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INTRODUZIONE 
 

L'aspettativa di vita è uno tra i fattori correlati alla sopravvivenza più comunemente 

utilizzato per valutare la salute generale di una data popolazione (Luy et al., 2020). Nel 2022, 

secondo i dati ricavati da un report dell'ONU, il “World Population Prospects” (che valuta 

le popolazioni globali attraverso una serie di statistiche e proiezioni demografiche e sociali), 

il numero totale di persone con età pari o superiore ai 65 anni, era 771 milioni e risultava 

essere circa 3 volte superiore rispetto a quanto registrato nel 1980. Inoltre, è stato ipotizzato 

che la popolazione più anziana dovrebbe raggiungere i 994 milioni entro il 2030 e l’1,6 

miliardi entro il 2050 (UN DESA, 2022). Questo consistente aumento delle aspettative di 

vita cui si è assistito soprattutto nel ventunesimo secolo, ha senza dubbio avuto un notevole 

impatto economico sulla società, non solo per l'aumento della spesa pubblica, ma anche per 

l'allarmante e conseguenziale aumento della spesa per l'assistenza sanitaria (Ulloa-Aguirre, 

2016; Henderson et al., 2021). Difatti, un’attenta valutazione dei dati sopracitati, porta 

inevitabilmente a considerare, oltre le diverse cause di variazioni a livello delle dinamiche 

demografiche mondiali (es. dati inerenti fertilità e migrazione), anche il probabile aumentato 

del tasso di mortalità e dell'incidenza, della prevalenza e delle conseguenti perdite funzionali 

(o eventuali disabilità) sviluppate tra la popolazione (Kim et al., 2022). Nel particolare, 

significativo sarà soprattutto il parallelo e progressivo aumento della prevalenza d’anzianità 

e il tasso d’incidenza di varie patologie croniche correlate ad essa (Cummings et al., 2016). 

L’invecchiamento umano difatti, colpisce l’intero organismo con una serie di sintomi 

caratteristici quali delirio, incontinenza, fragilità ossea e muscolare, che sono altamente 

prevalenti e multifattoriali nelle condizioni di salute delle persone anziane, associati 

nell’insieme generalmente sotto il termine di “sindrome geriatrica” (Inouye et al., 2007). 

Tuttavia, la sindrome provocata da un progressivo deterioramento delle funzioni cognitive e 

le relative invalidità correlate, rappresenta una tra le disabilità più importanti cui un 

individuo può andare incontro durante l’invecchiamento (OECD, 2014; Bruti et al., 2016; 

Isaev et al., 2018; Lopez and Kuller, 2019), con un tasso di incidenza variabile proprio in 

rapporto all’età (Hall et al., 2005). Definita come demenza senile infatti, essa induce gli 

individui al decadimento delle prestazioni comunemente svolte durante l’arco di una 

giornata, a seguito della compromissione in primo luogo della memoria, ma anche della 

capacità di linguaggio e di calcolo, della risoluzione dei problemi, di esporre un giudizio e 

persino delle abilità visuo-spaziali (Ljubenkov et al., 2016). Nel 2012, l’Organizzazione 

Mondiale della Sanità (OMS) persistette nel sensibilizzare i governi ad affrontare tale 
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problematica in maniera consapevole, promuovendo la possibilità di stilare piani nazionali 

per la lotta contro le malattie neurodegenerative connesse all’invecchiamento 

(europarl.europa.eu). Regno Unito, Francia, Norvegia, Stati Uniti e Corea del Sud, furono i 

primi a mettere a punto piani e/o strategie specifiche, soprattutto in virtù dei casi registrati -

sempre più crescenti- di esordio precoce (Prince et al., 2013), definiti “Early-onset dementia” 

(EOD; Vieira et al., 2013). Tuttavia, basandosi su uno studio di Hofman e colleghi (Hofman 

et al., 1991), e tenendo in considerazione una serie di dati raccolti dal 1988 al 1991, 

l’“European Concerted Action on Epidemiology and Prevention of Dementia Group” 

(EURODEM), aveva già largamente documentato la rilevanza e l'entità della prevalenza 

della demenza in Europa, che raddoppiava quasi ogni 5 anni, colpendo più del 30% degli 

anziani con età superiore agli 85 anni (cordis.europa.eu). Ad oggi l’Italia è uno dei paesi 

europei a più alto tasso di anzianità (età uguale o superiore a 65 anni; dati.istat.it) e le persone 

affette da demenza sono circa 1.1 milioni (Price et al., 2013; epicentro.iss.it). Nel nostro 

pase, ciò colloca la demenza senile come una delle malattie a più forte impatto sia economico 

-si pone al terzo posto come costo nei Paesi industrializzati, dopo le malattie cardiovascolari 

e i tumori (epicentro.iss.it)- che socio-sanitario, assistenziale e psicologico (Cacioppo and 

Cacioppo, 2013). Dal momento che la prevalenza dei casi di demenza in Italia si prevede 

che aumenti sino a colpire circa 1.5 milioni di individui entro il 2025 (Bruno et al., 2018), 

un Piano Nazionale Italiano per la Demenza è stato approvato già nel 2014, per supportare 

e migliorare lo stile di vita dei pazienti affetti da tale malattia e delle loro famiglie; tuttavia, 

i primi reali finanziamenti per stanziare il progetto risalgono al 2021 (Ancidoni et al., 2023). 

Risultano inoltre rilevanti, tramite correlazione tra studi clinici ed epidemiologici emersi su 

pazienti affetti da demenza senile, una forte attinenza dei soggetti ad avere una scarsa rete 

sociale, e quanto questo possa essere un fattore di rischio molto importante nel decorso della 

suddetta sindrome (Preuss et al., 2009; Shankar et al., 2013; Levin and Vasenina, 2019; Lara 

et al., 2019); anche se in realtà sembra che sia la percezione della solitudine in sé -più che 

l’isolamento sociale vero e proprio- ad avere maggiore impatto negativo sul paziente, a 

livello cognitivo (Holwerda et al., 2012). Pertanto, molti pazienti tendono nel tempo a 

manifestare anche altri disturbi neuropsichiatrici, quali depressione, insonnia e allucinazioni 

(Steffens et al., 2006). Di contro, andrebbe chiarito che ad oggi non si può affermare con 

certezza che vi sia un diretto rapporto fra demenza senile e tali disturbi; difatti, le alterazioni 

psicologiche che coinvolgono la sfera dell’umore hanno cause, conseguenze, manifestazioni 

cognitive e comportamentali differenti (Bennet and Thomas, 2014; Rubin, 2018). Ciò 

nonostante, la depressione si presenta spesso in comorbilità in pazienti affetti da demenza 
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senile (Baruch et al., 2019). Attualmente, non sono ancora disponibili valide terapie per 

fermare il decorso neurodegenerativo della demenza (Ippoliti et al., 2023). Eppure, dal 

momento che insieme al declino comportamentale e psicologico tipicamente indotto dalla 

demenza senile, si mostrano sintomi caratteristici -quali episodi psicotici, aggressività e 

agitazione- tra i trattamenti farmacologici in uso, vi sono per lo più: inibitori delle 

colinesterasi (es. donepezil, rivastigmina e galantamina), mementina (antagonista del 

recettore NMDA), ansiolitici, antidepressivi ed antipsicotici (prescritti off-label). Questi, 

vengono prescritti in mono- o poli-terapia a seconda del grado di declino cognitivo che 

caratterizza il singolo paziente (leggera, media o severa demenza senile; Tisher et al., 2019; 

Marcinkowska et al.,2020; Ippoliti et al., 2023). Inoltre, alcuni studi hanno dimostrato che, 

pur in assenza di una terapia farmacologica definita, un leggero miglioramento dei sintomi 

depressivi in pazienti affetti da demenza avviene anche tramite assistenza psicologica, 

associata a programmi definiti del ciclo del sonno, dell’esercizio fisico, artistico e/o 

musicoterapia (Baruch et al., 2019). Tuttavia, gli scarsi trattamenti farmacologici disponibili 

impongono una razionale ricerca di nuove terapie non solo sintomatiche, ma anche 

possibilmente preventive nella progressione della malattia (Tisher et al., 2019; 

Marcinkowska et al.,2020).  

In linea con quanto detto, un nuovo bersaglio di indagine fisiopatologica nella demenza 

senile è rappresentato dal sistema endocannabinoide (ECS), e diversi sono infatti gli studi 

degli ultimi decenni che supportano il suo coinvolgimento nel rallentamento dello sviluppo 

di molti disturbi neurodegenerativi, sia in modello animale che umano (Maroof et al., 2013; 

Ibeas Bih et al., 2015; Basavarajappa et al., 2017; Hillard et al., 2018), e per lo sviluppo di 

nuovi agenti terapeutici (Koppler et al., 2008). 

Nonostante sia confermato che la cannabis offre sollievo sintomatico da diversi disturbi 

neurodegenerativi (Scotter et al., 2010), altri studi riportano che l’intossicazione acuta ma 

anche quella dovuta ad un utilizzo prolungato da cannabis, provochi forti cambiamenti nello 

stato mentale soggettivo degli individui, con effetti negativi sul rendimento 

neuropsicologico (quale l’apprendimento, l’attenzione e la memoria di lavoro; deficit nelle 

abilità verbali, nel riconoscimento visivo, un ritardo nel richiamo visivo, e nei compiti di 

memoria prospettica a breve e a lungo intervallo; Kalant, 2004; Gonzalez, 2007; Gerra et al., 

2010).  

Nonostante la cannabis sia una tra sostanze d’abuso attualmente più utilizzata e presente da 

più tempo in Europa, il fenomeno dell’uso di droghe illegali è cambiato molto negli ultimi 
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anni (EMCDDA, 2023). Infatti, lo sviluppo di Nuove Sostanze Psicoattive (NSP) ha preso 

sempre più avvento e la loro comparsa sul mercato illecito, essendo molto pericolosi e 

soprattutto poco conosciuti anche dagli stessi consumatori, ha implementato un’imminente 

individuazione della loro potenzialità tossicologiche (EMCDDA, 2009). Nel particolare, la 

crescente popolarità d’uso di Cannabinoidi Sintetici (SCBs) -che insieme ai nuovi stimolanti 

sintetici, rappresentano il più grande gruppo di NPS attualmente monitorate dal sistema di 

allarme rapido dell'UE- con il concomitante aumento della registrazione di casi di decessi 

nel 2020 (soprattutto in Germania, Ungheria Turchia) e i dati ricavati attraverso “l'European 

School Survey Project on Alcohol and Other Drugs” (ESPAD)-ha monitorato una maggiore 

prevalenza di consumo di SCBS tra i giovani (studenti di 15-16 anni) di sesso maschile 

rispetto a quello femminile (ESPAD, 2019)- determina tuttora un’emergenza per la salute 

pubblica (Bukke et al., 2021; EMCDDA, 2022). 

In quest’ottica, tramite il presente lavoro di Dottorato, si è voluto ottenere uno studio di tipo 

traslazionale che correli le informazioni tra le osservazioni nell’uomo e quelle nell’animale, 

mediante l’integrazione di studi clinici e preclinici. In particolare, soffermandosi sul 

potenziale d’abuso di SCBS e le possibili conseguenze sul ECS, si è verificato se l’utilizzo 

sub-cronico di tali sostanze, anche per un breve periodo (da giovani-adulti) nell’arco della 

vita, possa rappresentare una concausa nella fisiopatogenesi della demenza senile e se la 

disregolazione del ECS sia specifica nei vari sottotipi di demenza senile. 
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CAPITOLO 1: La demenza senile  
 

Il riconoscimento della demenza senile come vera e propria diagnosi medica, ha un decorso 

complesso (Cipriani et al., 2011). Considerata come una mera compromissione delle 

funzioni cerebrali superiori a seguito dell’invecchiamento, quali la memoria, la gestione 

delle routine quotidiane e il linguaggio, il termine demenza ha etimologia latina (demens -

entis, composto da: de- con valore privativo e mens, mente; Halpert, 1983). Negli anni ’90 

si susseguirono una serie di studi e dibattiti nel tentativo di fornire una definizione univoca 

della sindrome, che dettasse un confine fra invecchiamento “normale” e invecchiamento 

“patologico” (Clarfield, 1990; Nascher, 1916; Tinetti and Fried, 2004; Cohen, 2014). Infatti, 

nel 1997 l'Associazione Psichiatrica Americana (APA) pubblicò una serie di disposizioni 

per il trattamento di pazienti colpiti da vari tipi di demenza senile (APA, 1997), e ha 

rappresentato a lungo la guida clinica più completa disponibile per i medici che si prendono 

cura di pazienti affetti da tale sindrome (Schindler e Cucio, 2000). 

Attualmente, la “demenza senile” è un termine generico che si riferisce ad una serie di 

condizioni cliniche che indicano due grandi categorie di malattie: quelle neurodegenerative, 

chiamate "irreversibili o primarie" e non neurodegenerative, potenzialmente "reversibili o 

secondarie" (Reith e Mühl-Benninghaus, 2015). Nel primo caso, dunque clinicamente, la 

demenza può essere riconosciuta come conseguenza di disturbi di diversi circuiti neuronali 

cerebrali, e comporta una totale perdita del tono neuronale in specifiche localizzazioni 

dell’encefalo, tale da conferirgli una peculiarità polimorfa che permette una scrupolosa 

classificazione in una specifica malattia neurodegenerativa (Keenan et al., 2016; Blamire et 

al., 2018). Seguendo tale dicotomia, Gale e colleghi individuarono le forme più frequenti di 

demenza neurodegenerativa, e dunque quelle caratterizzate da una compromissione della 

cognizione del paziente, tale da indurlo ad un declino delle capacità quotidiane, che sono 

associabili a: malattia di Alzheimer, demenza vascolare, demenza a corpi di Lewy e demenza 

frontotemporali; mentre la “Mild neurocognitive disorder” o “Mild Cognitive Impairment” 

è l’unica forma di demenza non neurodegenerativa, che può verificarsi anche a seguito di 

una carenza vitaminica, ipotiroidismo, abuso cronico di alcol, disfunzione cognitiva 

correlata alla chemioterapia, ad infezioni (come il virus dell'immunodeficienza umana - 

HIV), alla presenza di masse intracraniche (ad esempio, ematomi subdurali o tumori 

cerebrali), oppure a seguito di lesioni cerebrali traumatiche e malattie psichiatriche (Gale et 

al., 2018). Tuttavia, la demenza si verifica anche in pazienti con morbo di Parkinson, morbo 

di Huntington, paralisi sopranucleare progressiva, malattia di Creutzfeldt-Jakob, sindrome 
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di Gerstmann-Sträussler-Scheinker, altre malattie prioniche, e neurosifilide (Gale et al., 

2018).   

I pazienti possono presentarne più di un tipo delle forme sopra descritte, definendo la 

cosiddetta “demenza mista”, rappresentando casi particolarmente problematici (Schreiter et 

al., 2008; Schneider, 2022). 

1.1. Demenze neurodegenerative 

1.1.1. Demenza d’ Alzheimer 

Il morbo di Alzheimer (AD) è la più comune forma di demenza senile, figurando circa tra il 

60 e l’80% di tutti i casi registrati (Rostagno, 2022). Rappresenta la causa di morte più 

significativamente imputabile ad un elevato numero di anziani, oltre che una delle malattie 

a maggiore impatto economico sul sistema sanitario mondiale (Oboudiyat et al., 2013).  

