanno poi permesso di scoprire, all'inizio degli anni 90', la presenza nell'organismo umano di due tipi di recettori cui si legano i cannabinoidi esogeni: il CB1, espresso quasi esclusivamente nel sistema nervoso ma presente anche a livello dei testicoli, di alcuni sistemi ghiandolari e del microcircolo, e il CB2, inizialmente identificato soltanto nelle cellule del sistema immunitario, ma recentemente trovato anche nel sistema nervoso centrale (Mastuda ,1990; Munro ,1993; Van sickle, 2005 ).
Negli anni successivi sono poi stati individuati i ligandi endogeni di tali recettori: l'arachidonoiletanolamide o anandamide (AEA), anaologo del THC che si lega esclusivamente al CB1 (Devane et al. 1992), e il 2-arachidonoilglicerolo (2-AG), che puo attivare indifferentemente entrambi i tipi di recettori (Saguira et al., 1995; Mechoulan et al., 1995). Piu recentemente sono stati identificati altri tre ligandi endogeni dei recettori CB1 e CB2, cosiche sono attualmente conosciuti 5 endocannabinoidi, riassunti nella figura n.1
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Figura 1.  I ligandi endogeni dei recettori CB1 e CB2.
L'identificazione di recettori specifici per il THC, nonche la presenza degli endocannabinoidi, ha aperto la strada alla rivelazione di un intero sistema endogeno di segnalazione, noto come il sistema degli endocannabinoidi. Questo è costituito, oltre che dai recettori CB1 e CB2 e i loro ligandi endogeni, anche dalle proteine e gli enzimi preposti alla loro sintesi, trasporto, ricaptazione e degradazione. Molti di essi sono gia stati identificati, grazie all'intenso lavoro di ricerca svolto negli ultimi anni in tutto il mondo, contribuendo alle nostre attuali conoscenze biochimiche e farmacologiche.

2.1. I recettori cannabinoidi-struttura chimica e localizzazione anatomica.


I recettori cannabinoidi CB1 e CB2 appartengono alla famiglia dei recettori accopiati a proteine G, e sono pertanto costituiti da 7 eliche transmembrane, un dominio extraxellulare a cui si lega il ligando ed un dominio intracellulare accopiato appunto ad una proteina G. I recettori CB1 si sono rivelati tra i piu abbondanti recettori neuromodulatori presenti nel SNC, con massima espressione nei nuclei della base (sostanza nera, globus pallidus, nucleo peduncolato), nell'ippocampo, nel cervelletto, nella corteccia cerebrale (soprattutto nelle regioni cingolata, frontale e parietale) e nel nucleo accumbens (Matsuda, 1995; Gatly, 1996; Pertwew, 1997).

[image: image3]
Figura 2.  Regioni cerebrali dove i recettori CB1 sono particolarmente abbondanti.
Il rapporto tra le aree cerebrali in cui i recettori CB1 sono piu abbondanti e le funzioni fisiologiche di tali aree è riassunto nella tabella n.2
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Tabella 2. Rapporto tra sede di localizzazione dei recettori CB1    

                     e funzione fisiologica associata.

I recettori CB2 sono abbondanti soprattutto sulla membrana plasmatica di diverse cellule del sistema immunitario (macrofagi, monociti, linfociti B, neutrofili), ma recentemente sono stati trovati anche nel SNC, a livello del cervelletto, della corteccia cerebrale e del tronco encefalico (Van Sickle et al., 2005).


Recenti dati sperimentali indicano l'esistenza di un'altro recettore cannabinoide nel SNC (recettore CB3, o "non-CB1 non CB2"), in base all'evidenza che alcuni effetti dell'anandamide, un agonista del recettore CB1, non sono influenzati dalla somministrazione di antagonisti dello stesso recettore e si mantengono anche in topi privati di esso (knockout mice CB1_/_) (Di Marzo et al., 2000; De Petrocellis et al., 2004).

Infine, è stato dimostrato che l'anandamide è in grado di bloccare direttamente i canali di potassio TASK-1 e di calcio tipo T, e di attivare il recettore vanilloid tipo 1(TRVU1), attivato dal capsaicin (Di Marzo et al., 2002).
2.2. Sintesi, rilascio, ricaptazione e degradazione degli endocannabinoidi


Mentre fino la fine del ventesimo secolo sono stati scoperti solo due endocannabinoidi, l'anandamide (AEA; N-arachidonylethanolamine), il cui nome deriva dalla parola sanscrita ananda (beatitudine), e il 2-arachidonoylglicerolo (2-AG), negli anni recenti sono stati identificati altri 3 candidati al roulo di endocannabinoidi, cosiche la famiglia degli endocannabinoidi comprende attualmente i cinque composti riassunti nella figura n.1 (De Petrocellis et al., 2004).
 E stato dimostrato che gli endocannabinoidi sono sottoposti, a livello del SNC, a meccanismi di sintesi, rilascio, ricaptazione e degradazione che sono in parte simili a quelli degli altri neurotrasmettitori. Tuttavia, la struttura lipidica degli endocannabinoidi implica alcune differenze rispetto ai classici neurotrasmettitori, e li fa assomigliare alle prostaglandine (Howlett, 1995; Di Marzo, 1998; Romero, 2002). Per esempio, è ormai noto che gli endocannabinoidi vengono sintetizzati su richiesta dell'organismo come risposta a  particolari stimoli fisiologici e patologici, e che invece di essere immagazzinati in vescicole sinaptiche vengono immediatamente rilasciati nello spazio extracellulare; dopo essersi legati ai propri recettori, gli endocannabinoidi vengono ricaptati mediante un particolare trasportatore di membrane, e quindi sottoposti a processi enzimatici di degradazione ( Pertwee et al., 2000; Romero et al., 2000; De Petrocellis et al., 2004;).
Sintesi e degradazione dell'anandamide: 

L'anandamide deriva dal clivaggio di un precursore fosfolipidico, l'N-arachidonilfosfatidiletanolamine (NArPE), ad opera di una fosfolipasi D selettiva (NAPE-PLD) appartenente alla famiglia delle zinco-metalloidrolasi. L'NArPE deriva, a sua volta, dal trasferimento dell'acido arachidonico dalla posizione sn-1 della fosfatidilcolina al gruppo di testa del fosfatidiletanolamide, ad opera di una N-acyltransferasi (NAT) che richiede per la sua azione la presenza di ioni calcio e cAMP. Il processo di sintesi dell’anandamide è riassunto nella figura n.3 (da De pertocellis et al., 2004).
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Figura 3.  Sintesi Anandamide e 2-AG.

Dati farmacologici ed elettrofisiologici hanno dimostrato che la sintesi dell'anandamide puo essere indotta sia dall'entrata di ioni calcio nella cellula (in seguito alla sua depolarizzazione) sia dall'attivazione di alcuni recettori metabotropi, quail i recettori del glutammato di gruppo I,  i recettori muscarinici dell'acetilcolina e quelli D2 della dopamina, indipententemente o cooperativamente (Wilson et al., 2002;  Piomelli, 2003; De Petrocellis et al., 2004).