È largamente riconosciuto che il Dott. Alois Alzheimer, neuropatologo e clinico tedesco, 

scoprì la malattia che porta il suo nome a seguito dello studio clinico-patologico di una donna 

51enne, affetta appunto da demenza (Ramirez-Bermudez, 2012). Tuttavia, dopo più di 100 

anni da tale scoperta e nonostante la mole di articoli scientifici che la riguardano, i complessi 

meccanismi molecolari che innescano e inducono la progressione dell’AD, non sono ancora 

ben chiari (Serý et al., 2013). La valutazione neuropatologica su base morfologica, dunque 

l’identificazione di aggregati proteici patologici, di placche extracellulari ("drusen") e 

grovigli neurofibrillari intracellulari localizzati in specifiche selezioni cerebrali, furono 

fondamentali nell’alimentare la ricerca patofisiologia della suddetta demenza, fornendo 

modelli patologici che solidificavano sempre più gli schemi di stadiazione dell’AD (Trejo-

Lopez et al., 2022). 

Tra le diverse vie multifattoriali cui la malattia può verosimilmente manifestarsi all’esordio, 

vi sono certamente delle anomalie vascolari, cambiamenti mitocondriali dannosi, stress 

ossidativo, ridotto utilizzo del glucosio da parte del cervello e neuro-infiammazione (Hrelia 

et al., 2020). Fatta eccezione di una piccola percentuale di casi di AD, che sono correlati a 

mutazioni genetiche in tre geni dominanti -che codificano per APP (proteina del precursore 

dell'amiloide), PSEN1 (presenilina 1) e PSEN2 (presenilina 2)- tipicamente associati a forme 

di esordio precoce della malattia (prima dei 65 anni; Karch and Goate, 2015), la deposizione 

di β-amiloide (Aβ) nel parenchima cerebrale e nel sistema vascolare cerebrale, insieme 

all'accumulo di una forma anormale della proteina tau (chiamata grovigli tau) all'interno dei 

neuroni e la loro graduale perdita della capacità di sinapsi, sembrano essere i principali 

cambiamenti cerebrali (Alzheimer's disease facts and figures, 2022), identificati come target 
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neuropatologici principali nella fisiopatologia dell'AD (Serý et al., 2013; Long and 

Holtzman, 2019). 

L’AD è una malattia caratterizzata da un esordio lento, ma un decorso veloce. Infatti, spesso 

i pazienti affetti da tale malattia e anche i familiari, non sono realmente consapevoli 

dell’avvento della stessa, considerando i primi sintomi come semplici ed episodici deficit 

nella capacità di memorizzare nuove informazioni causato dell’invecchiamento; 

successivamente, si ritrovano ad affrontare però tutti i progressivi cambiamenti cognitivi e 

comportamentali dell’anziano. La difficoltà mostrata nel ricordare le conversazioni, nomi o 

eventi pseudo-recenti, è quasi spesso un sintomo d’esordio precoce, insieme ad apatia e 

depressione. I sintomi più tardivi invece, includono una capacità di comunicazione alterata, 

disorientamento, confusione, incapacità nell’esprimere un giudizio, una variazione degli 

atteggiamenti consueti (abitudini e quotidianità; Grøntvedt et al., 2018). 

1.1.2. Demenza vascolare 

La demenza vascolare (VaD), insieme alla demenza a corpi di Lewy, è una delle forme più 

comuni di demenza dopo l’AD, con un’incidenza di circa il 15% dei casi registrati (O'Brien 

and Thomas, 2015; Taylor et al., 2020) e risulta essere la causa di morte nella maggior parte 

dei pazienti (Wolters and Ikram, 2019). Hachinski e colleghi (Hachinski et al., 1974), furono 

i primi a suggerire che la VaD fosse il risultato di lesioni ischemiche multiple in pazienti che 

presentavano fattori di rischio vascolari, quale ad esempio l’ipertensione. Tuttavia, tale 

definizione della malattia è verosimilmente restrittiva, in quanto non tiene in debita 

considerazione le disabilità più comunemente associate alla progressione della demenza (la 

compromissione della memoria, della capacità di linguaggio, delle abilità visuo-spaziali e il 

rallentamento psicomotorio). Difatti, considerando l'importanza vitale dell'apporto 

sanguigno cerebrale per l'integrità strutturale e funzionale del cervello (Obermeier et al., 

2013), non sorprende che le alterazioni nei vasi sanguigni cerebrali abbiano un profondo 

impatto sulle funzioni cognitive. Ne consegue una serie di limitazioni nella classificazione 

della nosologia, rendendo l’individuazione della VaD significativamente borderline nel 

quadro complesso delle sintomatologie tipiche alla demenza (Iadecola, 2013).  

La VaD è caratterizzata infatti da un declino cognitivo sviluppato in tarda età in cui 

componenti vascolari, come l'aterosclerosi, arterio(lo)sclerosi, (micro)infarti e angiopatia 

amiloide, svolgono un ruolo importante. Dunque, può essere il risultato di lesioni ischemiche 

o emorragiche del tessuto in una particolare regione del cervello, che si traduce in danno 

cognitivo clinicamente significativo (Bir et al., 2021). Infatti, uno studio descrive come la 
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VaD possa manifestarsi dopo un singolo o più ictus, sviluppandosi in una celere 

progressione, fino a causare la morte del paziente; oppure in individui senza ictus clinici, ma 

avere una progressione graduale (Hullette et al., 1997). Numerosi sono anche gli studi che 

dimostrano come una ridotta perfusione cerebrale a seguito di un arresto cardiaco, aritmie, 

insufficienza cardiaca o ipotensione, possa produrre disfunzioni cerebrali e generare deficit 

cognitivi transitori o permanenti (Marshall, 2012; Iadecola, 2013; Justin et al., 2013; 

Stefansdottir et al., 2013). 

La VaD viene pertanto differenziata dalle altre demenze, puramente per l'aggiunta di una 

componente vascolare al fondamentale sistema di classificazione eziologica di 

neurodegenerazione amiloide/tau già introdotto nell’AD (paragrafo 2.1.1.; Wolters and 

Ikram, 2019). Uno studio sulla salute cardiovascolare, il Cardiovascular Health Study 

Cognition Study (CSH-CS), eseguito su oltre 3068 adulti sani che hanno acconsentito ad una 

visita clinica annua per un periodo totale di 10 anni (Fitzpatrick et al., 2004), ha registrato 

che il 12% di tutti i casi di demenza era riconducibile a VaD. Tra questi, il 27% era VaD 

"puro", ovvero non associato ad altre forme di demenza; mentre il 63% dei pazienti, ha 

esibito diversi profili di malattia cerebrovascolare associata ad altri tipi di demenza (Lopez 

et al., 2005), principalmente AD (Zlokovic, 2011). Tuttavia, il link alla base di tale 

associazione non è ancora stato identificato (O'Brien and Thomas, 2015). Infatti, studi 

sperimentali hanno valutato la sinergia funzionale e patogena tra neuroni, glia e cellule 

vascolari (Iadecola, 2010; Quaegebeur et al., 2011; Zlokovic, 2011), fornendo un nuovo 

quadro per riconoscere come le alterazioni nei vasi sanguigni cerebrali potrebbero 

contribuire alla disfunzione neuronale sottostante il deterioramento cognitivo e confermando 

dunque, il ruolo dei fattori vascolari nella salute cognitiva. 

1.1.3. Demenza a corpi di Lewy 

La demenza a corpi di Lewy (LBD) fu identificata per la prima volta nel 1912, dal neurologo 

tedesco Dr Friedrich Lewy -da cui prende il nome- che studiava la neuropatologia della 

malattia di Parkinson (Sanford, 2008). Come anticipato precedentemente la LBD, insieme 

alla VaD, sono le seconde più comuni cause di neurodegenerazione da demenza dopo l’AD 

(O'Brien and Thomas, 2015; Taylor et al., 2020). Rappresenta la diagnosi del 5–25% dei 

pazienti clinicamente affetti da demenza (Vann Jones and O'Brien, 2014; O'Brien and 

Thomas, 2015), ma anche la forma di demenza più comune (~80%) dei pazienti affetti da 

morbo di Parkinson (Hely et al, 2008). È proprio per questo motivo che ad oggi, si tende a 

differenziare la LBD “pura” da quella correlata alla Parkinson (PD; Matar et al., 2020). 
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Tuttavia, è interessante notare che i risultati di diverse autopsie rivelano la presenza dei corpi 

di Lewy in circa il 10-15% di tutti i cervelli esaminati in individui con età superiore ai 60 

anni, nonostante l'assenza di sintomi e/o diagnosi confermata per suddetta malattia (Dickson 

et al., 2008). Questo, potrebbe indicare che probabilmente la LBD abbia un iniziale periodo 

asintomatico, oppure che qualche aggregazione tipica dei corpi di Lewy possa essere 

considerata come una normale variante correlata in qualche modo all'avanzamento d’età 

(Sanford, 2018). 

Clinicamente, la LBD viene definita come l’aggregazione in corpi unici (di Lewy), di 

oligomeri proteici overespressi di α- sinucleina, che si depositano principalmente nel 

citoplasma dei neuroni. Tale aggregazione e successiva deposizione, può indurre a danni 

mitocondriali e frammentazione, fino a causare l’attivazione della cascata di apoptosi e 

morte cellulare (Bezard and Dehay, 2022), generando i sintomi clinicamente evidenti 

(Sanford, 2018). 

A differenza delle altre forme di demenza senile, il cui sintomo predominante è un deficit di 

memoria, il paziente affetto da LBD presenta un quadro sintomatico caratterizzato da: 

sproporzionata percezione visuo-spaziale e disturbi motori che possono causare spesso 

cadute, allucinazioni visive, attenzione fluttuante, disturbi del sonno e una variazione nella 

funzione cognitiva (instabilità nell’elaborazione delle funzioni esecutive; Connors et al., 

2018; Taylor et al., 2020; Elder et al., 2022). Inoltre, tali pazienti mostrano spesso una 

spiccata sensibilità agli antipsicotici (Connors et al., 2018).  

1.1.4. Demenza fronto-temporale 

La Demenza fronto-temporale (FTD) con un’incidenza del 3-26% dei casi registrati, è la 

terza forma più comune di demenza senile, dopo AD, LDB e VaD, ma la principale nei casi 

di demenza precoce (pazienti con età inferiore ai 65 anni; Vieira et al., 2013). È di rilevante 

importanza sapere che ~ 20% dei casi di FTD è dovuto una mutazione genetica, mentre ~ 

40% dei pazienti affetti da tale forma di demenza, mostrano una storia familiare con la 

demenza senile, con una malattia psichiatrica o altri sintomi motori senza un chiaro modello 

di eredità (Rohrer and Warren, 2011; Seelar et al., 2011). 

Clinicamente, la FTD è caratterizzata da cambiamenti macroscopici quali atrofia dei lobi 

temporali frontali e anteriori, e cambiamenti microscopici legati a microvacuolazione e 

perdita di capacità sinaptica e neuronale (Younes and Miller, 2020). Tuttavia, anche la 

sindrome cortico-basale (CBS) e la sindrome della paralisi sopra-nucleare progressiva (PSP-
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S), così come la degenerazione cortico-basale (CBD), sono patologiche associate a FTD 

(Seeley, 2017). 

A differenza delle forme di demenza già descritte, la FTD è un disturbo eterogeneo con 

fenotipi clinici distinti, che sono associati a più entità neuropatologiche (Olney et al., 2017). 

In linea generale, si può assumere che i deficit in cui i pazienti affetti da FTD incorrono, 

comprendano per lo più: cambiamenti nel comportamento (inerenti la personalità dei 

soggetti; spesso è riscontrata una maggiore disinibizione, altre volte apatia), nel linguaggio, 

nel controllo esecutivo e spesso nei sintomi motori. Tuttavia, tali sintomi, si distinguono 

nettamente in tre varianti cliniche: la demenza frontotemporale comportamentale, è più 

associata a deficit comportamentali ed esecutivi precoci; l'afasia progressiva primaria non 

rilevante, è prevalentemente caratterizzata da deficit progressivi del linguaggio, incapacità 

a parlare (spesso associata a balbuzie) e del corretto utilizzo della grammatica; e l’afasia 

progressiva primaria semantico-variante, caratterizzata invece da un progressivo deficit 

della memoria semantica e la denominazione in riferimento a persone o oggetti (Gorno-

Tempini et al., 2011; Rascovsky et al., 2011; Bang et al., 2015).  

Con il progredire della FTD, i sintomi descritti nelle tre varianti cliniche possono tuttavia 

convergere, poiché una degenerazione inizialmente focale, diventa più diffusa e si diffonde 

persino a riguardare sempre più ampie regioni dei lobi frontale e temporale. Pertanto, i 

pazienti tenderanno a sviluppare nel tempo un danno cognitivo globale, insieme a deficit 

motori, simil parkinsoniani. Infine, i pazienti che si trovano nella fase terminale della 

malattia avranno sempre più difficoltà a mangiare, muoversi e deglutire. La morte di solito 

accade circa 8 anni dopo l'insorgenza dei primi sintomi ed è in genere causata da polmonite 

o altre infezioni secondarie (Bang et al., 2015). 

1.2. Demenza non neurodegenerativa 
A differenza delle demenze neurodegenerative, che vengono classificate come disturbi 

invalidanti per i soggetti che ne sono affetti, la “Mild cognitive impairment” (MCI) permette 

agli individui di mantenere preservata la propria indipendenza, nonostante i cambiamenti 

clinicamente significativi acquisiti in uno o più domini cognitivi, riconosciuti nella diagnosi 

proposta dall’APA attraverso il “Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders” 

(DSM; Sachdev et al., 2014). Secondo l’attuale 5a edizione, si differenzia una MCI 

amnestica, il cui danno è relativamente circoscritto a variazioni dello stato di memoria del 

paziente, dalla MCI non amnestica, il cui danno è relativo invece più alla sfera cognitiva e 
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riguarda alterazioni dello stato d’attenzione, il funzionamento esecutivo e il linguaggio 

(American Psychiatric Association, 2013).  

Attualmente la MCI viene definita come quello stato intermedio tra l’invecchiamento 

normale -inteso come rallentamento psicomotorio, diminuzione della massa muscolare, 

diminuzione dell'acuità visiva e uditiva, rallentamento nella capacità d’attenzione e ad 

apprendere nuove informazioni, nella fluenza verbale e nel tempo di reazione- e la demenza 

senile (Jongsiriyanyong e Limpawattana, 2018).   

La prevalenza di tale condizione clinica negli adulti di età superiore ai 60 anni, è di circa il 

7-25%, va aumentando proporzionalmente all'età e spesso anche in base al livello di 

istruzione dei singoli soggetti, con una maggiore prevalenza negli uomini rispetto alle donne 

(Langa and Levine, 2014; Peterson et al., 2018). Il tasso annuale di progressione da MCI alla 

demenza, è invece di ~5-17% (Prestia et al., 2013; Ganguli et al., 2013). 

Tra i principali criteri di diagnosi della MCI vi sono anzitutto un colloquio conoscitivo con 

il paziente circa la propria storia clinica e i più preoccupanti cambiamenti nella cognizione, 

nella funzione motoria e nella normale attività quotidiana; cruciale risulta essere anche un 

approfondito colloquio con informatori del paziente (familiari e/o badanti, assistenti sanitari) 

al fine di rilevare altri indizi clinici fondamentali per effettuare al meglio la diagnosi, e 

l'aggiunta di test di screening cognitivi appropriati (Peterson et al., 1999; Nelson and 

O'Connor, 2008; Jongsiriyanyong and Limpawattana, 2018). 