Sebbene alcuni autori suggeriscono che la degradazione intracellulare dell'anandamide potrebbe essere sufficiente per facilitare la diffusione del composto dallo spazio sinaptico extracellulare all'interno della cellula seguendo un gradiente di concentrazione (Glaser et al., 2003), la maggior parte delle evidenze fanno ritenere la presenza di un trasportatore di membrane selettivo per tale scopo (Hillard e Jarrahain, 2003;  Piomelli, 2003; De Petrocellis et al., 2004).

La degradazione dell'anandamide avviene mediante la sua idrolisi in Acido arachidonico ed Etanolamine, ad opera dell'enzima FAAH (Fatty acid amide hydrolase). 

Sintesi e degradazione del 2-AG:

Nonostante il 2-AG sia un composto intermedio di diverse vie metaboliche e si trova come precursore e/o prodotto di degradazione di fosfo-, di- e trigliceridi oltre che dell'acido arachidonico, è probabile che vi sia un pool di 2-AG prodotto attraverso una via metabolica speciale per la sola funzione come endocannabinoide (De petrocellis et al., 2004). L'osservazione che la sintesi ex-novo del 2-AG, come quella dell'anandamide, sia indotta nei neuroni dalla depolarizzazione di membrane, fa ritenere che questa via sia calcio-dipendente (Bisogno et al., 1992; Stella et al., 1997).


Il 2-AG è prodotto dall'idrolisi di diacilgliceroli contenenti 2-arachidonil, ad opera di una diacilglicerol-lipasi sn-1- selettiva (sn-1 DAGL). I diacilgliceroli che servono come precursori del 2-AG possono essere prodotti o dall'idrolisi di acidi fosfatidici (PA) contenenti 2-arachidonil ad opera di una fosfoidrolasi, o da quella di fosfoinositoli (PI) ad opera di una fosfolipasi C PI-selettiva. (vedi Figura n. 3). Due isoenzimi del DAGL (DAGLα e DAGLβ) sono stati di recente clonati e caratterizzati enzimaticamente (Bisogno et al., 2003). Essi sono stimolati dal calcio, sembrano possedere un sito catalitico tipico delle serine-idrolasi, e catalizzano la sintesi calcio-dipendente di 2-AG con funzione endocannabinoide.

Il 2-AG viene ricaptato da un trasportatore di membrane, e sottoposto a degradazione in acido arachidonico e glicerol ad opera di una monoacilglicerol-lipasi (Di Marzo et al., 1999; Piomelli, 2003).
Sintesi e degradazione degli altri endocannabinoidi:  


Le conoscenze attuali riguardanti i processi di sintesi di 2-AGE (Noladin), Virodhamin e NADA sono ancora molto limitate. La strutura chimica del Noladin non ne consente l'idrolisi enzimatica, per cui esso viene metabolizzato, dopo la ricaptazione cellulare, mediante diretta esterificazione in fosfolipidi di membrane (Fezza et al., 2002).

2.3. Meccanismo d'azione degli endocannabinoidi

Gli endocannabinoidi agiscono come mediatori locali, legandosi ai recettori CB delle cellule circostanti il sito di rilascio. Mentre anandamide, N-arachidonoyl-dopamine (NADA) e 2-arachidonyl-gliceryl-ether (2-AGE) sono funzionalmente piu selettivi per il CB1, Virodamine sembra preferire il CB2 e il 2-AG ha una potenza simile su entrambi i tipi di recettori.


I recettori CB sono accoppiati a proteine G, la cui attivazione stimola quei processi di segnalazione intracellulare comunemente associati a questo tipo si recettore (Pertwee, 1997). Gli effetti principali sono: inibizione dell'adenilato ciclasi, con riduzione degli effetti mediati da cAMP/protein kinasi A; Stimolazione delle mitogen-activated protein-kinasi; Inibizione dei canali di calcio voltaggio-dipendenti di tipo N e P/Q; Stimolazione dei canali del potassio tipo TASK-1; Stimolazione della  fosfatidilinositol 3-kinasi e della mobilizzazione del calcio intracellulare.


A livello del SNC, la presenza di alte concentrazioni degli endocannabinoidi e dei loro recettori sulle sinapsi GABAergiche e glutammatergiche suggerisce il loro coinvolgimento nella modulazione, su richiesta dell'organismo, della trasmissione sinaptica. In particolare, si è visto che il meccanismo d'azione degli endocannabinoidi a livello sinaptico è del tutto peculiare, in quanto essi, dopo essersi rilasciati da una terminazione postsinaptica, vanno ad agire in senso retrogrado su una terminazione presinaptica, attivando in questa sede il recettore CB1 e determinando, come ultimo risultato, il blocco transitorio del rilascio di GABA o glutammato. Figura n.4 (da Wilson, 2002).
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L'eccitazione protratta del neurone presinaptico determina la depolarizzazione del neurone postsinaptico, ove attraverso un meccanismo mediato dall'apertura di canali del calcio voltaggio-dipendenti e la concomitante attivazione di recettori metabotropi, vengono attivati gli enzimi preposti alla sintesi dell'endocannabinoide a partire da un precursore lipidico. L'endocannabinoide, altamente lipofilo, esce dalla cellula postsinaptica e, attravero una diffusione retrograda, lega il recettore CB1 del neurone presinaptico. Il recettore CB1 è dotato di 7 domini transmembrana ed è accopiato ad una proteina G, la cui attivazione determina il distacco delle subunita beta e gamma, che riducono direttamente l'ingresso di ioni calico e il rilascio calcio-dipendente del neurotrasmettitore. Quando ciò si verifica a livello dei neuroni GABAergici, determina una riduzione dell'inibizione mediata dal GABA, un fenomeno descritto inizialmente da  Marty (1991) e Alger (1992), che  prende il nome di “depolarization induced soppression of inibition” (DSI), mentre quando  avviene  a livello dei neuroni glutammatergici determina una riduzione dell'eccitazione mediata dal glutammato, e si definisce “depolarization induced soppression of excitation” (DSE). (Wilson, 2002).

A lungo andare, gli effetti degli endocannabinoidi sul rilascio presinaptico dei neurotrasmettitori possono influenzare il potenziamento a lungo termine (LTP-long term potentiation) a livello sinaptico, un processo importante per il rimodellamento e consolidamento delle sinapsi. Questo processo sarebbe inibito laddove è ridotta la trasmissione eccitatoria mediata dal glutammato, e facilitato ove è inibita la trasmissione inibitoria mediata dal GABA (Davis et al., 2002).

Oltre al meccanismo d'azione mediato dai recettori CB1 e CB2, sono recentemente emerse nuove evidenze sull'esistenza di un'altro tipo di recettore per gli endocannabinoidi e in particolare per l'anandamide (recettore CB3 o "non-CB1 non-CB2"), suggerite dall'osservazione che alcuni degli effetti neurocomportamentali di questo composto non sono aboliti da inibitori selettivi del CB1, e permangono anche in topi knockout CB1-/- (Di Marzo et al., 2002).


Infine, gli endocannabinoidi sarebbero in grado di agire direttamente su alcuni canali ionici (di calcio e potassio). Allo stesso modo, l'anandamide sembra in grado di attivare il recettore vanilloid tipo 1(TRPV1), inducendo tipici effetti mediati da questo recettore (entrata di calcio e depolarizzazione). Essi spiegherebbero l'effetto vasodilatatore dell'anandamide (Zygmunt et al., 2000).

2.4. Alcuni effetti degli endocannabinoidi sul SNC


Controllo psicomotorio - Diverse osservazioni fanno ritenere che gli endocannabinoidi possono esercitare un'azione modulante sull'attivita motoria: gli endocannabinoidi e i loro recettori CB1 sono abbondantemente distribuiti  a livello dei gangli della base e del cervelletto, le aree cerebrali deputate al controllo motorio (Herkenham et al., 1999; Bisogno et al., 1999); E' stato chiaramente dimostrato che i cannabinoidi (sia quelli endogeni che quelli naturali o sintetici) esercitano una potente azione sull'attivita motoria (Crawley et al., 1993; Wickens e pertwee, 1993; Smith et al., 1994; Romero et al., 1995); Alcuni studi hanno evidenziato un'alterata funzione dei recettori CB1 a livello dei gangli della base sia in modelli animali che in uomini affetti da diverse patologie neurologiche (Consroe et al., 1998; Romero et al., 2000; Paget et al., 2000; Lastres-Baker et al., 2001 e 2002).

Gli effetti degli endocannabinoidi sull'attivita motoria sono presumibilmente legati alla loro azione modulante sull'attivita di diversi neurotrasmettitori coinvolti nel controllo motorio, quali dopamina, GABA e glutammato (Romero et al., 2002).


Effetti sulla memoria e sull'apprendimento - L'effetto peggiorativo della marijuana sulla memoria è ben riconosciuto, e si pensa che un ruolo chiave sia esercitato dai recttori cannabinoidi a livello dell'ippocampo. Infatti, l'ippocampo rappresenta una delle regioni cerebrali a maggiore densita dei recettori CB1 (che vi sono espressi da una subpopolazione di neuroni contenenti anche vescicole secretorie di CCK), è noto ad essere implicato nei processi di apprendimento e consolidazione mnesica, e diversi studi hanno confermato severe alterazioni della memoria a breve termine in seguito all'uso della marijuana, che sono simili a quelle trovate in forme di demenza caratterizzate da degenerazione ippocampale, quale la malattia di Alzheimer.


Si pensa che a questo livello gli endocannabinoidi inibiscono il rilascio di diversi neurotrasmettitori, quali GABA, glutammato e acetilcolina (Davis et al., 2002), e che la riduzione del rilascio di glutammato a livelli inferiori a quelli necessari per l'attivazione dei recettori della N-metil-D-aspartato (NMDA) sia responsabile della riduzione di memoria a breve termine osservata nelle intossicazioni da cannabis, essendo questi recettori implicati nella formazione della memoria.


Uno studio recente ha dimostrato che gli endocannabinoidi promuovono la rimozione di ricordi spiacevoli grazie all'effetto inibitorio a livello dell'amigdala (Marsicano et al., 2002).


Controllo nocicettivo - Le proprieta analgesiche della cannabis sono state descritte gia da tempo, e si pensa attualmente che gli endocannabinoidi partecipano in un sistema naturale di analgesia, mediato dai recettori CB1 a livello del tronco cerebrale (Wilson et al., 2002). Infatti, alti livelli di endocannabinoidi si ossservano nel tronco cerebrale in seguito a stimoli nocivi e la somministrazione di antagonisti del recettore CB1 determina iperalgesia, suggerendo la presenza di un controllo tonico della nocicezione  mediato dai recettori CB1. Il principale meccanismo coinvolto nel controllo analgesico sembra essere la modulazione di impulsi inibitori discendenti dal tronco al midollo spinale, come conseguenza di un blocco del rilascio presinaptico del GABA da neuroni situati nelle aree del tronco cerebrale implicate nella nocicezione (RVM-rostral ventromedial medulla; PAG-midbrain periacqueductal gray).


Controllo ipotalamico dell'appetito - L'anandamide stimola l'assunzione di cibo nei roditori, suggerendo un ruolo degli endocannabinoidi nella regolazione dell'assunzione di alimenti e nel controllo del peso. Questo potrebbe essere mediato da un effetto inibitorio degli endocannabinoidi sull'ormone leptina, responsabile della soppressione dell'appetito.

 
Effetto antiemetico - Il sistema degli endocannabinoidi ha un ruolo di primaria importanza nel controllare le aree cerebrali deputate al vomito.

2.5. Cannabinoidi naturali e sintetici-farmacologia e possibili applicazioni terapeutiche


Sebbene la farmacologia della maggior parte dei cannabinoidi contenuti nella cannabis sativa non è nota, i recenti studi sul sistema cannabinoide endogeno stanno aprendo la strada verso la comprensione dei meccanismi di azione e degli effetti di questi composti .L'agente psicoattivo piu potente della cannabis è stato identificato ed isolato: è il ∆9-tetraidrocannabinolo (THC), che oggi puo essere prodotto anche in laboratorio. Altri cannabinoidi naturali sono il cannabidiolo (CBD), il cannabinolo (CBN), il cannabigerolo (CBG) e altri, indicati nella tabella n.1. Tutti questi composti agiscono come agonisti dei recettori CB1 e CB2.


Negli ultimi anni sono stati sviluppati diversi composti sintetici in grado di agire, direttamente o indirettamente, sui recettori cannabinoidi, e il drammatico impulso che la farmacologia dei cannabinoidi ha subito in questi anni ha fatto si che essi cominciano ad essere considerati una potenziale e promettente possibilita terapeutica di una varieta di malattie. Sono attualmente disponibili composti  con attivita di agonisti  e antagonisti, selettiva o meno, dei recettori CB1 e CB2, oltre che composti in grado di bloccare il trasporto di membrane degli endocannabinoidi  e gli enzimi deputati alla loro degradazione (Pertwee, 1999 e 2000). Tra gli agonisti dei recettori cannabinoidi, i piu importanti sono HU-210, CP55940 e R-(+)-WIN55, 212-2, che hanno una efficacia simile su entrambi i tipi di recettori, e gli analoghi dell'anandamide methanandamide, arachidonyl-2-chloroethylamide (ACEA), arachidonylcyclopropylamide (ACPA) e O-1812, ad attivita selettiva sui recettori CB1. Sono disponibili anche agonisti selettivi dei recettori CB2, quail L-759633, L-759656, JWH-133 e HU-308. Tra gli antagonisti dei recettori cannabinoidi i piu importanti sono il SR141716A, ad attivita selettiva sul CB1, e il SR144528, ad attivita selettiva sul CB2. Altri antagonisti selettivi del CB1 sono gli analoghi del SR141716A, AM251 e AM181, e il LY320135. Ci sono osservazioni convincenti a favore dell'ipotesi che queste sostanze siano degli agonisti inversi piuttosto che semplici antagonisti, e che pertanto, oltre che attenuare gli effetti degli agonisti, potrebbero esplicare essi stessi effetti che vanno nella direzione opposta (Pertwee, 1999 e 2000; Pertwee e Ross, 2002).Sono infine disponibili alcuni inibitori della ricaptazione degli endocannabinoidi, AM404, VDM-11, UCM707, OMDM-1 e OMDM-2 (Beltramo et al.,1997; Lopez-Rodrigues et al., 2003; de Lago etal., 2004), e due inibitori irreversibili dell'enzima FAAH, AM347 e AM381.