In questo contesto, diversi studi hanno già evidenziato l’importanza clinica della diagnosi di 

MCI come marker predittivo di evoluzione patologica in una demenza neurodegenerativa 

specifica, al fine di comprendere al meglio la patogenesi stessa della demanza senile 

(Dickerson et al., 2007; Woolf et al., 2016; Jongsiriyanyong and Limpawattana, 2018).  



 

 
14 

 

CAPITOLO 2: Sistema Endocannabinoide 
 

Il Sistema Endocannabinoide (ECS) è costituito da una fitta rete neuromodulatoria, un 

sistema di segnalazione complesso e diffuso, che non solo è coinvolto nello sviluppo del 

sistema nervoso centrale (SNC), ma è anche presente in tutto il corpo e partecipa a diverse 

vie di segnalazione intracellulare, svolgendo un ruolo importante nella messa a punto di 

molti processi cognitivi e fisiologici (Fig.1; Crocq, 2020; Lu and Mackie, 2021; Rana et al., 

2021), quali il controllo motorio, la regolazione dell’omeostasi, l’alimentazione, la 

percezione del dolore, le funzioni sessuali, la neuroprotezione, il sistema immunitario e le 

funzioni endocrine (Ameri, 1999; Correa et al., 2005; Wang et al., 2006; Stasiulewicz et al., 

2020). Studi recenti, evidenziano che il ECS possa influenzare anche la routine del ritmo 

circadiano (Goycolea, 2021).  

 

I componenti principali dell'ECS sono: i cannabinoidi endogeni (endocannabinoidi), le 

proteine che trasportano, sintetizzano e degradano gli endocannabinoidi, e i recettori 

cannabinoidi (Lu and Mackie, 2021).  

Figura 1: Processi fisiologici e funzioni cui il ECS partecipa (Stasiulewicz et al., 2020) 
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2.1. Endocannabinoidi e proteine che li sintetizzano e degradano 

I due messaggeri lipidici endogeni del ECS maggiormente studiati (Fig.2), derivano da acidi 

grassi polinsaturi, e sono strutturalmente identificati come N-arachidonoiletanolamide 

(AEA) e il 2-arachidonoilglicerolo (2-AG; Bukke et al., 2021).  

Vengono prodotti all’occorrenza dai neuroni –a seguito di depolarizzazione della membrana 

e aumento intracellulare dei livelli di Ca2+ - e dalle cellule immunocompetenti in periferia 

(cellule B, cellule T, monociti/macrofagi), e una volta svolta la loro funzione, vengono 

velocemente metabolizzati (Onaivi et al., 2006). Tuttavia, AEA e 2-AG vengono sintetizzati, 

trasportati ed inattivati in maniera diversa l’uno dall’altro (Fig.3; Lu and Anderson, 2017; 

Zou and Kumar, 2018). In breve, l'AEA è catalizzata dalla N-acil-fosfatidiletanolammina 

(NAF), mediante specifica fosfolipasi D (NAPE-PLD; Pacher et al., 2006). D'altra parte, il 

2-AG viene invece prodotto dal diacilglicerolo (DAG), mediante lipasi (DAGL) α o β, 

sebbene la maggior parte, se non tutta la trasmissione sinaptica mediata da 2-AG nel cervello 

adulto, sia generata dal DAGLα (Murataeva et al., 2014). Per via della loro natura lipidica, 

AEA e 2-AG dopo il rilascio nello spazio intracellulare, non sono in grado di diffondersi 

liberamente come altri neurotrasmettitori, ma segregano ed interagiscono con superfici 

idrofobe, compresi i domini fosfolipidici e proteine, come l'albumina sierica (Nicolussi and 

Gertsch, 2015); tuttavia, il meccanismo alla base del loro trasporto non è ancora del tutto 

noto, nonostante alcuni studi ipotizzino diversi modelli (Kano et al., 2009). Tra quelli più 

accreditati, vi è certamente quello secondo cui entrambi gli endocannabinoidi, 

principalmente 2-AG, attraversino prontamente la membrana e viaggino in modo retrogrado 

per attivare i recettori CB1 situati nei terminali presinaptici. Questi, una volta attivati, 

inibiranno a loro volta il rilascio del neurotrasmettitore (NT) mediante soppressione 

dell'afflusso del Ca2+ (Kaczocha and Haj-Dahmane, 2022). Inoltre, il 2-AG è anche in grado 

di attivare i recettori CB1 situati negli astrociti, portando al rilascio di glutammato. Il 2-AG 

restante nella fessura sinaptica, viene assorbito nei terminali presinaptici -attraverso un 

meccanismo ancora poco chiaro- e degradato in acido arachidonico (AA) e glicerolo, dalla 

Figura 2: Strutture chimiche dell' N-arachidonoiletanolamide (A) e il 2-arachidonoilglicerolo (B), due 
endocannabinoidi (Bukke et al., 2021). 
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monoacilglicerolo lipasi (MAGL). D'altra parte, AEA, viene sintetizzato nel terminale 

postsinaptico e va ad attivare il recettore CB1 intracellulare e altri obiettivi non appartenenti 

al ECS, come ad esempio il “transient receptor potential vanilloid 1” (TRPV1). Una volta 

terminata la sua funzione, viene degradata in AA ed etanolamina (EtNH2), ad opera 

dell'ammide idrolasi degli acidi grassi (FAAH), che si trova principalmente nei terminali 

postsinaptici (Zou and Kumar, 2018). 

 

 

2.2. Recettori cannabinoidi 

Nonostante diversi studi abbiano suggerito l'esistenza di presunti recettori orfani dei 

cannabinoidi -i cosiddetti recettori non-CB1/CB2 (Mackie and Stella, 2006; Brown, 2007)- i 

più noti responsabili della mediazione del segnale cannabinoide ad oggi, sono i CB1 e i CB2 

(Matsuda et al., 1990). I recettori CB1 sono maggiormente espressi principalmente nel SNC, 

in particolare nella corteccia, nell'ippocampo, nei gangli della base e nel cervelletto; mentre 

i recettori CB2 negli organi periferici con funzione immunitaria, come leucociti, milza, 

tonsille, timo e testicoli (Brown et al., 2002; Howlett et al., 2002; Chen et al., 2010). Tuttavia, 

alcuni studi hanno identificato anche la presenza dei recettori CB2 oltre che CB1, nel cervello 

(Sickle et al., 2005) ed altri, hanno suggerito che il CB1 è espresso anche in diversi tessuti 

periferici tra cui milza, polmone e cuore (Bonz et al., 2003; Feng et al., 2014). Inoltre, è stato 

Figura 3: Sintesi e degradazione di AEA e 2-AG (Lu and Anderson, 2017). 



 

 
17 

 

anche dimostrato che i recettori CB2 svolgono differenti ruoli in una varietà di altri sistemi, 

tra cui quelli cardiovascolare e respiratorio, l’osso, il tratto gastrointestinale (GI) e il fegato 

(Onaivi et al., 2006; Maccarrone, 2008). 

Entrambi i due recettori cannabinoidi (CBr), appartengono alla categoria dei recettori 

accoppiati alle proteine G (GPCRs; Ye et al., 2019). È stato però dimostrato, che mediano 

differenti meccanismi d’azione (Fig.4); difatti, entrambi sono accoppiati alla proteina Gi/o 

per inibire l'attività dell'adenilato ciclasi (AC) che porta ad una diminuzione dei livelli di 

cAMP. Tuttavia, i recettori CB1 sono in grado di accoppiarsi anche alle proteine Gs, che 

invece stimolano la produzione di cAMP (Bonhaus et al., 1998; Pertwee, 2006) in modo 

ligando-specifico (Bonhaus et al., 1998; Lu and Anderson, 2017; Ye et al., 2019) e dunque 

l’attivazione della protein chinasi A (PKA; Ye et al., 2019). D’altro canto, i recettori CB2, 

attraverso la loro subunità Gβγ, sono anche noti per essere accoppiati alla protein chinasi C 

(PKC), la quale porta a sua volta all'attivazione della MAPK e alla fosforilazione della 

chinasi regolata dal segnale extracellulare (ERK), modulando dunque una via di trasduzione 

del segnale complessa, che regola diversi processi cellulari nei tessuti maturi e in via di 

sviluppo (Turcotte et al., 2016). Inoltre, l'attivazione del recettore CB2, induce anche il 

rilascio di Ca2+ intracellulare dal reticolo endoplasmatico -quindi un corrispettivo aumento 

del Ca2+ mitocondriale- attraverso l'attivazione della fosfolipasi C (PLC) e la produzione 

dell'inositolo 1,4,5-trifosfato (IP3; Zoratti et al., 2003). 

 

Figura 4: Rappresentazione schematica delle le principali vie di segnalazione intracellulare dei recettori endocannabinoidi 
(Ye et al., 2019). 
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2.3. Effetti dei cannabinoidi sulla cognizione 

L’ampia densità e distribuzione dei CBr, risulta indicativa della numerosità dei processi 

fisiologici sopra elencati, nei quali il ECS è direttamente coinvolto, sia a livello periferico 

che centrale. Difatti, l’ ECS regola molteplici meccanismi di omeostasi e plasticità sinaptica 

(Kano et al., 2009), inclusa la neurogenesi, il perfezionamento delle connessioni neuronali e 

della trasmissione sinaptica (Katona and Freund, 2021), oltre che nei processi d’addiction, 

mediante i classici meccanismi di gratificazione e di rinforzo (Cooper and Haney, 2009); ma 

è anche coinvolto nell’attività motoria, esercitando un effetto bifasico -basse dosi inducono 

un'attivazione motoria, mentre dosi elevate sfociano in una sua graduale soppressione, fino 

all'insorgenza di catalessia (Drews et al. 2005; Rodvelt et al. 2007; Polissidis et al. 2010; 

Ossato et al., 2015; Canazza et al., 2016)- in maniera dose-dipendente (Romero et al., 1995) 

e nella regolazione del comportamento alimentare, mediante le già citate proprietà stimolanti 

l'appetito (Williams and Kirkham, 1999). Tuttavia, considerando il focus di tale progetto di 

Dottorato, valuteremo nello specifico l'importante ruolo del ECS nella motivazione e nella 

cognizione (Mechoulam and Parker, 2013). È difatti risaputo che l'uso acuto e cronico di 

cannabis porta a danni cognitivi (Gonzalez et al., 2017; Bogaty et al., 2018). In particolare, 

l'uso regolare di cannabis può alterare la funzione cerebrale, specialmente le reti che 

interessano la memoria, l'attenzione e l'abilità cognitiva (Kim et al., 2019), sia nell’uomo 

che negli animali (Riedel and Davies 2005; Marsicano and Lafenetre. 2009; Akirav, 2011; 

Bilel et al., 2023). Oltre ai deficit nel funzionamento cognitivo, è ben documentato anche 

l’impatto dei concomitanti cambiamenti causati dall’intossicazione acuta da cannabinoidi, 

nei sistemi neurochimici glutamatergici, GABAergici e colinergici nell'ippocampo, ognuno 

dei quali è stato implicato per altro nella funzione della memoria (Lichtman et al., 2002; 

Bilel et al., 2023). Diversi studi hanno inoltre valutato l'impatto funzionale dell'uso cronico 

di cannabis sia negli adulti che negli adolescenti (Lorenzetti et al., 2016; Yanes et al., 2018; 

Sagar and Gruber, 2019). In particolare, studi condotti su animali e sull'uomo, hanno 

evidenziato che l'uso pesante e regolare di cannabis durante l’età adolescenziale, è associato 

ad esiti cognitivi negativi più gravi e persistenti rispetto all'uso durante l'età adulta, 

suggerendo che il cervello dell'adolescente può essere particolarmente vulnerabile agli effetti 

dell'esposizione alla cannabis (Lubman et al., 2015). Diversi studi, quali quelli sulla memoria 

(Kanayama et al.,2004; Becker et al., 2010; Jager et al., 2010), sull'attenzione (Abdullaev et 

al., 2010), sulla capacità decisionale (Cousijn et al., 2013) e di controllo (Behan et al., 2014), 

condotti su adolescenti hanno mostrato modelli anormali di attivazione funzionale (Burggren 

et al., 2018). Tuttavia, è da sottolineare che diversi fattori, quali le differenze di genere e le 
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variazioni genetiche possono influenzare questi effetti (Crane et al., 2013; Cosker et al., 

2018). Inoltre, è stato confermato che i cambiamenti nella struttura ippocampale dovuti 

all'uso pesante di cannabis, a partire dall'adolescenza, persistono in età adulta anche dopo 

l'astinenza per diversi decenni (Burggren et al., 2018).  

2.4. Studio del ECS per lo sviluppo di migliori strategie diagnostiche e terapeutiche 

Nel paragrafo precedente, si è sottolineato quanto l'ampia densità e distribuzione dei CBr sia 

fondamentale per lo svolgimento di diverse processi fisiologici, sia a livello periferico che 

centrale. Pertanto, la presenza dei recettori CB1 nel sistema nervoso centrale (SNC), insieme 

all'impatto della sua modulazione sulle funzioni cognitive mediante attivazione endogena 

e/o con la somministrazione esogena di cannabinoidi, suggerisce l’importanza dello studio 

del ECS come target farmacologico per lo sviluppo di nuovi farmaci, per il trattamento e la 

comprensione dei ruoli fisiologici di questo stesso sistema in vari disturbi mentali (Rana et 

al., 2021) e malattie neurodegenerative (Gaston and Friedman, 2017; Basavarajappa et al., 

2017; Baruch et al., 2019; Cooray et al., 2020). La neurodegenerazione è principalmente 

definita come la perdita progressiva del tono neuronale nel cervello, sebbene non limitato al 

SNC (Agrawal, 2020), e ciò comporta un deterioramento delle capacità cognitive, una 

disfunzione nello svolgimento delle attività quotidiane e vari disturbi comportamentali 

(Talarico et al., 2019). Tuttavia, è da evidenziare che AD, PD e sclerosi laterale amiotrofica 

(SLA), non sono le uniche malattie che possono portare alla perdita del tono neuronale; 

difatti, anche malattie vascolari come ischemia e ictus emorragico in diverse aree del 

cervello, così come infezioni o danni cranici causati da incidenti, possono indurre un danno 

neurodegenerativo simile a quello manifestato anche in diverse forme di demenza (Valeri 

and Mazzon, 2021). 