Attualmente sono gia in commercio, in alcuni paesi ma non in Italia, cannabinoidi di sintesi approvati per il trattamento della nausea e il vomito di cui soffrono alcuni pazienti con neoplasie trattati con chemioterapia, e per la stimolazione dell'appetito nella "wasting syndrome" (syndrome da deperimento organico) correlata all'AIDS. Il Dronabinol è un THC sintetico commercializzato col nome di Marinol negli USA, Germania, Olanda e Israele, mentre il Nabinolo è commercializzato col nome di Cesamet in Gran Bretagna e in Canada. Essi sono disponibili sotto forma di capsule, da assumere per via orale. Oltre a queste due indicazioni terapeutiche legalmente  accettate nei paesi sopracitati, esiste una serie di patologie, soprattutto di ordine neurologico, per le quail vi è un presupposto razionale di efficacia clinica, che trova ampio riscontro negli studi sull'animale e, almeno in parte, da casi aneddotici riportati nella letteratura specialistica e da recenti indagini epidemiologiche condotte col metodo caso-controllo in doppio cieco. Tra le patologie neurologiche di maggiore interesse come possible target del trattamento con i cannabinoidi di sintesi, vi sono diversi disturbi motori (malattia di Parkinson, corea di Huntington, spasticità nella sclerosi multipla), i traumi cranici e l'epilessia.

Modalità  di assunzione dei derivati della cannabis e farmacocinetica:

Inalazione - Sebbene il fumo della marijuana rappresenta una modalita di assunzione semplice ed efficace, esso comporta gli stessi rischi per la salute del fumo di tabacco, legati alla combustione di composti organici irritanti per le vie respiratorie e cancerogeni. Tale modalità di assunzione non è quindi da utilizzare, anche se  l'effetto della cannabis inalata è assai rapido e il paziente riesce a raggingere l'effetto terapeutico con dosaggi minori di quelli necessari nell'assunzione orale (maggiore biodisponibilità), con minore incidenza di effetti collaterali.


Via orale - Come sopracitato, i cannabinoidi sintetici attualmente in commercio in molti paesi (ma non in Italia) sono disponibili sotto forma di capsule, da assumere per bocca. Anche questa modalita presenta pero degli inconvenienti: in primo luogo, l'assorbimento gastrointestinale è lento e le capsule devono essere assunte da una a due ore prima dei pasti; inoltre, l'assunzione per via orale comporta una metabolizzazione del farmaco a livello epatico (effetto di primo passaggio), con produzione di derivati metabolici meno attivi, il che comporta spesso la necessita di somministrare dosaggi elevati di THC per ottenere l'effetto terapeutico, con conseguente maggiore incidenza di effetti collaterali.


Altre - Sono attualmente in studio formulazioni di cannabinoidi da assumere per altre vie, per evitare gli effetti dannosi del fumo e aumentare la rapidita d'azione rispetto ai preparati ingeriti. una valida alternativa sia alla cannabis fumata che all'ingestione per bocca potrebbe essere rappresentata dall'assunzione per via inalatoria, mediante un vaporizzatore. Alcuni modelli di vaporizzatori sono gia stati testati clinicamente, con buoni risultati. Inoltre, si stanno sperimentando uno spray a base di fitocannabinoidi che consente di assumere il farmaco spruzzandolo sotto la lingua, e cerotti che rilasciano cannabinoidi nella circolazione sanguina attraverso la pelle.


Potenziali effetti collaterali della terapia con cannabinoidi:

Molti pazienti riferiscono una minore efficacia terapeutica e una maggiore incidenza di effetti collaterali dei cannabinoidi sintetici disponibili in commercio rispetto ai prodotti naturali (Grinspoon, 1997). Questa migliore tollerabilita dei prodotti naturali sarebbe legata alla presenza, oltre al THC, anche del CBD (non presente nei prodotti sintetici attualmente in commercio), che è in grado di modulare l'azione del THC, attenuandone gli effetti collaterali e prolungandone la durata d'azione. Si pensa tuttavia  che la sedazione legata alla terapia con  la cannabis sia dovuta proprio al CBD.


Gli effetti collaterali della terapia con cannabis o THC sono dose-dipendenti, per cui è buona norma iniziare la terapia con basse dosi e aumentarle lentamente, in modo da poter determinare la dose efficace priva di effetti collaterali indesiderabili.


Gli effetti collaterali acuti possono essere distinti in psichici e fisici. Fra i primi, i piu comuni sono euforia, ansia, diminuzione della memoria, depressione, allucinazioni, sedazione e riduzione della performance psicomotoria; Gli effetti collaterali di ordine fisico piu spesso riferiti sono secchezza della bocca, disturbi motori, debolezza muscolare, ipotensione arteriosa in posizione eretta, capogiri e tachiardia. Gli effetti collaterali acuti scompaiono in genere entro alcune ore senza trattamenti specifici, ma a volte possono durare fino a tre giorni. Tassinari e coll. (1976) non hanno riscontrato effetti tossici persistenti, neppure con dosi massiccie assunte in acuto da soggetti vergini. E' interessante notare che alcuni degli effetti collaterali, quail l'euforia prodotta dal THC e la sedazione dovuta al CBD, potrebbero essere addiritura vantaggiosi in alcune situazioni cliniche. 
Per molti degli effetti terapeutici, tra cui anche quello anticonvulsivante, è stato descritto lo sviluppo di tolleranza. E anche noto che la cannabis puo determinare dipendenza, con possibili manifestazioni indesiderabili da astinenza.


Infine, sono da tener presente le possibili interazioni tra cannabis o THC ed altri farmaci. Infatti, alcuni farmaci possono aumentare o diminuire certi effetti della cannabis e/o del THC, ovvero certi effetti di questi farmaci possono essere aumentati o diminuiti dalla cannabis e/o dal THC, per cui sembra probabile che l'uso dei farmaci a base di cannabinoidi potrebbe essere controindicato per alcuni pazienti. 
Capitolo 3

CANNABIS ED EPILESSIA


Le epilessie sono delle sindromi cerebrali croniche che colpiscono circa l'1 per cento della popolazione, caratterizzate da improvvisi fenomeni ricorrenti a varia semiologia, causati da  scarica parossistica e ipersincrona di tutto o di un gruppo di neuroni corticali. Nel primo caso si parla di crisi generali, mentre nel secondo caso di crisi focali. Dal punto di vista etiologico, le epilessie si distinguono principalmente in tre forme: Idiopatiche (non lesionali), spesso ad impronta genetica; Secondarie, sostenute da una lesione cerebrale nota (traumi, neoplasie, ictus etc.); Criptogeniche, nelle quali si sospetta una lesione che tuttavia non è stata ritrovata.

Le attuali terapie farmacologiche disponibili per trattare le epilessie risultano efficaci ad eliminare completamente la sintomatologia in un terzo dei casi e riducono la frequenza degli attacchi in un altro terzo, ma la restante parte dei malati non rispondono ai farmaci convenzionali o non li tollerano a causa degli importanti effetti collaterali. E quindi evidente la nacessita di trovare nuove classi di farmaci per trattere quei pazienti, la cui qualita di vita risulta gravamente compromessa dal ripetersi delle crisi. La potenziale efficacia della cannabis nel trattamento di alcune forme di epilessia era gia stata riportata nell'ottocento, quando Reynolds (1890) la considerava molto efficace negli spasmi muscolari di diversa natura. Fin dagli anni settanta del novecento si hanno poi occasionali osservazioni sulle proprietà anticonvulsivanti della cannabis, sia sull'animale di esperimento che sull'uomo, ma è solo verso la fine del secolo precedente e nei primi anni del ventunnesimo secolo, con la scoperta del sistema degli endocannabinoidi e la comprensione che esso potrebbe essere coinvolto in una serie di processi fisiologici e patologici, che i dati diventano sempre piu numerosi e suggeriscono la reale possibilita di utilizzare i cannabinoidi come antiepilettici nella pratica clinica. Tuttavia, la maggior parte dei dati derivano da sperimentazioni fatte sull'animale e i dati sull'uomo sono ancora relativamente scarsi, di tipo aneddotico e non sempre convincenti.
3.1. Dati sperimentali sull'animale

Come sopracitato, le prime osservazioni sulle proprieta anticonvulsivanti della cannabis risalgono agli anni settanta del novecento, quando vengono pubblicati diversi articoli che segnalano l'attivita anticonvulsivante e profilattica dei cannabinoidi in alcuni modelli sperimentali di epilessia indotta sull'animale (Consroe, 1973; Carlini, 1973; Karler, 1974; Wada, 1975; Corcoran, 1978), comparandoli anche con altri farmaci anticonvulsivanti (Sofia, 1976, 1977; Consroe, 1977).


Nei primi anni ottanta si precisano le differenze fra i due principali componenti della cannabis: il THC che, a seconda delle condizioni sperimentali, puo' avere azione anticonvulsivante o precipitare crisi convulsive, e il CBD, che appare un valido anticonvulsivante. Sono descritti un effetto deprimente del CBD ed eccitante del THC sul SNC, una diversa efficacia del CBD a seconda della specie animale, e una maggiore efficacia del CBD rispetto ai barbiturici sia nelle crisi di grande male che nell'epilessia focale corticale e nelle convulsioni parziali complesse (Carlini, 1981; Consroe, 1981; Karler, 1981).


Negli anni successivi, diversi derivati sintetici della cannabis sono stati valutati per il loro effetto in vitro sull'eccitabilita neuronale. WIN 55,212-2, un'agonista sintetico del THC, si è dimostrato efficace ad attenuare la scarica elettrica indotta dal magnesio in colture di cellule ippocampali (Shen e Thayer,1999), e i composti endogeni anandamide e 2-AG si sono dimostrati utili a ridurre l'ampiezza di scarica e la disregolazione epilettiforme indotta dal magnesio in preparati di cellule ippocampali di ratto (Ameri e Simme,2000). Il meccanismo responsabile di questa ridotta eccitabilita sembra correlarsi all'inibizione presinaptica del rilascio del glutammato, il principale neurotrasmettitore eccitatorio nel SNC (Shen e Thayer, 1999; Takahashi e Linden, 2000). Il fatto che l'ippocampo rappresenti una area cerebrale importante per la modulazione dell'attivita convulsivante e l'alta densita dei recettori CB1 nell'ippocampo, rafforzano ulteriormente l'ipotesi che i recettori CB1 e i loro ligandi abbiano un ruolo nella modulazione intrinseca dell'eccitabilita neuronale in questa sede (Herkenham et al, 1990; Matsuda et al, 1990; Tsou et al, 1998; Wallace et al, 2001).

Modello di epilessia indotta da shock elettrico:

Nel 2001, Wallas et al. hanno dimostrato che gli effetti anticonvulsivanti del THC e del suo analogo sintetico WIN 55,212-2, in un modello sperimentale di epilessia parziale secondariamente generalizzata, sono mediati dai recettori CB1, a differenza degli effetti anticonvulsivanti del CBD. In questo esperimento, THC, WIN 55,212-2 e CBD mostravano un'efficacia anticonvulsivante simile alla fenitoina, utilizzata con successo nel trattamento delle convulsioni tonico-cloniche e parziali, ma a differenza degli ultimi due composti, i cui effetti non risultavano significativamente influenzati dalla precedente somministrazione dell'antagonista del CB1 SR141716A, lo stesso trattamento ha completamente abolito l'effetto anticonvulsivante del THC e di WIN 55,212-2. Inoltre, la dose di THC che produceva effetto anticonvulsivante (10 mg/kg i.p) ha anche determinato i classici effetti neurocomportamentali indotti dalla marijuana (analgesia, ipotermia e ridotta attività motoria spontanea), mentre tali effetti non si sono verificati dopo somministrazione di CBD, suggerendo che anche essi siano correlati ai recettori CB1. Studi molecolari e farmacologici hanno mostrato che gli effetti ipoeccitatori di THC e WIN 55,212-2 siano legati alla modulazione, mediata dai recettori CB1, sia di diversi canali ionici di membrane (canali di calcio voltaggio-dipendenti, canali del potassio di tipo A) con conseguente stabilizzazione del potenziale di membrane, sia del rilascio calcio-dipendente del glutammato, il principale neurotrasmettitore eccitatorio nel SNC, i cui livelli si sono dimostrati elevati in foci epilettogeni (Matsuda et al, 1990; Mackie et al, 1995; Pan et al, 1996; Shen et al, 1996; Shen e Thayer, 1999).


In uno studio successivo pubblicato nel 2002 da Wallace et al., l'anandamide e il suo analogo O-1812 si sono dimostrati efficaci anticonvulsivanti in un modello sperimentale simile al precedente, e gli effetti osservati erano aboliti dal pretrattamento con l'antagonista del CB1 SR141716A, indicando che il meccanismo d'azione implicato sia mediato dai recettori CB1. Inoltre, la somministrazione di SR141716A ha significativamente ridotto la soglia convulsiva rispetto al placebo, suggerendo la presenza di un meccanismo di modulazione tonica esercitato dagli endocannabinoidi sull'attivita convulsiva, la cui riduzione aumenta la vulnerabilita a sviluppare convulsioni tonico-cloniche. Secondo gli autori, il piu probabile meccanismo anticonvulsivante degli endocannabinoidi sarebbe quello legato all'inibizione del rilascio di glutammato, visto che alti livelli di questo neurotrasmettitore sono stati trovati in foci epilettici. Infatti, l'eccessiva attivita eccitatoria è dannosa per i neuroni, in quanto stimola vie molecolari che portano alla morte cellulare attraverso un processo noto come eccitotossicita, che si pensa sia coinvolto nell'evoluzione di diverse patologie del SNC, tra le quali la malattia di Alzheimer, la malattia di Parkinson e alcune forme di epilessia (Coyle et al., 1993; McNamara et al., 1999; Lutz, 2004).
Modello di convulsioni febbrili:

In uno studio condotto da Chen et al. (1999, 2003), sono state valutate le alterazioni strutturali, conseguenti all'induzione di convulsioni febbrili in ratti al decimo giorno di vita, a carico del sistema limbico. E stato dimostrato che in questi ratti, anche dopo una singola crisi febbrile prolungata, avvengono delle specifiche alterazioni a lungo termine a carico delle cellule nervose nell'ippocampo, consistenti in una alterazione della neurotrasmissione inibitoria mediata dai neuroni GABAergici. Gli autori hanno dimostrato che questa alterazione della trasmissione GABAergica sia attribuita ad un aumento del numero di recettori presinaptici CB1 negli interneuroni GABAergici ippocampali, con conseguente inibizione del rilascio del GABA, mediata dagli endocannabinoidi secondo il meccanismo del DSI (depolarization-induced soppression of  inhibition). Queste alterazioni sono risultate selettive per la trasmissione inibitoria mediata dal GABA, mentre non è stata riscontrata nessuna alterazione a carico della trasmissione del glutammato. Queste alterazioni potrebbero spiegare l'associazione tra le convulsioni febbrili postnatali e l'evoluzione verso l’epilessia che spesso si osserva in pazienti affetti da tale patologia, in quanto sarebbero responsabili di una cronica carenza di inibizione e, dunque, di una riduzione della soglia convulsiva.