Nell’ambito delle demenze neurodegenerative, tra le teorie della patogenesi dell’AD, la più 

popolare suggerisce che la deposizione della proteina Amiloide-β (Aβ) in specifiche aree del 

cervello, sia uno degli eventi fondamentali di una serie di cambiamenti a lungo termine che 

conducono ad una massiva perdita neuronale e della neurotrasmissione, con il manifestarsi 

dei sintomi classici di questa forma di demenza (deficit della memoria, cognitivi e motori; 

van der Stelt et al., 2006). A ciò vanno aggiunte inevitabilmente le evidenze ottenute tramite 

studi condotti sul cervello umano post-mortem di pazienti affetti da AD, i quali hanno 

dimostrato che il modello di espressione recettoriale del ECS è alterato (Benito et al., 2003), 

mostrando una sovraregolazione e nitrosilizzazione dei recettori CB1 e CB2 che sembra 

interessare la microglia (Ramirez et al., 2005; Maroof et al., 2014), stessa area cerebrale di 

deposizione della proteina Aβ, la quale scatena una risposta neuro-infiammatoria locale 
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(Harkany et al., 1999). Una serie di studi in vitro ha evidenziato che i livelli di 

endocannabinoidi sono significativamente aumentati come conseguenza del danno 

tossicologico subito nel cervello, ma non ci sono cambiamenti nell’espressione recettoriale 

di CB1, mentre vi è un significativo aumento dell’espressione di CB2 nelle cellule del 

microglia, lasciando spazio all’ipotesi di un’attivazione appunto della risposta 

antinfiammatoria (Ramirez et al., 2005; Maresz et al., 2005). Altri dati post-mortem ricavati 

dai pazienti affetti da AD, smentiscono tuttavia il dato precedente, dimostrando che i livelli 

di AEA e il suo precursore lipidico, sembrano essere diminuiti in corteccia frontale e 

temporale (Jung et al., 2012). D’altro canto, la degenerazione ippocampale e i deficit 

cognitivi relativi indotta dall’accumulo di Aβ, causano una maggiore sintesi di 2-AG, 

favorendo dunque ancora una volta, l’ipotesi che il danno neuronale regoli in qualche modo 

la sintesi degli endocannabinoidi (van der Stelt et al., 2006). Pertanto, la produzione degli 

endocannabinoidi e la conseguente attivazione dei CBr, potrebbe essere tradotta come un 

tentativo stesso da parte del CNS di auto proteggersi contro i danni arrecati a principio della 

patogenesi da AD (Maroof et al., 2014).  

Contemporaneamente, anche diversi studi in vivo, si sono incentrati sul ruolo dell'ECS nella 

fisiopatogenesi dell’AD, sfruttando la somministrazione di Aβ direttamente nel CNS come 

tecnica sperimentale (Benito et al., 2007), analizzando approfonditamente il processo di 

perdita di memoria cui gli animali vanno incontro, essendo uno dei primordiali e più 

frequenti sintomi cui i pazienti incorrono. Difatti, considerando che gli effetti “memory-

disrupting”, ovvero disturbi della memoria, sono caratteristici dell’assunzione di 

cannabinoidi esogeni (Barbieri et al., 2016; Barbieri et al., 2022), è ragionevole considerare 

che il blocco selettivo di CB1 possa avere un ruolo fondamentale nel migliorare la memoria 

a seguito dell’esposizione ad Aβ (Marzola et al., 2003). 

Altro punto degno di nota, riguarda la trasmissione colinergica. Difatti, l’acetilcolina (Ach) 

è risaputo essere uno dei principali neurotrasmettitori nel cervello –con ruoli chiave in una 

serie di processi, comprese le funzioni di memoria ed esecutive- mediante attivazione dei 

due recettori muscarinico e nicotinico. In pazienti affetti da AD, l'espressione dei recettori 

nicotinici dell’Ach (nAChr presinaptici) pare essere ridotta. Infatti, è stato suggerito che Aβ 

sia in grado di legarsi direttamente a tali recettori, con alta affinità, inattivandoli (Schliebs 

and Arendt, 2011). Inoltre, è stato dimostrato che il Δ9-THC può inibire l'attività 

acetilcolinesterasica e limitare l'amiloidogenesi, migliorando così la trasmissione colinergica 

e ritardando dunque la progressione della malattia (Campbell and Gowran, 2007).  
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CAPITOLO 3: Cannabis e Cannabinoidi Sintetici 
 

3.1. Cannabis 

Ad oggi, spesso al termine Cannabis viene comunemente attribuita un’accezione “negativa”, 

associando il suo uso ad un contesto prettamente specifico, ovvero nell’ambito delle 

tossicodipendenze. Ciò è dovuto principalmente alla sua popolarità nel mercato illecito delle 

sostanze psicoattive. Tuttavia, il consumo di cannabis per scopi ricreativi può essere datato 

ad oltre 2500 anni fa (Donahue, 2019) e tutt’oggi viene illegalmente abusata da più del 7.7% 

della popolazione mondiale di età compresa tra i 15 e i 64 anni (Protti et al., 2019; 

EMCDDA, 2022). Difatti, dati recenti mostrano che più di 48 milioni di uomini e circa 31 

milioni di donne hanno fatto uso di cannabis almeno una volta nella loro vita e tra queste 

persone, 15.8 milioni dichiarano di averla utilizzata nell’ultimo anno (EMCDDA, 2022). In 

realtà, Cannabis è il nome botanico comune delle Cannabacee, una famiglia di piante che 

comprende più di 700 varietà, classificate in tre differenti specie: sativa, ruderalis ed indica 

(Pattnaik et al., 2022). La Cannabis sativa o canapa, è tra le tre specie di piante quella che 

fin dal passato è stata parecchio coltivata, soprattutto per usi tessili, ma che successivamente 

fu sempre più popolare come sostanza d’abuso, a causa degli effetti psicotropi causati dalla 

presenza del Δ9-THC.  

3.1.1. Evidenze cliniche  

Nei primi anni del 1960, a seguito di indagini circa la struttura e la stereochimica del Δ9-

THC, sempre più cannabinoidi sintetici (CBs) iniziarono ad essere prodotti, allo scopo di 

studiare la farmacologia dei recettori su cui agiscono e per indagare circa i loro potenziali 

effetti terapeutici (Mills et al., 2015). Eppure, la cannabis sativa contiene più di 500 

componenti bioattivi (Basavarajappa et al., 2017), che includono principalmente 

fitocannabinoidi (Pertwee, 2014; Ahmed et al., 2015), terpeni (Elsohly and Slade, 2005), 

polifenoli, flavonoidi, acidi grassi, oli e cere (Pattnaik et al., 2022), i quali però non hanno 

alcuna proprietà psicoattiva (Amin and Ali, 2019). Fitocannabinoidi –classificati in triciclici, 

biciclici e altri (Bukke et al., 2021)- e terpeni, sono i componenti della cannabis che hanno 

mostrato avere più interesse scientifico per la loro azione terapeutica come agenti stimolanti 

l'appetito, dunque per il trattamento di anoressia, cancro o infezione da virus 

dell'immunodeficienza umana e sindrome da immunodeficienza acquisita (HIV/ AIDS; Jatoi 

et al., 2002; Abrams et al., 2003); inoltre, i suoi effetti antiemetici possono essere utili per i 

pazienti in chemioterapia per il trattamento del cancro (Herman et al., 1979; Hutcheon et al., 

1983), oltre che fornire sollievo sintomatico dal dolore neuropatico cronico in caso di cancro 
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stesso, HIV/AIDS, fibromialgia, artrite reumatoide (Wilsey et al., 2008; Lynch and 

Campbell, 2011; Wilsey et al., 2013; Wang et al., 2021; Petzke et al., 2022) e sclerosi 

multipla (Wade et al., 2004; Rog et al., 2005). Inoltre, la cannabis si è mostrata avere 

promettenti attività terapeutiche anche nel trattamento di alcune malattie neurodegenerative 

(come AD e morbo di Parkinson) e di diversi disturbi neurologici (schizofrenia, depressione, 

ansia, insonnia, epilessia e convulsioni; Kogan e Mechoulam, 2007; Ortiz-Medina et al., 

2018; Arzimanoglou et al., 2020). Data la rilevanza terapeutica sopra citata, non sorprende 

che negli ultimi 20 anni, il controllo dell’utilizzo di cannabis a scopo auto-medicale e 

ricreativo sia stato completamente o parzialmente controllato in alcuni paesi o regioni (come 

in Canada, alcuni stati degli Stati Uniti, Georgia, Uruguay, Sudafrica e Australia; Williams 

et al., 2017; Pattnaik et al., 2022), nonostante vi è ancora una notevole carenza di studi clinici 

ben controllati e randomizzati, in doppio cieco, per fornire chiarezza sull'efficacia del Δ9-

THC e cannabidiolo (CBD, un altro fitocannabinoide) come agenti terapeutici (Amin and 

Ali, 2019). Tuttavia, la cannabis medica (o marijuana medicinale) è stata legalizzata in molti 

paesi (Ebbert et al., 2018), Italia compresa (Di Luca et al., 2020). Infatti ad oggi, le 

preparazioni a base di erbe di cannabis per uso medico sono disponibili in commercio sotto 

forma di vaporizzatori, spray e capsule orali, decotti e oli (Brunetti et al., 2020). Tra i prodotti 

più diffusi a base di solo THC, vi sono il Nabilone (Cesamet®; Valeant Pharmaceuticals, 

Irvine, CA, USA) e il Dronabinol (Marinol®; Solvay Pharmaceuticals, Marietta, GA, USA), 

entrambi utilizzati principalmente come soppressori della nausea e del vomito associati alla 

chemioterapia (Bukke et al., 2021), e solo il secondo, per trattare l'anoressia associata alla 

perdita di peso in pazienti con AIDS (Abuhasira et al., 2018); mentre il Sativex® (GW 

Pharmaceuticals, Cambridge, UK) ha un rapporto 1:1 tra THC e CBD, e viene 

principalmente utilizzato per le sue proprietà antispasmodiche e analgesiche (Consroe et al., 

1997). Infine, l’Epidiolex® (GW Pharmaceuticals, Cambridge, UK) per uso orale, 

contenente dosi elevate di CBD e concepito per contrastare le convulsioni (ema.europa.eu). 

3.2. Cannabinoidi sintetici  

Quanto detto circa l’utilizzo della cannabis medicata, ha tuttavia aumentato la ricerca e di 

conseguenza anche la disponibilità sul mercato di tal prodotto, ma soprattutto il suo uso 

massiccio da parte di una buona fetta della popolazione adulta (Williams et al., 2017). 

Contemporaneamente, l’acquisto legale di prodotti derivati dalla cannabis -come cioccolata, 

caramelle gommose a forma di orsi e leccalecca- sta attirando sempre più alla 

sperimentazione anche un profilo di utilizzatori di età molto più giovane, e ha infatti 

aumentato l'incidenza di reazioni avverse nei bambini (Lavi et al., 2016). Inoltre, abbastanza 
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preoccupante, risulta essere il fatto che nel 2021 un maggior numero di paesi ha segnalato 

prodotti a base di cannabis adulterati con SCBs pericolosi, che rappresentavano rischi per la 

salute dei consumatori (EMCDDA, 2022). In quest’ottica, non sorprende che in poco tempo 

i SCBs abbiano acquistato sempre più popolarità tra individui che ne abusavano per le loro 

proprietà psicoattive, divenendo velocemente una tra le classi di NSP più vendute nel 

mercato illecito delle sostanze stupefacenti (EMCDDA, 2022), come dimostra la figura 

sottostante (Fig.5).  

Insieme agli stimolanti sintetici, rappresentano una tra le classi di composti di sintesi che 

sono chimicamente i più largamente diversificati, ed agiscono mediante azione diretta sul 

ECS, innescando una pletora di effetti che somigliano, ma sono molto più intensi, a quelli 

indotti dalla cannabis (Roque-Bravo et al., 2023). Il motivo, risiede nella loro maggiore 

affinità recettoriale; difatti, uno studio in vitro ha suggerito che, mentre il THC agisce come 

agonista parziale sul recettore CB1, i cannabinoidi sintetici e molti loro metaboliti agiscono 

come agonisti pieni e sono caratterizzati da una potenza maggiore (Tai et al., 2017). Ciò 

spiegherebbe la loro maggiore tossicità, e dunque il manifestarsi di effetti tossici più gravi, 

oltre al fatto che nella cannabis è presente il CBD, con proprietà ansiolitiche e antipsicotiche, 

non presente nelle miscele dei SCBs (Fattore and Fratta, 2011). Tuttavia, è da tener presente 

che gli effetti tossicologici e avversi non possono essere interamente predetti, in quanto 

variano a seconda della via di somministrazione scelta, della dose assunta, ma soprattutto 

dall’eventuale “polydrug” -contemporanea assunzione di altre droghe, compreso l’alcool- 

oltre che della vulnerabilità individuale (Baumann et al., 2014). 

Figura 5: Numero di NPS per categoria, monitorate dal sistema di allerta precoce dell’UE (EMCDDA, 2022).  
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Tuttavia, a differenza della cannabis o più precisamente del suo componente psicoattivo 

ricercato dagli abusatori (il Δ9-THC), che come già anticipato è ampiamente controllato e 

regolamentato, la maggior parte dei SCBs sono venduti liberamente nel mercato delle droghe 

illecite, riuscendo ad eludere la legislazione vigente. Un ulteriore punto di forza dell'attuale 

popolarità dei SCBs è difatti la facile accessibilità via internet di queste molecole -acquistate 

con nomi diversi come "Spice, K2, Blaze, Orange" e molti altri- vendute nel dark web con 

indicazione specifica di “non destinate al consumo umano”, ma come Sali da bagno o 

prodotti da collezione (Alves et al., 2020) e la mancanza di test standard di rilevabilità di 

queste sostanze in campioni di sangue o urine (Fattore and Fratta, 2011; Luethi and Liechti, 

2020). Pertanto, sono costantemente necessarie indagini sugli effetti farmaco-tossicologici 

dei SCBs emergenti, al fine di offrire un contributo considerevole per migliorare la salute 

pubblica a livello mondiale. 

3.2.1. Evidenze precliniche  

I SCBs agiscono come agonisti pieni del recettore CB1, verso cui dimostrano avere elevate 

affinità di legame, spesso 100 volte superiore rispetto al Δ9-THC (Wiley et al., 2013, 2016; 

Vigolo et al., 2015; Banister et al., 2015; Uttl et al., 2018; Theunissen et al., 2021), e 

causando gli effetti desiderati più noti menzionati dagli utilizzatori abituali di queste 

sostanze, quali rilassamento, euforia e disinibizione (Le Boisselier et al. 2017). Tuttavia, i 

SCBs possono anche indurre effetti sia altamente più potenti che effettivamente tossici 

rispetto alla cannabis, quali mal di testa, vomito, paranoia e attacchi di panico, tachicardia, 

convulsioni e allucinazioni (Lapoint et al., 2011; Every-Palmer et al., 2011), e talvolta 

possono indurre morte per overdose (Winstock e Barratt 2013; Trecki et al. 2015). 

Nell'ultimo decennio, diversi nuovi SCBs sono emersi sul mercato illecito del web 

(OEDT,2009;2021); sono sintetizzati sulla base di quattro modelli con un nucleo N-indolico, 

indazolico o carbazolico, immobilizzato da diversi sostituenti (Malaca et al., 2022). Il 

Naftalen-1-il-(1-pentilindol-3-il)metanone, comunemente noto come JWH-018, è stato uno 

dei primi composti SCBs apparsi sul mercato illecito, identificato da indagini forensi tra i 

principi psicoattivi di "Spice" (OEDT, 2009) e tutt'oggi, come suggerito da recenti report di 

intossicazioni, è ancora ampiamente utilizzato (Theunissen et al., 2021). 

Molteplici sono gli studi in vivo che hanno già rivelato gli effetti in acuto indotti da JWH-

018, i quali vengono riassunti nel cosiddetto “effetto tetrade”, caratterizzato da ipotermia, 

analgesia, ipolocomozione e acinesia (Wiley et al., 2012; Macri et al., 2013; Vigolo et al., 

2015). Tali effetti, risultano essere molto più potenti rispetto quelli indotti dal Δ9-THC 

(Vigolo et al., 2015; Ossato et al., 2015; Canazza et al., 2016) e questo composto altera anche 
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le risposte sensorimotorie nei topi (Ossato et al., 2015; Canazza et al., 2016). Inoltre, i recenti 

studi metabolici hanno anche dimostrato che altri SCBs, come nel caso del JWH-175, 

possono essere rapidamente bioattivati in JWH-018 nel sangue dei topi, suggerendo così che 

gli effetti in vivo di tale molecola siano probabilmente dovuti alla formazione del JWH-018 

(Tirri et al., 2022). Da un punto di vista traslazionale, questo rappresenta un aspetto molto 

importante non solo come allarmante incidenza sulla salute pubblica, data la continua 

immissione di NPS sul mercato delle droghe illecite, ma riflette anche la grande e costante 

attenzione che deve essere posta allo studio di molecole considerate "vecchie" (come nel 

caso del JWH-018) sia per scopi clinici, che tossicologici e forensi. Tuttavia, tutti gli studi 

summenzionati sugli effetti in vivo delle SCBs sono stati per lo più valutati a seguito di una 

somministrazione acuta. Meno note risultano essere la valutazione degli effetti indotti da 

somministrazioni ripetute.  

In un recente studio di Pintori e colleghi, è stato dimostrato che la somministrazione ripetuta 

di una bassa dose di JWH-018, induce effetti comportamentali e biochimici anche dopo 7 

giorni dall’ultima somministrazione della sostanza (Pintori et al., 2021). Ciò suggerisce che 

la somministrazione prolungata di tale molecola, può indurre effetti neuroplastici di lunga 

durata nel cervello dei roditori. Un altro studio, ha valutato gli effetti comportamentali indotti 

dall’esposizione ripetuta (7 giorni) in topi maschi adulti di JWH-018 a dosi elevate (6 mg/ 

kg), sacrificandoli 15 giorni dopo l'ultima somministrazione per una valutazione biochimica 

e molecolare (Bilel et al., 2023). Bilel e colleghi, hanno così dimostrato che il trattamento 

ripetuto con JWH-018 induce agitazione psicomotoria nei topi, ma allo stesso tempo produce 

variazioni nella loro interazione sociale, nella memoria e nelle abilità cognitive.  
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CAPITOLO 4: Scopo della tesi 
 

La tematica in oggetto di questo studio di Dottorato, ricopre una grande rilevanza clinica e 

sociale; circa un milione sono difatti gli italiani colpiti da demenze di varia forma, e di questi 

circa 600.000 sono affetti da Alzheimer. Ad oggi, le poche terapie sintomatiche disponibili 

(inibitori delle colinesterasi e memantina), impongono una razionale ricerca di nuove terapie, 

anche possibilmente preventive nella progressione della malattia. In quest’ottica, il sistema 

endocannabinoide (ECS), è stato recentemente identificato come nuovo bersaglio di 

indagine fisiopatologica, dati i notevoli effetti terapeutici dell’utilizzo della cannabis medica. 

Tuttavia, vari studi riportano che l’intossicazione acuta e cronica da cannabis, provochi forti 

cambiamenti nello stato mentale soggettivo degli individui, con effetti negativi sul 

rendimento neuropsicologico (quale l’apprendimento, l’attenzione e la memoria di lavoro; 

deficit nelle abilità verbali, nel riconoscimento visivo, un ritardo nel richiamo visivo, e nei 

compiti di memoria prospettica a breve e a lungo intervallo). Pertanto, è plausibile ipotizzare 

che un uso cronico di cannabis, disregolando il segnale endocannabinoide, possa 

rappresentare una concausa nella fisipatogenesi della demenza. Questa problematica è stata 

fortemente complicata dal crescente consumo di Nuove Sostanze Psicoattive (NPS), in 

particolare dai cannabinoidi sintetici, composti più potenti della cannabis ed in grado di 

causare gravi effetti collaterali “atipici”, quali convulsioni, aggressività, agitazione 

psicomotoria, profonda perdita della memoria (anche per ore) e danni cardiovascolari.  

Pertanto, al fine di ottenere uno studio di tipo traslazionale che correli le informazioni tra le 

osservazioni nell’uomo e quelle nell’animale, il progetto di Dottorato è stato condotto 

mediante studi clinici e preclinici.  

Gli studi clinici, hanno previsto l’utilizzo di campioni sierici ricavati da soggetti maschi e 

femmine (età media: 76 anni) affetti da demenza di varie tipologie. L’obbiettivo è stato 

quello di valutare le variazioni dei livelli dei principali endocannabinoidi (AEA e 2-AG) del 

ECS e tentare di individuare dei modelli definiti di variazioni che identifichino una specifica 

forma di demenza. 

Gli studi preclinici, che hanno occupato la gran parte dello svolgimento di questo progetto 

di Dottorato, sono stati eseguiti allo scopo di valutare se l’utilizzo cronico di nuovi 

Cannabinoidi Sintetici (SCBs) possa indurre sintomatologie e deficit simili a quelli indotti 

da demenza e se il loro utilizzo, anche per un breve periodo nell’arco della vita, possa 

rappresentare un’ulteriore fattore di rischio nella patogenesi della demenza stessa. In 
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particolare, sono stati avviati una serie di studi pilota che hanno permesso di individuare se, 

alla dose efficace testata, vi sia correlazione tra i sintomi manifestati in vivo ed eventuale 

disregolazione del sistema ECS a seguito della somministrazione protratta di una specifica 

sostanza. Pertanto, sono stati valutati gli effetti farmaco-tossicologici in vivo (nel modello 

murino) indotti dalla somministrazione in acuto e protratta (per 7 giorni consecutivi) del 

JWH-018, uno dei più noti ed utilizzati SCBs. A seguito di un periodo definito di wash-out, 

sono state anche valutate eventuali variazioni comportamentali e i livelli degli 

endocannabinoidi (AEA e 2-AG) nel plasma; infine, a seguito del sacrificio delle cavie, si è 

valutata l’eventuale variazione della densità recettoriale (CB1 e CB2), i livelli dei 

cannabinoidi endogeni e degli enzimi che badano alla loro sintesi (NAPE-PDL e DAGLα) e 

degradazione (FAAH e MAGL), in striato e ippocampo. 

In conclusione, soffermandosi dunque sul potenziale d’abuso dei SCBS e le possibili 

conseguenze sul ECS, nel presente lavoro di Dottorato, si è verificato se l’utilizzo ripetuto 

di tale sostanza, anche per un breve periodo nell’arco della vita, possa rappresentare una 

concausa nella fisiopatogenesi della demenza senile.  
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CAPITOLO 5: Materiali e Metodi 
 

5.1. Animali 

In accordo con l’art. 4 c.2 del D.L. 116/92, questo studio è stato eseguito su topi maschi CD-

1® (modello murino ICR, giovani adulti di 3-4 mesi di età con un peso compreso tra 35-40 

grammi), non volendosi avvalere di animali con uno sviluppo neurologico più evoluto. 

I topi sono stati allevati e stabulati presso il Laboratorio centralizzato per la Ricerca 

Preclinica (LARP) dell’Università di Ferrara (Via Fossato di Mortara, 70; 44121, Ferrara, 

Italia). Qui, venivano radunati in gruppi di cinque -divisi ovviamente in base al sesso, poco 

dopo la nascita- all’interno di gabbie IVC (individually ventilated cages; superficie del 

pavimento/animale: 80 cm2; altezza minima del recinto: 12 cm) e sono sottoposti a 

condizioni controllate di luce (alternanza luce-buio di metà giornata: 12 ore di luce, dalle 

6.30 alle 18.30, e 12 ore di buio, dalle 18.30 del pomeriggio alle 6.30 del giorno successivo), 

di temperatura (20-22°C) e di umidità (45-55%). Gli animali hanno inoltre accesso libero a 

cibo ed acqua (dieta 4RF25, GLP, Mucedola, Settimo Milanese, Milano).  

Tutti i test sono stati condotti durante il giorno, dalle 8.00 alle 16.00 circa, con le stesse 

condizioni ambientali presenti nello stabulario e sono conformi alla direttiva del Consiglio 

della Comunità Europea (2010/63/UE), che modifica la precedente normativa 86/609/CEE. 

La direttiva citata è approvata dal Comitato Etico dell’Università di Ferrara e dal Ministero 

della Salute Italiano (223/2021-PR). 

I test sono stati eseguiti adottando le misure adeguate sia per ridurre al minimo il numero di 

animali utilizzati che lo stress ed il dolore al quale sono stati sottoposti. Inoltre, a causa di 

possibili dimorfismi sessuali correlati alla patologia della demenza (Clinton et al., 2007), 

questo studio è stato eseguito solo su topi maschi. Il numero totale di animali utilizzati per 

lo svolgimento della tesi è di 113 topi. 

5.2. Sostanze utilizzate 

Le sostanze utilizzate per lo svolgimento degli studi preclinici in questo progetto di 

dottorato, sono il delta-9-tetraidrocannabinolo (Δ9-THC) e il Naftalen-1-il-(1-pentilindol-3-

il)metanone (JWH-018), entrambe regolarmente acquistate presso LCG Standards S.r.l. 

(LGC Standards, Milano, Italia). Prima di essere somministrate intraperitonealmente, 

entrambe le due sostanze in esame, sono state disciolte in etanolo assoluto (concentrazione 

finale pari al 5%) e Tween 80 (concentrazione finale pari al 2%). Il tutto è stato portato a 

volume aggiungendo opportuna quantità di soluzione salina (NaCl 0,9%) e somministrato 
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ad ogni topo per un volume totale pari a 4 μL/g. Tween 80, etanolo e soluzione salina sono 

state utilizzate anche come veicolo.  

La scelta della dose utilizzata (0.01 e 6 mg/Kg) e gli effetti in vivo, sono stati definiti sulla 

base di precedenti studi di “Safety pharmacology” eseguiti presso i nostri laboratori 

(Canazza et al., 2016; Bilel et al., 2019). 

5.3. Procedura sperimentale e protocolli utilizzati 

Lo studio preclinico eseguito in questi tre anni di Dottorato di Ricerca, è il frutto di un piano 

sperimentale (Fig.6) ideato in modo tale da essere suddiviso in differenti studi pilota che 

hanno condotto ognuno a differenti risultati, ma che nel complesso permetteranno di ottenere 

un quadro definito che sostenga l'ipotesi originale che l'uso ripetuto di cannabinoidi sintetici, 

anche per un breve periodo di tempo, alteri la trasmissione cannabinoide endogena con 

conseguenti sintomi di detrimento cerebrale (con particolare riferimento all'invecchiamento 

dell'animale).  

 

Pertanto, nel tentativo di fornire adeguatamente i dettagli di ogni protocollo sperimentale 

utilizzato, di seguito le metodiche verranno suddivise in base al susseguirsi dei tre differenti 

studi realizzati: 

- Un primo studio in cui lo scopo era quello di valutare gli effetti comportamentali, 

sensori-motori e motori della somministrazione ripetuta per 7 giorni del 

cannabinoide sintetico JWH-018 a due differenti dosaggi (0.01 e 6 mg/Kg), 

Figura 6: Piano sperimentale eseguito durante il Dottorato di Ricerca. 
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ponendolo a confronto non soltanto con quelli indotti dal più conosciuto Δ9-THC, 

ma valutandoli anche in relazione ad un controllo basale svolto prima di ogni 

iniezione giornaliera, al fine di verificare sia l’effetto primario delle sostanze che 

eventuali effetti persistenti (Fig.7).  

Da notare, che l’attività basale dei topi è stata valutata anche al giorno 10 (post wash-

out), quindi tre giorni dopo l’ultima somministrazione, al fine di verificare se la 

somministrazione ripetuta per 7 giorni, avesse potuto modificare nel tempo la 

risposta comportamentale dell’animale.  

- Un secondo studio, si è incentrato maggiormente sulle variazioni a livello motorio e 

cognitivo, a seguito della somministrazione protratta di 7 giorni della molecola in 

oggetto di studio e un periodo di wash-out pari a ~21/22 giorni. A seguito del 

sacrificio degli animali, si è provveduto ad eseguire il prelievo di sangue e tessuto 

cerebrale, per valutare eventuali variazioni nella densità recettoriale (CB1 e CB2), nei 

livelli di AEA e 2-AG, e negli enzimi che badano alla loro sintesi (NAPE-PDL e 

DAGLα) e degradazione (FAAH e MAGL), in striato e ippocampo (Fig.8). 

Figura 7: Protocollo sperimentale primo studio in vivo. 
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- Un terzo studio invece, si è incentrato nella ricerca a lungo termine delle variazioni 

esclusivamente comportamentali e cognitive (Fig.9). Questa volta, sempre a seguito 

della somministrazione protratta per 7 giorni di JWH-018, si è provveduto ad 

effettuare un periodo di wash-out molto più lungo, circa di 2 mesi. Tenendo in 

considerazione il lavoro di Dutta e Sengupta (2016), la sperimentazione è stata 

avviata in una fase di crescita dei topi (3/4 mesi di vita) per cui traslazionalmente si 

ricade nel pieno del periodo dell’adolescenza umana (18 anni). In questo lavoro, 

Dutta e il collega spiegano come un giorno di vita del topo coinciderebbero 

all’incirca a 100 giorni di vita umana. Pertanto, sette giorni consecutivi di 

somministrazione di JWH-018, corrisponderebbero ad un utilizzo continuativo di 

circa 2 anni di suddetta sostanza. Allo stesso modo, un periodo di wash-out di 60 

giorni per il topo, corrisponderebbero a circa 17 anni umani (Dutta e Sengupta, 

2016). La scelta del periodo di wash-out è stata effettuata tenendo in considerazione 

il fatto che i topi hanno una vita precoce, più breve e molto più accelerata, rispetto 

gli umani; pertanto, si è ritenuto opportuno valutare le alterazioni comportamentali, 

cognitive e di variazione dei livelli del ECS dopo un intervallo di tempo adatto a 

ricadere in un periodo di vita in cui nei topi si anticipasse la senescenza, ovvero i 10 

mesi di vita (Dutta and Sengupta, 2016). 

 

Figura 8: Protocollo sperimentale secondo studio in vivo. 
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5.3.1. Primo studio in vivo 

Il protocollo sperimentale utilizzato in questo primo studio in vivo, segue le direttive 

proposte dalla “Safety Pharmacology” che prevedono, come test che valutano gli effetti sul 

sistema nervoso centrale, quelli suggeriti da Irwin (FOB: Functional Observation Battery), 

aggiornati con tecnologie recenti (S7A, 2001). 

Secondo tali linee guida, l’osservazione del comportamento dell’animale viene registrato e 

valutato attraverso i risultati ottenuti da una serie di test che verranno ciclicamente ripetuti a 

5-30-60-120-180-240-300 minuti dall’iniezione della sostanza in esame. I dati ottenuti, 

verranno in seguito confrontati con un ciclo di controllo effettuato prima dell’iniezione 

stessa. Ogni ciclo può essere diviso in tre fasi caratterizzate da un aumento progressivo della 

manipolazione dell’animale. Una particolare attenzione che permette di accrescere 

l’attendibilità dei dati raccolti aumentando in modo progressivo lo stress inflitto all’animale 

attraverso la manipolazione. 

Un ciclo viene terminato in circa 35 minuti, quindi i dati raccolti e legati ad un determinato 

tempo sono da considerare nell’intorno di +/- 10 minuti, specialmente per i tempi 30/60 

minuti. 