Modello di epilessia indotta da pilocarpina:

La pilocarpina è un'agonista dei recettori muscarinici dell'acetiilcolina, che induce nei ratti una forma di epilessia caratterizzata da crisi spontanee e ricorrenti, simile all'epilessia del lobo temporale nell'uomo.E stato dimostrato (Wallace et al., 2003) che la somministrazione in questi animali di THC e del suo analogo WIN 55,212-2 abolisce completamente l'insorgenza delle crisi epilettiche, mentre l'antagonista del CB1 SR141716A  determina un significativo aumento sia della durata che della frequenza delle crisi, che in alcuni casi erano paragonabili alla forma clinica di stato di male epilettico. Inoltre, gli autori hanno dimostrato che l'espressione dei recettori CB1 nei neuroni ippocampali in seguito alle convulsioni era aumentata, e che nel corso delle crisi convulsive i livelli del 2-AG nell'ippocampo si sono significativamente innalzati, suggerendo che, oltre all'attività anticonvulsivante dei cannabinoidi esogeni, ci sia anche un tono cannabinoide endogeno che modula la durata delle crisi epilettiche, attraverso l'attivazione dei recettori CB1.
Modello di epilessia indotta da pentilentetrazolo:

In questo modello di convulsioni cloniche indotte da pentilentetrazolo (PTZ), è dimostrato che la somministrazione di ACPA, un analogo selettivo del recettore CB1, aumenta la soglia convulsiva, mentre l'antagonista del CB1, AM251, la riduce. Questa è un'altra dimostrazione dell'effetto anticonvulsivante CB1-mediato dei cannabinoidi. In questo studio, inoltre, gli autori hanno esaminato la possible interazione funzionale tra cannabinoidi ed oppioidi, suggerendo che sia possible una combinazione di meccanismi tra le due classi di sostanze nell'innalzamento della soglia convulsiva, ma non nel controllo delle convulsioni miocloniche e toniche-cloniche generalizzate.

Modello di epilessia indotta da acido kainico:

L'acido kainico (KA), un agonista dei recettori glutammatergici, induce convulsioni acute, le cui insorgenza sembra coinvolgere l'ippocampo (Ben-Ari et al.,2000). Usando questo modello, è stato dimostrato che i recettori CB1 svolgono un ruolo essenziale nella protezione nei confronti delle convulsioni (Marsicano et al.,2003). Infatti, i topi con un difetto recettoriale erano piu suscettibili alle convulsioni indotte da KA rispetto ai topi wild-tipe. In questi ultimi, KA ha indotto un transitorio aumento dei livelli di anandamide, e il prolungamento dell'azione dell'anandamide mediante l'inibitore della sua ricaptazione, UCM707, ha mostrato un effetto protettivo contro le convulsioni indotte da KA. Usando un'altra linea di topi, è stato poi dimostrato che gli effetti protettivi del sistema endocannabinoide sono mediati dai recettori CB1 espressi sui neuroni glutammatergici nell'ippocampo. (Lutz, 2004).

3.2. Dati sperimentali sull'uomo


Luso della cannabis a scopo terapeutico ha una lunga storia, e risale a circa 5000 anni fa. Infatti, il trattamento delle convulsioni epilettiche è stato menzionato per la prima volta nel quindicesimo secolo. Nei primi anni del dicianovesimo secolo, O'shaughnessy investigò gli effetti della marijuana su diverse malattie, descrivendola come analgesica, anticonvulsivante, antispasmodica e antiemetica. Nel 1890, Reynolds riportò un ruolo della cannabis nel trattamento dell'epilessia ( Lutz, 2004).

I studi clinici per la valutazione degli effetti dei cannabinoidi naturali sulle convulsioni risalgono comunque ai primi anni settanta del secolo scorso, dopo la scoperta del THC quale componente psicoattivo della marijuana. Finora, purtroppo, i dati disponibili da studi eseguiti sull'uomo sono ancora relativamente scarsi e non sempre convincenti, e nessun studio su larga scala ha ancora stabilito se gli agonisti dei recettori CB1 o il CBD siano di qualche beneficio nel trattamento delle epilessie.

Le evidenze cliniche con la marijuana consistono in alcuni casi aneddoticamente riportati, ed uno studio epidemiologico controllato sull'effetto dell'uso illecito di diverse droghe, inclusa la marijuana, sul rischio d'insorgenza delle crisi epilettiche. Consroe et el. (1975) hanno riportato che l’uso della cannabis, in associazione con dosi terapeutiche di fenobarbital e difenildantoina (fenitoina), era necessario per controllare le crisi epilettiche in un paziente di 24 anni. Elisson et al. (1990) hanno riportato una ridotta frequenza di crisi di epilessia parziale complesssa in un paziente che faceva uso della cannabis.. Tuttavia, altri autori hanno descritto effetti proconvulsivanti della stessa pianta (keeler et al., 1967; Cohen, 1997).  Ng et al. (1990) hanno valutato gli effetti dell’uso di eroina, cocaina e marijuana sull’insorgenza di una prima crisi epilettica in 308 pazienti ricoverati con epilessia e 294 controlli. I risultati suggeriscono che la marijuana, a differenza delle altre droghe, potrebbe rappresentare un fattore protettivo contro l’insorgenza di una prima crisi epilettica nell’uomo. Consroe (1998), riassumendo i dati clinici disponibili sugli effetti anticonvulsivanti della marijuana sull’uomo, ha suggerito che essa potrebbe prevenire l’insorgenza delle convulsioni toniche-cloniche e parziali, ma non delle assenze. Gordon et al. ( 2001) hanno valutato la sicurezza dell’uso di alcool e marijuana in pazienti epilettici; Gli autori hanno dimostrato che l’abuso di alcool predispone alle crisi epilettiche, mentre gli effetti della marijuana sulle crisi non erano del tutto convincenti, ma suggerivano un possibile ruolo protettivo nei confronti delle crisi toniche-cloniche e parziali. Zagoni e Albano (2002) hanno riassunto i dati disponibili nella letteratura riguardanti gli effetti di diverse sostanze psicostimolanti in pazienti epilettici, concludendo che la marijuana, a differenza delle altre sostanze quali cocaina ed amfeamina, potrebbe avere un ruolo medico nel trattamento delle epilessie; Inoltre, gli autori hanno suggerito che l’uso di tutti i psicostimolanti, ad eccezione della marijuana, può indurre crisi epilettiche in soggetti sani. Gross et al. (2004) hanno condotto un sondaggio telefonico standardizzato su pazienti epilettici in un centro di cura in Canada, per valutare la prevalenza d’uso della marijuana tra essi: il 21% dei 160 pazienti esaminati hanno riferito di aver usato la marijuana nell’anno precedente; Tra i soggetti che hanno fatto uso della marijuana, il 68% ha riferito di aver tratto effetti benefici riguardanti la severità delle crisi, e il 54% ha riportato minore frequenza delle stesse. 