5.3.1.1. Frequenza Respiratoria 

Il protocollo sperimentale per la rilevazione della frequenza respiratoria, prevede il 

monitoraggio dell'animale mentre si trova all’interno dell’apposita gabbia d’osservazione 

(290x220x140 mm), sveglio e in stato di libero movimento. L'animale sarà registrato 

Figura 9: Protocollo sperimentale terzo studio in vivo. 
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mediante l’utilizzo di una telecamera (B/W USB; Ugo Basile, Italia) posta sopra la gabbia 

di osservazione. Un operatore esperto che non conosce i trattamenti farmacologici analizzerà 

successivamente i video offline. L'analisi, fotogramma per fotogramma, permette di valutare 

al meglio il numero di atti respiratori del topo al minuto, i quali in condizioni basali si 

aggirano intorno i 257±11 atti al minuto (brpm). Il test viene ripetuto a 0, 10, 35, 65, 85, 125, 

185, 245 e 305 minuti dopo la somministrazione. 

5.3.1.2.  Valutazione delle funzioni sensoriali  

Per quanto riguarda la valutazione dei riflessi sensoriali, essi possono essere suddivisi in:  

 Riflessi Visivi: 

La risposta visiva è valutata mediante due test che indagano se la capacità del topo di 

catturare informazioni visive esterne, sia quando è fermo (visual object test) che in 

movimento (visual placing test), può variare a seguito della somministrazione di una 

sostanza (Ossato et al., 2015). 

- Il visual object test consiste nel verificare se il topo è in grado di percepire 

l’avvicinarsi progressivo di un oggetto (frontalmente e lateralmente) al suo campo 

visivo. I segni tipici di un animale che gode di buona salute, quindi in grado di 

discriminare e percepire il segnale esterno, prevedono l’avvicinamento della testa 

all’oggetto, portando le zampe anteriori in posizione di “difesa” o, al contrario, 

arretrando. Per la risposta visiva frontale, viene utilizzata una barra orizzontale 

bianca (Fig.10, sinistra) e la procedura viene ripetuta 3 volte, assegnando un punto 

per ogni volta che l’animale risponde all’avvicinamento dell’oggetto.  

 

Per la risposta visiva laterale, viene utilizzato un classico specchietto da dentista che 

viene avvicinato dalle spalle del topo verso il suo campo visivo, creando un arco 

orizzontale (Fig.10, destra).  La risposta positiva alla visione dell’oggetto, prevede 

Figura 10: Valutazione dei riflessi visivi mediante: visual front object reflex (sinistra); visual side object reflex 
(destra). 
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un movimento da parte dell’animale, ruotando la testa verso l’oggetto o ritirandola. 

La risposta visiva laterale viene condotta bilateralmente ed il test viene dunque 

ripetuto 3 volte per occhio. Il punteggio assegnato sarà comunque di 1 per ogni 

riflesso osservato.  

Il valore totale del visual object test (frontale e laterale), viene calcolato sommando 

i punteggi ottenuti in entrambi i test (punteggio complessivo 9). La valutazione della 

risposta all'avvicinamento dell’oggetto è stata eseguita a 0, 10, 30, 60, 120, 180, 240 

e 300 minuti dopo l'iniezione. 

- Il visual placing test invece, viene effettuato sollevando il topo per la coda e 

avvicinandolo al pavimento ad una velocità costante di 10 cm/s, mentre viene 

registrato da una telecamera (Canazza et al., 2016). L'analisi dei video, permette di 

valutare l'inizio della reazione del topo, mentre si avvicina al pavimento e la distanza 

perpendicolare fra gli occhi dell’animale stesso ed il pavimento. Avvalendosi di un 

di un righello elettronico, a questo punto è stata misurata tale distanza (per topi non 

trattati, circa 18±4,7 mm). La valutazione della risposta al visual placing è stata 

eseguita a 0, 15, 35, 70, 125, 185, 245 e 305 minuti dopo l'iniezione. 

 

 Riflessi Tattili  

La risposta tattile di ogni topo è stata verificata attraverso stimolazione delle vibrissae, dei 

padiglioni e del riflesso corneale del topo, mediante l’utilizzo di un ago da gavaggio, come 

in precedenza descritto da altri studi comportamentali eseguiti presso i nostri laboratori 

(Ossato et al. 2015; Bilel et al. 2020). 

- Per quanto riguarda il test dei padiglioni auricolari (Pinna reflex), si sfiorano i 

padiglioni (destra e sinistro), una volta internamente, una volta esternamente; per un 

totale di 4 volte. 

- Nel test delle vibrissae (Vibrissae reflex), dove si sfiorano appunto le vibrisse 

(destra e sinistro), dunque 2 tocchi per lato. 

- Nel test del riflesso corneale (Corneal reflex), si tocca delicatamente la cornea del 

topo mediante l’ago e si valuta la risposta, attribuendo un valore di: 3 punti se chiude 

la palpebra e sposta il viso; 2 se chiude solo la palpebra;1 se sposta solo il viso. I 

valori indicati sono questa volta riferiti a ciascun occhio, pertanto il valore totale per 

un topo sano è di 6.  
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 Riflessi Acustici  

L’acoustic test misura il riflesso dei topi in risposta ad uno stimolo acustico prodotto 

dall’operatore alle spalle dell'animale (Koch, 1999). In particolare, vengono valutate le 

reazioni a quattro differenti stimoli acustici per intensità e frequenza (Ossato et al. 2015): 

- Snap: schiocco delle dita; 

- Click: mediante strumento metallico; 

- Acuto: tramite audiometro che riproduce un suono acuto-sonorizzato ad alta 

frequenza posizionato intorno ai 5.0-5.1 kHz 

- Grave: tramite audiometro che riproduce un suono sordo-grave a bassa frequenza 

posizionato intorno ai 125-150 Hz. 

Ciascun di questi test viene ripetuto 3 volte, dando valore 1 se presente il riflesso, 0 se non 

presente, per un totale di 3. La reattività acustica dell’animale è rappresentata come 

sommatoria dei punti ottenuti nei quattro test: snap + click + acuto + grave. 

5.3.1.3.  Valutazione della temperatura corporea 

Per valutare al meglio gli effetti delle sostanze somministrate sulla termoregolazione, 

vengono registrate entrambe le risposte dei cambiamenti nella temperatura interna (rettale) 

ed esterna (attraverso il manto ventrale). Per la temperatura interna è stata utilizzata una 

sonda (1 mm di diametro) che viene delicatamente inserita, dopo aver opportunamente 

lubrificato con vaselina liquida, nel retto del topo (a circa 2 cm; Vigolo et al. 2015). La sonda 

è collegata ad un termometro digitale (Cole Parmer, modello 8402). Per la temperatura 

superficiale invece, viene utilizzato un termometro infrarosso digitale (Microlife, FR-1DZ1) 

che viene puntato a 1 cm dalla superficie dell'addome del topo (Vigolo et al. 2015).  

Entrambe le temperature (superficiale ed interna) dei topi sono state misurate a 0, 30, 50, 85, 

140, 200, 260 e 320 min post-iniezione. 

5.3.1.4.  Valutazione della soglia del dolore 

I test della valutazione della soglia del dolore dei topi vengono valutati attraverso due 

differenti test: il tail pinch, che valuta la risposta al dolore meccanico, e il tail withdrawal, 

che invece valuta la risposta al dolore termico (Arfè et al., 2021). 

- Il tail pinch test, prevede l’utilizzo di sonda rigida speciale collegata ad un 

dinamometro digitale (ZP-50 N, IMADA, Giappone), che viene delicatamente posto 

sulla porzione distale della coda del topo, e lì viene applicata una pressione 
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progressiva (Vigolo et al. 2015). Nel momento in cui il topo percepirà dolore, tenderà 

a flettere la coda, e in quel momento l’operatore deve smettere di applicare pressione 

alla coda. Lo strumento digitale è in grado di salvare automaticamente il picco 

massimo di peso supportato (g/ forza). Per evitare danni ai tessuti del topo, è stato 

impostato un cut-off (500 g/ forza). Il test viene ripetuto tre volte, e il valore finale 

preso in considerazione, sarà la media delle tre prove eseguite.  

- Il tail withdrawal test, prevede di inserire il topo in un cilindro di plastica scuro ed 

immergere metà della coda in acqua calda (~48-51ºC). Nel momento in cui il topo 

percepirà dolore, tenderà autonomamente a tentare di uscire la coda dall’acqua, o 

comunque a muoverla nel tentativo di liberarsi. L’osservatore, munito di cronometro, 

segnalerà il tempo di latenza (in secondi) che la coda resterà immersa in acqua 

(Vigolo et al. 2015).  Anche in questo caso, per evitare danni ai tessuti del topo, è 

stato impostato un cut-off (15 s).  

 

I test di valutazione della nocicezione indotta dalla somministrazione della sostanza, 

vengono eseguiti a 0, 35, 55, 90, 145, 205, 265 e 325 minuti post-iniezione. 

5.3.1.5.  Valutazione della forza muscolare 

Il grip strength test valuta la forza muscolare scheletrica dei topi attraverso un dinamometro 

(ZP-50 N, IMADA), collegato tramite un trasduttore di forza isometrico ad una griglia (5x5 

cm; Bilel et al. 2020). Per l’esecuzione di questo test, i topi sono trattenuti dall’operatore per 

le code e vengono adagiati sulla griglia, dandogli il tempo necessario per afferrarla mediante 

le zampe anteriori. A questo punto, i topi vengono delicatamente tirati indietro, sempre dalla 

coda, fino a quando non lasciano la presa dalla griglia. Lo strumento digitale è in grado di 

salvare automaticamente il picco massimo di forza esercitata, espressa in grammo forza 

(g/forza). La media di tre repliche, viene utilizzata come risultato finale del test. Il grip 

strength test viene effettuato a 0, 15, 35, 70, 125, 185, 245, e 305 minuti post-iniezione. 

5.3.1.6.  Valutazione della capacità motoria 

Le alterazioni indotte sulle abilità motorie dei topi, a seguito della somministrazione di 

sostanze stupefacenti, possono essere valutate attraverso l’utilizzo di differenti tipi di test. 

Tuttavia, all’interno dei protocolli di Safety Pharmacology, i più accreditati risultano 

l’accelerod, il drag (Vigolo et al., 2015; Ossato et al., 2015) e il bar test. 

- L’accelerod test, permette di valutare differenti parametri motori, ovvero la 

coordinazione motoria, la presenza di acinesia e/o bradicinesia, l’equilibrio, il tono 
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muscolare e la motivazione a correre. Prevede l’utilizzo di un cilindro rotante che 

meccanicamente aumenta la velocità in modo costante (0-60 rotazioni/minuto, in 5 

minuti totali). La performance degli animali viene valutata calcolando il tempo che 

essi trascorrono sull’accelerod senza cadere (sono ammesse per ciascun topo al 

massimo 3 cadute). Il tempo trascorso sul cilindro viene infatti registrato 

dall’operatore, attraverso l’utilizzo di un cronometro. La prova accelerod è stata 

eseguita a 0, 40, 60, 95, 150, 210, 270 e 330 min post-iniezione. 

- Il drag test, permette di valutare l’abilità dell’animale nel bilanciare la postura del 

corpo con le zampe anteriori, in risposta ad uno stimolo dinamico esterno. 

L’esecuzione di tale test, prevede che ciascun animale venga sollevato per la coda 

dall’operatore (lasciando le zampe anteriori appoggiate alla superficie), e viene 

trascinato all’indietro -per una distanza fissa di 100 cm- ad una velocità costante di 

circa 20 cm/sec. Il numero di passi effettuati da ciascuna zampa anteriore è 

conteggiato da due distinti osservatori e per ogni animale si effettuano 5 misurazioni. 

Il valore finale preso in considerazione, sarà la somma delle prove eseguite. 

- Il bar test, permette di avere un’indicazione dell'intensità dello stato di catalessi cui 

un animale può incorrere a seguito della somministrazione di una data sostanza 

(Sanberg et al., 1988). Consiste nel porre gli arti anteriori del topo su una barra di 

plastica (altezza 6 cm) e verrà calcolato il tempo trascorso sulla barra (immobilità cut 

off: 20 s), ovvero il tempo speso dall’animale in una posizione insolita e dunque, la 

registrazione del tempo necessario al topo per correggere questa postura. Il tempo 

totale speso sulla barra è conteggiato da due distinti osservatori e per ogni animale si 

effettuano tre prove consecutive (tempo massimo totale di catalessi: 60 s; Canazza et 

al. 2016; Bilel et al. 2020; Arfè et al., 2021). Il test bar è stato eseguito a 0, 20, 40, 

70, 140, 195, 260 e 310 minuti post-iniezione. 

5.3.2. Secondo studio in vivo 

Come già anticipato, il protocollo sperimentale utilizzato in questo secondo studio in vivo, è 

stato ideato al fine di andare a valutare, alle stesse condizioni sperimentali del primo studio 

-somministrazione ripetuta per sette giorni del cannabinoide in esame, con un periodo di 

wash-out pari a 15 giorni- eventuali ripercussioni sullo stato cognitivo degli animali e sulle 

loro abilità motorie. Infine, a seguito del sacrificio degli animali, eseguito attraverso 

l’utilizzo della ghigliottina, si è provveduto ad eseguire il prelievo del tessuto cerebrale. 

Striato e ippocampo, sono stati rapidamente sezionati, pesati, congelati in azoto liquido e 

conservati a -80 ºC. 
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5.3.2.1. Esperimenti in vivo 

 Valutazione del gating sensoriale 

La risposta acustica di startle è una risposta predittiva della misura del gating sensoriale di 

un topo ed è ottenuta mediante improvvisi e intensi stimoli acustici che portano 

all’attivazione della muscolatura scheletrica e facciale in pochi millisecondi, intesa come 

riflesso non controllato dell’animale, ovvero una sua reazione di difesa. Tale riflesso può 

essere modulato da alcuni parametri: le emozioni come la paura che potenzia lo startle o la 

gioia che lo attenua; oppure processi d’apprendimento non associativi, come ad esempio il 

periodo di gating empiricamente calcolato (compreso tra 30-500 ms), sia nel ratto che 

nell’uomo (Kumari and Sharma, 2002), in cui si smorza la responsività agli eventi sensoriali.  

Lo Startle Reflex System consiste di tre/quattro contenitori di plexiglass (90 x 45 x 50 mm) 

alloggiati all’interno di altrettante camere insonorizzate (Ugo Basile, Milano, Italia), 

provviste di ricambio d’aria mediante ventilazione. In ogni camera, i contenitori sono 

montati su una piastra accelerometrica collegata ad un convertitore analogico-digitale. Il 

rumore di fondo e gli stimoli acustici vengono erogati da due altoparlanti (ANL-925C) per 

camera posti 7 cm sopra il contenitore di plexiglass in modo da avere al loro interno una 

differenza di solo 1 dB.  

 

Il test consiste in un trial che prevede l’erogazione di uno startle (solo un pulso) e di pre-

pulsi (pre- pulso + pulso) in modo randomizzato. Il pulso avrà un’ampiezza di 120-dB per 

una durata di 40-ms. Il Pre-pulso + pulso invece, hanno una sequenza di segnale che consiste 

di: 20-ms di pre-pulso, 80-ms di solo rumore di fondo, e dopo altri 40-ms degli startle di 

120-dB (in principio 100-ms). Vi è una media di 15 s tra i due trial (range = da 9 a 21 s). 

Questi startle iniziano dopo un periodo di 10-min chiamato abituation che può essere visto 

come una breve finestra temporale in cui ogni forma sensoriale viene filtrata, affinché si 

riduca la risposta dell’animale allo stimolo minaccioso. 

Figura 11: Pre-pulse inhibition 
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Una sessione completa del test è composta da 40 trials tra pulso da solo e pre-pulso + pulso 

(a tre intensità diverse: 68-dB, 75-dB e 85-dB) erogati in ordine random.  

L’intero test di PPI ha una durata di 20 minuti. L’ammontare della inibizione del pre-pulso 

(PPI) è espressa come la percentuale di diminuzione d’ampiezza della reattività allo startle, 

causata dalla presenza del pre-pulso (% PPI). 

 Valutazione della capacità motoria 

La valutazione della capacità motoria dei topi durante questo trial sperimentale è stata 

eseguita attraverso l’utilizzo di differenti test. Il drag e l’accelerod test, sono già stati 

dettagliatamente descritti tra i metodi sperimentali appartenenti alla Safety Pharmacology 

(vedi sezione 5.3.1.6.). Pertanto, di seguito verrà descritto invece il metodo di registrazione 

della variazione dell’attività locomotoria spontanea dei topi.  

L’esecuzione di questo test, prevede che quattro animali siano posti in gabbie di plastica 

quadrata (60 x 60 cm), situate in una stanza dal rumore e dalla luce attenuata, e l'attività 

motoria -distanza percorsa (m), il tempo trascorso nella zona centrale e periferica (sec), il 

numero di volte in cui passa dalla zona centrale a quella periferica (n. di cambi d’area), le 

rotazioni del corpo animale (n. delle rotazioni), la velocità massima e media di marcia 

(m/sec)- sono state registrate ogni 5 minuti e monitorate per 240 minuti, attraverso il sistema 

ANY-maze (Ugo Basile, versione 4.99g Beta) di video monitoraggio (Ossato et al., 2015; 

Canazza et al., 2016; Ossato et al., 2017; Bilel et al., 2020). Le gabbie sono state 

accuratamente pulite con una soluzione di etanolo diluita (5%) e lavate con acqua tra ogni 

ciclo di prova.  

5.3.2.2. Esperimenti in ex-vivo 

 Quantificazione di AEA e 2-AG cerebrale mediante metodo UPLC-

MS/MS 

La quantificazione di AEA e 2-AG è stata eseguita utilizzando uno spettrometro di massa 

con trappola ionica lineare a triplo quadrupolo (QTRAP 5500; Sciex, Darmstadt, Germania) 

accoppiato con un sistema separativo in cromatografia liquida ad alta pressione UHPLC 

(Agilent 1200 Infinity; Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), seguendo metodi 

recentemente convalidati (Casati et al., 2020). I composti sono stati separati su una colonna 

Kinetex UHPLC XB-C18 (100 x 2,1 mm , diametro interno2,6 μm, Phenomenex, Torrance, 

CA, USA) utilizzando un'eluizione a gradiente lineare con acqua allo 0,1% di acido formico 

come fase mobile A e metanolo/acetonitrile (5:1; v/v) come fase mobile B. In breve, sono 
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stati estratti 125 µL di tessuto omogeneizzato seguendo una procedura di estrazione liquido-

liquido (4 mL di diclorometano/isopropanolo 8:2; v/v), dopo una precipitazione proteica con 

acetonitrile freddo (1 mL). Il surnatante è stato separato e portato a secco sotto un leggero 

flusso di azoto. Il residuo è stato ricostituito con 60 µl di metanolo e ne è stata iniettata 

un'aliquota da 3 µl nel sistema UHPLC/MS-MS per la determinazione dei lipidi. 

L'acquisizione ed il trattamento dei dati sono stati effettuati utilizzando rispettivamente il 

software Analyst 1.6.2 e MultiQuant 2.1.1 (Sciex, Darmstadt, Germania). 

 Studi di binding recettoriale su CB1  

Sezioni coronali spesse (20μm) sono state tagliate su un criostato e montate scongelate su 

fettine ricoperte di gelatina. I vetrini sono stati incubati per 2,5 ore a 37 ºC con 10 nm [3H] 

CP-55,940 (Perkin Elmer Life Sciences, Milano, Italia) in tampone legante [50 mM Tris-

HCl, pH 7,4, 5% albumina sierica bovina (BSA)]. Le sezioni sono state poi lavate per 1 ora 

a 4 ºC in un tampone contenente Tris-HCl da 50 mM a pH 7,4 con l’1% di BSA-buffer e 

risciacquate per 3 ore alle stesse condizioni. Sono stati poi immersi in tampone sempre di 

Tris-HCl da 50 mM (pH 7,4) per 5 minuti e poi in acqua distillata. Una volta essiccate, le 

sezioni sono state esposte ad un film di Kodak Biomax MR (Perkin Elmer Life Sciences, 

Milano, Italia) per 14 giorni, per generare autoradiogrammi la cui intensità è stata valutata 

misurando i livelli di grigio, utilizzando il sistema Image-Pro Plus 7.0 (MediaCybernetics, 

Silver Spring, USA). Ogni area di entrambi i lati del cervello è stata tracciata utilizzando 

l’atlante cerebrale del topo Paxinos e Watson (Paxinos and Watson, 2007). Il livello di grigio 

delle misurazioni densitometriche, calcolate dopo la sottrazione della densità di fondo del 

film, è stato determinato utilizzando lo standard di trizio per il legame dei recettori (3H 

Microscales, Amersham Pharmacia Biotech) come precedentemente riportato da 

Zamberletti e colleghi (Zamberletti et al., 2012). 

 Analisi western blot degli enzimi endocannabinoidi 

Striato ed ippocampo di ogni singolo topo, sono stati omogeneizzati utilizzando un buffer 

freddo contenente saccarosio 0,32 M e una soluzione a pH 7,4 di Hepes a 1mM, EGTA a 0,1 

mM e PMSF a 0,1 mM, in presenza di una serie completa di inibitori della proteasi e un 

cocktail di inibitore della fosfatasi. La frazione sinaptosomale è stata preparata come 

precedentemente descritto da Caffino e colleghi (Caffino et al., 2017). Le proteine totali sono 

state misurate nell'intero omogenato e nella frazione sinaptosomale grezza dal Bio-Rad 
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Protein Assay, utilizzando l'albumina sierica bovina come standard di calibrazione (Bio-Rad 

Laboratories, Milano, Italia).  

I livelli di espressione di ogni singola proteina sono stati normalizzati utilizzando il proprio 

controllo del carico di β-actina, che è stato rilevato valutando la densità di banda a 43kDa. 

Per valutare l'espressione dell'enzima endocannabinoide, sono stati rilevati anticorpi legati 

con una fotocamera GBOX XT (Syngene, Cambridge, UK). La densità ottica delle bande è 

stata quantificata utilizzando il software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) e normalizzata 

in β-actina. Per consentire il confronto tra diverse macchie, la densità delle bande è stata 

espressa in percentuale del veicolo. 

5.3.3. Terzo studio in vivo 

Come precedentemente anticipato, il terzo studio in vivo si è incentrato nella ricerca a lungo 

termine delle variazioni comportamentali e cognitive, valutandole sempre a seguito della 

somministrazione protratta per 7 giorni della molecola in esame, ma effettuando un periodo 

di wash-out di circa 2 mesi.  

Seguendo quanto riportato in un lavoro di Kosel e colleghi (Kosel et al., 2020) -i quali 

considerando i sintomi comportamentali e psicologici della demenza (BPSD-like) su diversi 

modelli di topo affetti da Alzhaimer (AD) hanno suggerito che l’isolamento sociale e i 

comportamenti depressivi-simili aumentano con la neuropatologia progressiva, così come 

l’aumento d’ansia, d’agitazione (iperattività) o apatia generale- ed un recente lavoro di Bilel 

e colleghi (Bilel et al., 2023) –nel quale sono stati segnalati evidenti disturbi psicotici in vivo 

a seguito della somministrazione a lungo termine di cannabinoidi sintetici- è stato ideato un 

modello sperimentale che prevedesse l’esecuzione dei seguenti test comportamentali : PPI 

(vedi sezione 5.3.2.1), tail suspension, Novel Object Recognition (NOR) e partition.  

 Tail Suspension  

Il tail suspension test (TS), letteralmente il test della sospensione della coda, è stato eseguito 

secondo quanto riportato in precedenza in letteratura (Barbieri et al., 2016). In breve, il test 

consiste nell’isolare sia acusticamente che visivamente i topi (gli uni dagli altri), 

sospendendoli a 50 cm sopra il pavimento mediante l’utilizzo di un nastro adesivo, posto a 

circa 1 cm dalla punta della coda. La posizione d’immobilità del topo è stata originariamente 

coniata come disperazione comportamentale (Porsolt et al., 1977), basandosi sul 

presupposto che gli animali rinuncino alla possibilità di fuggire. Il tempo d’immobilità di 

ogni topo è stato registrato durante un periodo totale di 6 minuti (Barbieri et al., 2016), solo 
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quando restavano completamente e passivamente appesi immobili. Tutti gli esperimenti 

sono stati registrati attraverso il sistema di monitoraggio video ANY-maze (Ugo Basile, 

versione applicativa 4.99g Beta) e analizzati off-line da un osservatore in cieco. 

 Novel Object Recognition (NOR) 

Il Novel Object Recognition (NOR), letteralmente il test di riconoscimento di nuovi oggetti, 

è stato scelto perché rappresenta un compito di 'pura' memoria di lavoro, interamente basato 

sul comportamento esplorativo spontaneo dei roditori verso gli oggetti (Ennaceur et al., 

1997). Come precedentemente riportato in letteratura (Barbieri et al., 2016), il test è diviso 

in tre fasi: habituation, familiarizzazione e scelta. La prima fase, consiste in una sorta di 

allenamento a cui i topi vengono sottoposti per 3 giorni, condotta collocando ciascun animale 

in una camera in plastica PVC scura (60 cm x 60 cm x 40 cm). I topi vengono lasciati liberi 

di esplorare per 20 minuti al giorno. Durante l’habituation, nessun oggetto viene inserito 

all’interno della camera NOR. Ventiquattro ore dopo l'ultima sezione di habituation, ha 

inizio la fase di familiarizzazione in cui vengono introdotti i primi oggetti (identici A, A), 

posizionandoli nel campo visivo del topo, sugli angoli della camera NOR a circa 6 cm dalle 

pareti. I topi vengono collocati al centro della parete opposta agli oggetti e sono lasciati liberi 

per esplorarli per un tempo totale di 15 minuti. Un’ora dopo, uno dei due oggetti familiari 

(A) viene sostituito con uno nuovo (B), che deve essere diverso da A per forma, dimensione 

e colore. Ogni topo, viene così reinserito in camera NOR e lasciato libero di esplorare 

nuovamente gli oggetti (questa volta A e B) per un totale di 5 minuti. A questo punto, ha 

inizio la terza ed ultima fase: la scelta. L'esplorazione verrà definita come il tempo (in 

secondi) durante il quale il topo entra in contatto con l'oggetto (A o B) o si dirige verso di 

esso a una distanza di 2 cm. Girare intorno all'oggetto non verrà considerato un 

comportamento esplorativo. Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti utilizzando il sistema 

ANY-maze (Ugo Basile, applicazione versione 4.99g Beta) e successivamente analizzati da 

un osservatore in cieco sia per quanto riguarda il trattamento che su qualunque fosse tra i 

due l’oggetto nuovo (A o B). La preferenza dell’oggetto nuovo è stata quantificata come 

indice di riconoscimento (RI), calcolato come: (nuovo B - familiare A) / (nuovo B + 

familiare A). Utilizzando questa metrica, i punteggi che si avvicinano a zero non riflettono 

alcuna preferenza (compromissione della memoria di riconoscimento), i valori positivi 

riflettono la preferenza per l'oggetto nuovo (buona memoria di riconoscimento), mentre i 

numeri negativi riflettono la preferenza per il familiare (compromissione della memoria di 

riconoscimento). Gli oggetti da discriminare per l’esecuzione del test da parte dei topi erano 
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diversi per forma (quadrato e cilindro), dimensione e colore (giallo chiaro, rosa e blu). 

Inoltre, il peso dell'oggetto era tale che non poteva essere spostato dai topi.  

Gli animali che spendono meno di 10 secondi a esplorare gli oggetti, sono stati esclusi dallo 

studio e rimpiazzati con altri. 

 Partition 

Il partition test, valuta l’attività comportamentale di topi maschi collocati in una camera in 

plastica PVC scura (60 cm x 60 cm x 40 cm), in reazioni ad altri simili collocati nel settore 

limitrofo della stessa camera, divisa a metà mediante un plexiglass trasparente 

(Kudryavtseva, 2003). L’esperimento è stato eseguito utilizzando il sistema ANY-maze 

(Ugo Basile, applicazione versione 4.99g Beta) e analizzati off-line da un osservatore in 

cieco sia al trattamento che al gruppo di topi usati come veicolo. Nel particolare, sono state 

prese in considerazione: il numero di volte in cui il topo si avvicina alla partizione, il tempo 

totale speso vicino la partizione (prestando attenzione alle volte in cui si muoveva lungo di 

essa, annusava, toccava o graffiava il plexiglass) e il tempo medio speso durante ogni singola 

escursione in prossimità della partizione. Questo perché secondo la letteratura 

(Kudriavtseva, 1987), la durata di permanenza dei topi vicino la partizione è indice del livello 

di stimolazione sociale che possiede nei confronti dell'altro suo simile e che la risposta 

comportamentale globale sia dominata dalle risposte agli stimoli feromonali, i quali sono 

indispensabili nella comunicazione tra topi (Zinkevich and Vasilieva, 2001). 

 Quantificazione di AEA e 2-AG plasmatico mediante UHPLC/MS-MS 

La quantificazione di AEA e 2-AG è stata eseguita utilizzando uno spettrometro di massa 

con triplo quadrupolo accoppiato ad un sistema separativo di cromatografia liquida ad alta 

pressione (UHPLC Acquity- TQD XEVO; Waters Milford, Massachusetts, U.S.A.) I 

composti sono stati separati su una colonna WATERS HSS C18 (150 x 2,1 mm, diametro 

interno 1,8 μm) utilizzando un'eluizione in gradiente con acqua allo 0,1% di acido formico 

come fase mobile A e acetonitrile allo 0,1% di acido formico come fase mobile B (da 100% 

al 5% di A in 4 minuti, tale percentuale è mantenuta per un minuto, per poi tornare al 100% 

di A in un minuto; l’iniezione successiva è sempre eseguita a colonna equilibrata). 150 μL 

di plasma sono stati additivati con 100 μL di HClO4 0,3 M freddo e 100 μL di ACN sempre 

a freddo per permettere la precipitazione della componente cellulare residua. La soluzione è 

stata centrifugata (14000 rpm) ad una temperatura costate (4 °C) per 30 minuti e in seguito, 

1 µl è stato iniettato nel sistema UHPLC/MS-MS per la determinazione dei lipidi. La curva 
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di taratura è stata costruita nello stesso identico modo, per tenere conto dell’effetto matrice 

e del fattore di diluizione dei campioni originari. L'acquisizione ed il trattamento dei dati 

sono stati effettuati utilizzando il software in dotazione con la strumentazione, MassLynx. 