Per quanto riguarda il canabidiolo (CBD), vi sono tre trials controllati in doppio cieco ed un trial aperto che valutano i suoi effetti in adulti con convulsioni toniche-cloniche e/o parziali complesse (Consroe, 1998). I risultati complessivi suggeriscono la possible efficacia clinica del CBD, ma non sono del tutto convincenti.( Tabella n.3.).
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                                             condotti con il CBD.
Per concludere, le evidenze cliniche a nostra disposizione suggeriscono che la marijuana, il THC e il CBD potrebbero avere effetti antiepilettici in alcuni individui. Gli agonisti dei recettori CB1 sono stati dimostrati sia pro- che anti-convulsivanti a seconda dello studio, e il CBD è stato riportato sia come ininfluente che beneficio nei confronti delle convulsioni epilettiche. Questi risultati controversi potrebbero in parte essere spiegati grazie alla migliore comprensione della funzione del sistema endocannabinoide che si è avuta negli ultimi anni. Infatti, visto che i recettori CB1 si trovano sia a livello dei neuroni GABAergici che di quelli glutammatergici, e che l'attivazione di tali recettori determina la ridotta liberazione del neurotrasmettitore corrispondente, una sistemica somministrazione di agonisti del CB1 potrebbe  non agire su quella subpopolazione neuronale responsabile degli effetti protettivi anticonvulsivanti, ma potrebbe addiritura aggravare le convulsioni, nel caso stimolasse la subpopolazione opposta (Lutz et al., 2004). Per quanto riguarda gli effetti anticonvulsivanti del CBD, essi non sono ancora stati compresi, e dovrebbero essere ulteriormente investigati.
Capitolo 4

L’EPILESSIA  ASSOCIATA A SCLEROSI TEMPORALE MESIALE
L’epilessia associata a sclerosi temporale mesiale (MTLE- mesial temporal lobe epilepsy) è una particolare forma di epilessia del lobo temporale (TLE- temporal lobe epilepsy), caratterizzata dalla presenza, visualizzabile radiologicamente, di sclerosi temporale mesiale (MTS- mesial temporal sclerosis). Essa esordisce tipicamente in età puberale- adolescenziale ed è particolarmente resistente ai convenzionali farmaci antiepilettici. Si tratta di un’epilessia parziale con crisi complesse, caratterizzata clinicamente dalla presenza di aura, spesso epigastrica, con sintomi vegetativi o psichici, perdita di contatto, arresto dell’attività, sguardo fisso, automatismi oro-alimentari. Rara è la ricorrenza di crisi secondariamente generalizzate. L’epilessia del lobo temporale rappresenta la forma più frequente di epilessia umana, ma le cause e i meccanismi coinvolti nel suo sviluppo non sono ancora completamente conosciuti; Il fatto che la maggior parte dei soggetti con TLE non hanno una storia familiare, suggerisce che essa sia una conseguenza di fattori acquisiti, piuttosto che di fattori genetici (Bender et al., 2004).

Nonostante le cause della MTS e della TLE che ne deriva non siano ancora note completamente, alcuni studi retrospettivi hanno dimostrato un possibile ruolo eziopatogenico delle convulsioni febbrili in età precoce (Sokol et al., 2002; Baulac et al., 2004; Cendes, 2004). Infatti, l’osservazione di Falconer et al. (1964) ha messo in evidenza che, tra 100 pazienti sottoposti a intervento chirurgico per epilessia del lobo temporale farmacoresistente, la MTS era il singolo fattore patologico più frequente, e il 30% dei pazienti con MTS avevano una storia anamnestica di convulsioni febbrili in età precoce, rispetto al 6% dei pazienti senza MTS. Inoltre, mentre le convulsioni febbrili rappresentano un dato anamnestico presente nel 10-15% dei pazienti con epilessia in generale, esse risultano presenti nel 25% dei pazienti con epilessia del lobo temporale, e addirittura nel 50-80% di quelli con epilessia da MTS (Baulac et al., 2004).
 La correlazione patogenetica tra le convulsioni febbrili e la MTS è tuttora in fase di dibattito. Infatti, se da un lato le convulsioni febbrili potrebbero creare un danno all’ippocampo e determinare il successsivo sviluppo di sclerosi, essi potrebbero, dall’altra parte, essere anche soltanto un epifenomeno di una disfunzione ippocampale, ascrivibile ad un insulto avvenuto in epoca pre-perinatale e/o a fattori genetici (Cendes, 2004). Per quanto riguarda la prima ipotesi, è stato suggerito che lo sviluppo di  MTS avviene dopo un lungo periodo di tempo dall’evento convulsivo febbrile, e che nel determinare la sequenza degli eventi convulsioni febbrili- MTS- TLE vi sia un ruolo determinante di diversi fattori genetici di suscettibilità, nonchè di fattori ambientali. E’ stato inoltre dimostrato che dopo una convulsione febbrile prolungata l’ippocampo subisce una serie di alterazioni morfologiche, consistenti dapprima in aumento di volume (swelling) e quindi in sclerosi, dopo un intervallo di tempo variabile da alcuni mesi a diversi anni ( Sokol et al., 2002). Essi potrebbero essere spiegati dall’edema o l’aumentato flusso sanguigno conseguenti alle convulsioni febbrili, e dal danno eccitotossico conseguente al rilascio di glutammato in corso delle stesse convulsioni, rispettivamente.

Cannabis ed epilessia associata a MTS
Alcune evidenze sperimentali suggeriscono che dopo una  convulsione febbrile, anche singola ma prolungata, avvengono nell’ippocampo delle specifiche alterazioni a lungo termine, che risultano in un abbassamento della soglia convulsiva, e pertanto predispongono allo sviluppo dell’epilessia. Chen et al. (2003), in uno studio condotto sul ratto, hanno mostrato che in seguito ad una convulsione febbrile, si ha un selettivo aumento del numero dei recettori CB1 sui neuroni GABAergici nell’ippocampo, con conseguente aumentata inibizione del rilascio di GABA, e quindi una cronica carenza della neurotrasmissione inibitoria. Inoltre, Bender et al. (2003, 2004) hanno dimostrato che l’ipereccitebilità conseguente a convulsioni febbrili è legata ad una riorganizzazione (“sprouting”) delle connessioni assonali nell’ippocampo immaturo, e ad alterazioni nell’espressione di diversi geni.

Un’altra possibile spiegazione dello sviluppo di epilessia in seguito a convulsioni febbrili emerge da un recente articolo pubblicato da Ben-Ari e Holmes (2005), in cui viene proposta l’ipotesi che l’azione inibitoria del GABA potrebbe, nel tessuto sclerotico, trasformarsi in eccitatoria. Infatti, recenti studi suggeriscono che l’azione del GABA, in diverse strutture cerebrali e in una varietà di specie animali, sia eccitatoria durante le prime fasi dello sviluppo cerebrale, e si trasforma in inibitoria in seguito ad un preciso segnale, geneticamente programmato, il cui momento filogenico rimane ancora da definire. Nell’ippocampo dei ratti, tale trasformazione avviene verso la fine della seconda settimana di vita postnatale, e sembra ragionevole presumere che un processo simile avvenga anche nella specie umana. L’azione eccitatoria del GABA è legata all’accumulo intracellulare di ioni cloro, per la prevalente azione del cotrasportatore di membrana Na ,K/2Cl su quello K/Cl, e ha importanti implicazioni per il precoce sviluppo cerebrale, in quanto provvede a garantire l’iniziale stimolo eccitatorio e trofico necessario per la modulazione dei processi di migrazione e differenzizione cellulare e per la corretta formazione delle sinapsi. Inoltre, è stato dimostrato che i meccanismi di regolazione della concentrazione intracellulare del cloro sono marcatamente alterati in foci epilettici, e che l’azione del GABA, registrata in preparazioni in vitro di cellule ippocampali provenienti da pazienti sottoposti a resezione chirurgica per epilessia del lobo temporale, sia eccitatoria invece che inibitoria. Perché durante le convulsioni vengono attivati molti geni, tra i quali alcuni che sono normalmente espressi nei neuroni soltanto nel corso dello sviluppo, la presenza  di convulsioni febbrili nei primi periodi di vita potrebbero essere alla base del successivo sviluppo di epilessia, attraverso l’innesco di quei meccanismi di segnalazione cellulare che portano alla trasformazione della funzione del GABA da inibitoria ad eccitatoria. Questo meccanismo potrebbe spiegare il fatto che le benzodiazepine, farmaci antiepilettici il cui meccanismo d’azione consiste nella stimolazione delle sinapsi GABAergiche, risultano inefficaci nel trattamento dell’epilessia del lobo temporale associata a MTS.


Ipotesi di utilizzo dei cannabinoidi o dei loro antagonisti nel trattamento della epilessia associata a MTS
Se il meccanismo di aumento dei recettori CB1 ad azione inibitoria sulla liberazione di GABA fosse confermato anche nell’uomo, si potrebbe ipotizzare che la cronica carenza di inibizione, dovuta all’eccessivo blocco del rilascio di GABA, possa avere un ruolo patogenetico nello sviluppo dell’epilessia umana associata a MTS. In tal caso la somministrazione di antagonisti dei recettori CB1 GABAergici potrebbe riequilibrare la situazione di cronica carenza di inibizione, correlata alla riduzione nel rilascio del GABA (Ambrosetto et al.). 

Se invece gli studi sull’uomo dovessero confermare l’effetto eccitatorio paradosso del GABA sul tessuto coinvolto dalla sclerosi mesiale, THC e CBD o loro agonisti, ad effetto inibente il rilascio di GABA, o quei composti in grado di bloccare la ricaptazione e la degradazione degli endocannabinoidi aumentandone la durata d'azione, potrebbero trovare un ruolo nel bagaglio terapeutico di tale forma di epilessia, tra le più gravi e devastanti nel soggetto adulto, che a tutt’oggi trova una risoluzione soltanto chirurgica, con la lobectomia del lobo temporale coinvolto dal processo sclerosante.
CONCLUSIONE

La scoperta, all'inizio degli anni novanta del secolo precedente, dellla presenza nell'organismo umano del sistema degli endocannabinoidi, ha dato l'inizio ad una serie di sperimentazioni, il cui scopo era quello di caratterizzare i processi metabolici e di comprendere il meccanismo d'azione ed il ruolo fisiologico e patologico di tali composti. L'intenso lavoro di ricerca, svolto in tutto il mondo, ha permesso di mettere in luce la presenza nel SNC di  un nuovo sistema di segnalazione, implicato in una serie di importanti processi fisiologici, quali il controllo motorio, la memoria, l'omeostasi e la nocicezione. La sintesi di composti sintetici in grado di "manipolare" il sistema e lo sviluppo di modelli sperimentali che riproducono nell'animale di esperimento diverse patologie umane, soprattutto di ordine neurologico, ha quindi permesso di ipotizzare un ruolo del sistema degli endocannabinoidi nella patogenesi di queste patologie, e il possible impiego dei cannabinoidi naturali o sintetici e dei composti in grado di modulare l'azione dei recettori CB1 nel loro trattamento. 

In questa tesi ho portato i dati sperimentali disponibili nella letteratura scientifica, che dimostrano come l'impiego dei cannabinoidi potrebbe avere un ruolo nel trattamento di alcune forme di epilessia, quali quelle caratterizzate da convulsioni toniche-cloniche e parziali. Ho quindi considerato il ruolo che le alterazioni a carico del sistema degli endocannabinoidi potrebbero avere nello sviluppo dell'epilessia del lobo temporale associata a sclerosi temporale mesiale, e il razionale  di un eventuale utilizzo dei cannabinoidi naturali o sintetici e dei loro antagonisti nel trattamento di questa forma di epilessia.
In conclusione, ritengo che nonostante i dati scientifici a sostegno dell'uso dei cannabinoidi nel trattamento delle epilessia non sono ancora sufficienti, essi giustificano lo svolgimento di ulteriori ricerche per valutare il possible impiego di tali composti nella pratica clinica, per lo meno in quei casi di epilessia farmacoresistente, e quando le terapie convenzionali sono gravate da inaccettabili effetti collaterali.
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[image: image9.jpg]TABLE 2.5 Brain Regions in Which Cannabinoid Receptors Are
Abundant

Brain Region Functions Associated with Region

Brain regions in which cannabinoid receptors are abundant

Basal ganglia Movement control
Substantia nigra pars reticulata
Entopeduncular nucleus

Globus pal
utamen
Cerebellum Body movement coordination
Hippocampus Learning and memory, stress
Cerebral cortex, especrally c1ngulate, Higher cognitive functions
frontal, and parietal region
Nucleus accumben Reward center
Brain regions in which cannabinoid brain receptors derately trated
Hypothalamus Body housekeeping functions (body
temperature regulation, salt and water
balance, reproductive function)
Emotional response, fear
Spinal cord Peripheral sensation, including pain
Brain stem : Sleep and arousal, temperature regulation,
motor control
Central gra Analgesia
Nucleus of the solitary tract Visceral sensation, nausea and vomiting

SOURCES: Based on reviews by Pertwee (1997b)!24 and Herkenham (1995).5
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Locations of brain regions in which cannabinoid receptors are abundant.
See Table 2.5 for a summary of functions associated with those regions.
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Cannabinoid Common No. of Known
Group Abbreviation  Variants in Each Group
A’-Tetrahydrocannabinol A%-THC 9
A8-Tetrahydrocannabinol A3-THC 2
Cannabichromene CBC 5
Cannabicyclol CBL 3
Cannabidiol CBD 7
Cannabielsoin CBE 5
Cannabigerol CBG 6
Cannabinidiol CBND 2
Cannabinol CBN 7
Cannabitriol CBT 9
Miscellaneous types 11

Total
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