5.4. Studi clinici 

Successivamente agli studi preclinici, segue uno clinico mediante l’utilizzo di campioni 

forniti dal Prof. Giovanni Zuliani, che comprendevano pazienti affetti da diverse tipologie 

di demenza e soggetti con funzioni cognitive nella norma (dopo approfondita valutazione 

neuropsicologica) e senza alcuna dipendenza funzionale. Il plasma dei soggetti di età media 

di ~ 76 anni (di sesso maschile e femminile), è stato prelevato durante le prime ore del 

mattino, a digiuno, e immediatamente conservato a a -80°C. I campioni sono stati suddivisi 

per gruppo in relazione alla specifica demenza (un totale di 4 gruppi: controllo, Alzheimer, 

demenza mista e MCI), con relativi dati clinico-demografici-laboratoristici. Un totale di 

1.5mL di plasma per paziente è bastato per la quantificazione di AEA e 2-AG mediante 

UHPLC/MS-MS, utilizzando il procedimento sperimentale sopra riportato per i campioni 

animali. Questo, al fine di valutare anzitutto se i livelli plasmatici dei due endocannabinoidi 

principali variano in funzione di una forma di demenza specifica, ma anche verificare se vi 

sia traslazionalmente una correlazione con i dati preclinici ottenuti. 

5.5. Analisi statistica 

L'analisi statistica di tutti i test comportamentali eseguiti in vivo è stata effettuata su dati 

assoluti mediante analisi di misura ripetuta unidirezionale della varianza (ANOVA ad una 

via), seguita dal test post-hoc di Tukey per confronti multipli.  

Tuttavia, nelle risposte sensorimotorie e di attività motoria, i dati sono espressi 

differentemente in relazione al test preso in considerazione: come unità arbitrarie (visual 

object, acoustic e tactile response) o percentuale del basale (visual placing responce, drag e 

accelerod test). L’antinocicezione (pinch) e l’acinesia, sono espressi come percentuale 

dell’effetto massimo ottenuto {Emax% = [(test - latenza di controllo) / (cut-off - controllo)] 

x 100}.  

I dati della PPI vengono espressi come percentuale dell’ampiezza della reattività allo startle 

a seguito di un Pre-pulso. L’analisi statistica è stata effettuata con ANOVA ad una via, 

seguita dal test di Turkey per i confronti multipli. 

I dati molecolari ottenuti in ex vivo, sono presentati come percentuale di topi di controllo e 

sono stati analizzati mediante unpaired T-student test. 
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Infine la correlazione (r) tra l'aumento dei livelli plasmatici di 2-AG e l’effetto inibitorio 

mostrato in vivo indotti dalla somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg; i.p.) nei topi, 

è stata valutata tramite il test di correlazione XY. 

I valori rappresentano la media di circa ± SEM di 9 animali per gruppo di trattamento e sono 

espressi in istogrammi. Le significatività sono specificate nelle didascalie delle figure 

(capitolo 6). 

Tutte le analisi sono state eseguite utilizzando il programma GraphPad Prism 8.0 software 

(San Diego, CA, USA). 

  



 

 
46 

 

CAPITOLO 6: Risultati 
 

Il presente studio ha valutato gli effetti farmacologici e comportamentali della 

somministrazione protratta di Δ9-THC e/o JWH-018 per sette giorni consecutivi, a differenti 

dosaggi, valutando i risultati a lungo termine dopo un periodo di wash-out differente a 

seconda del protocollo sperimentale preso in esame. 

6.1. Primo studio in vivo 

In tutti i topi trattati con veicoli, le risposte ottenute in tutti i test della Safety Pharmacology, 

non sono cambiate (Fig. 10-18) e l'effetto è simile a quello osservato in animali non trattati 

(dati non mostrati). 

 Variazione della frequenza respiratoria 

Il trattamento ripetuto con Δ9-THC (6 mg/Kg) e JWH-018 (0.01 e 6 mg/Kg) non ha alterato 

le risposte basali della frequenza respiratoria dei topi da D1 a D10 (Fig. 11A), ma JWH-018 

(6 mg/Kg) ha indotto un effetto inibitorio dal primo giorno di somministrazione (Fig. 11B). 

Questa risposta inibita della frequenza respiratoria tende a svanire durante i successivi giorni 

di trattamento. 

 

  

Figura 11: Frequenza respiratoria basale (A) ed effetto di Δ9-THC (6 mg/Kg i.p.) e JWH-018 (0,01-6 mg/Kg i.p.) sulla 
frequenza respiratoria (B). I dati sono espressi come frequenza respiratoria al minuto (A) e percentuale della risposta 
basale (B), e rappresentano la SEM media di 8 animali per ogni trattamento. L'analisi statistica è stata eseguita da ANOVA 
ad una via, seguita dal test di Tukey per il confronto multiplo (A-B). ** p < 0.01, *** p < 0.001 JWH-018 (6 mg/Kg) versus 
vehicle; # p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001 Δ9-THC vs. JWH-018 (6 mg/Kg); °° p < 0.01, °°° p < 0.001 JWH-018 (0.01 
mg/Kg) versus JWH-018 (6 mg/Kg). 
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 Variazione delle risposte visive 

Il trattamento ripetuto con Δ9-THC (6 mg/Kg) e JWH-018 (0.01 e 6 mg/Kg) altera le risposte 

basali degli animali a D10 (Fig. 12A). Analogamente, il trattamento ripetuto di Δ9-THC e 

JWH-018 ha indotto nei topi una diminuzione della risposta acuta al visual placing fin dal 

primo giorno di somministrazione (Fig. 12B). La ridotta risposta visiva sembra essere più 

profonda dopo il trattamento in acuto di JWH-018 a 6 mg/Kg rispetto al dosaggio più basso 

somministrato (0.01 mg/Kg) o del Δ9-THC. Inoltre, l'effetto tende a diminuire durante gli 

altri sei giorni di trattamento. D'altro canto, la risposta dell’avvicinamento dell'oggetto 

sembra essere fortemente diminuita solo con il trattamento ripetuto di JWH-018 a 6 mg/Kg, 

sebbene ci sia una leggera differenza nella risposta tra i topi trattati con JWH-018 a 6 mg/Kg 

e Δ9-THC dopo sette giorni di somministrazione (Fig.12D; D7). Nonostante ciò, le risposte 

basali dei topi al visual object sembrano essere alterate a tre giorni di wash-out dopo un 

trattamento ripetuto di entrambe le sostanze, a tutti e due i dosaggi (Fig.12C, D10). 
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Figura 12: Risposta visiva basale (A e C) ed effetto di Δ9-THC (6 mg/Kg i.p.) e JWH-018 (0,01-6 mg/Kg i.p.) sul visual placing 
(B) e sul visual object test (D). I dati sono espressi in centimetri (A e C) e in percentuale della risposta basale (B e D), e 
rappresentano la SEM media di 8 animali per ogni trattamento. L'analisi statistica è stata eseguita da ANOVA ad una via, 
seguita dal test di Tukey per il confronto multiplo (A-D). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 JWH-018 (6 mg/Kg) versus 
vehicle; + p < 0.05 Δ9-THC vs. JWH-018 (0.01 mg/Kg); ## p < 0.01, ### p < 0.001 Δ9-THC vs. JWH-018 (6 mg/Kg); °° p < 0.01, 
°°° p < 0.001 JWH-018 (0.01 mg/Kg) versus JWH-018 (6 mg/Kg). 



 

 
49 

 

 Variazione delle risposte tattili 

Il trattamento ripetuto con Δ9-THC (6 mg/Kg) e JWH-018 (0.01 e 6 mg/Kg), non ha alterato 

le risposte tattili basali degli animali da D1 a D10 (Fig. 13A, C ed E). Tuttavia, JWH-018 (6 

mg/ Kg) in acuto ha indotto nei topi una diminuzione della risposta tattile dal primo giorno 

di somministrazione (Fig. 13B, D e F). L'efficacia del trattamento ripetuto con JWH-018 

varia a seconda dello stimolo tattile preso in considerazione: mentre per il riflesso alle 

vibrissae, l'effetto appare profondo il primo giorno di trattamento, ma scompare durante gli 

altri sei giorni di somministrazione (Fig.13B), per cornea e padiglioni, persiste 

rispettivamente a D4 (Fig.13D) e D7 (Fig.12F). Vale la pena notare che il riflesso ai 

padiglioni, appare diminuito anche dopo il trattamento in acuto con Δ9-THC (6 mg/Kg) a D1 

(Fig.13F). Tuttavia, questa risposta riflessa ridotta è stata notevolmente più lieve di quella 

indotta da JWH-018 allo stesso dosaggio, ma sicuramente più efficace di JWH a 0.01 mg/Kg. 

  

Figura 13: Risposta tattile basale (A, C ed E) ed effetto di Δ9-THC (6 mg/kg i.p.) e JWH-018 (0,01-6 mg/kg i.p.) sulle vibrisse 
(B), cornea (D) e padiglioni (F). I dati sono espressi come unità arbitrarie (A, C ed E) e percentuale della risposta basale (B, D 
e F), e rappresentano la SEM media di 8 animali per ogni trattamento. L'analisi statistica è stata eseguita da ANOVA ad una 
via, seguita dal test di Tukey per il confronto multiplo (A-F). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 JWH-018 (6 mg/Kg) versus 
vehicle; + p < 0.05 Δ9-THC vs. JWH-018 (0.01 mg/Kg); # p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001 Δ9-THC vs. JWH-018 (6 mg/Kg); °° 
p < 0.01, °°° p < 0.001 JWH-018 (0.01 mg/Kg) versus JWH-018 (6 mg/Kg). 
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 Variazione della risposta acustica 

Il trattamento ripetuto con Δ9-THC (6 mg/Kg) e JWH-018 (0.01 e 6 mg/Kg) non ha alterato 

le risposte acustiche basali degli animali da D1 a D10 (Fig. 14A). Tuttavia, il trattamento 

ripetuto con JWH-018 al dosaggio di 6 mg/Kg, ha indotto nei topi una diminuzione della 

risposta acustica dal primo giorno di somministrazione e l'effetto tende a svanire durante gli 

altri sei giorni di trattamento (Fig. 14B). 

  

Figura 14: Risposta acustica basale (A) ed effetto di Δ9-THC (6 mg/kg i.p.) e JWH-018 (0,01-6 mg/kg i.p.) sul test di risposta 
acustica (B). I dati sono espressi in unità arbitrarie (A) e in percentuale della risposta basale (B), e rappresentano la SEM 
media di 8 animali per ciascun trattamento. L'analisi statistica è stata eseguita da ANOVA unidirezionale seguita dal test 
di Tukey per il confronto multiplo (A-B). ** p < 0.01, *** p < 0.001 JWH-018 (6 mg/Kg) versus vehicle; ### p < 0.001 Δ9-
THC vs. JWH-018 (6 mg/Kg); °° p < 0.01, °°° p < 0.001 JWH-018 (0.01 mg/Kg) versus JWH-018 (6 mg/Kg). 
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 Variazione della temperatura 

Il trattamento ripetuto con Δ9-THC (6 mg/Kg) e JWH-018 (0.01 e 6 mg/Kg) non ha alterato 

né la temperatura interna né quella esterna basale dei topi da D1 a D10 (Fig.15A e C). 

Tuttavia, il trattamento ripetuto di Δ9-THC e JWH-018 al dosaggio di 6 mg/Kg, ha indotto 

nei topi una grave ipotermia interna in acuto, che tende a svanire durante gli altri sei giorni 

di trattamento (Fig.15B). D'altro canto, il trattamento acuto JWH-018 a 6 mg/Kg sembra 

indurre un leggero effetto ipotermico sulla temperatura esterna nei topi e rimane costante 

durante i giorni di trattamento successivi (Fig.15D). 

  

Figura 15: Temperatura corporea interna(A) ed esterna(C) basale ed effetto di Δ9-THC (6 mg/kg i.p.) e JWH-018 (0,01-6 
mg/kg i.p.) sulla temperatura interna (B) ed esterna (D). I dati sono espressi come temperatura in gradi Celsius (°; A e C) e 
percentuale della risposta basale (B e D), e rappresentano il SEM medio di 8 animali per ogni trattamento. L'analisi 
statistica è stata eseguita da ANOVA ad una via, seguita dal test di Tukey per il confronto multiplo (A-D). * p < 0.05, ** p 
< 0.01, *** p < 0.001 JWH-018 (6 mg/Kg) versus vehicle; ## p < 0.01, ### p < 0.001 Δ9-THC vs. JWH-018 (6 mg/Kg); °° p < 
0.01, °°° p < 0.001 JWH-018 (0.01 mg/Kg) versus JWH-018 (6 mg/Kg). 
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 Variazione della risposta nocicettiva 

Il trattamento ripetuto con Δ9-THC (6 mg/Kg) e JWH-018 (0.01 e 6 mg/Kg) non ha alterato 

le risposte nocicettive basali degli animali da D1 a D10 (Fig.16A e C). Tuttavia, sia Δ9-THC 

che JWH-018 al dosaggio di 6 mg/Kg in acuto, hanno indotto nei topi un aumento della 

risposta algica che è risultata essere maggiore al tail pinch test il primo giorno di trattamento, 

rispetto ai seguenti giorni di somministrazione (Fig.16B). Allo stesso modo, il trattamento 

ripetuto di JWH-018 a 6 mg/Kg sul tail withdrawal test ha indotto un aumento della risposta 

algica nei topi solamente al primo giorno di somministrazione (Fig.16D, D1). 

  

Figura 16: Risposta basale nocicettiva (A e C) ed effetto di Δ9-THC (6 mg/kg i.p.) e JWH-018 (0,01-6 mg/kg i.p.) al tail pinch 
(B) e tail withdrawal (D) test. I dati sono espressi come picco massimo di peso sostenuto dal topo (g/forza; A), secondi di 
latenza temporale (C) e percentuale di effetto massimo (Emax %; B e D), e rappresentano il SEM medio di 8 animali per 
ogni trattamento. L'analisi statistica è stata eseguita da ANOVA ad una via, seguita dal test di Tukey per il confronto 
multiplo (A-D). * p < 0.05, *** p < 0.001 JWH-018 (6 mg/Kg) versus vehicle; +++ p < 0.001 Δ9-THC vs. JWH-018 (0.01 
mg/Kg); ## p < 0.01, ### p < 0.001 Δ9-THC vs. JWH-018 (6 mg/Kg); °° p < 0.01, °°° p < 0.001 JWH-018 (0.01 mg/Kg) versus 
JWH-018 (6 mg/Kg). 
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 Variazione della forza muscolare 

Il trattamento ripetuto con Δ9-THC (6 mg/Kg) e JWH-018 (0.01 e 6 mg/Kg) non ha alterato 

le risposte di forza muscolare basale dei topi da D1 a D10 (Fig.17A). Analogamente, anche 

i trattamenti ripetuti non hanno indotto alcuna variazione nella risposta dopo la 

somministrazione, con l'eccezione di JWH-018 a 6 mg/Kg al settimo giorno di 

somministrazione (Fig.17B, D7), che induce un leggero aumento della forza muscolare dei 

topi. 

 Induzione di uno stato acinetico 

Il trattamento ripetuto con Δ9-THC (6 mg/Kg) e JWH-018 (0.01 e 6 mg/Kg) non ha alterato 

nei topi il tempo totale basale trascorso immobili sulla barra da D1 a D10 (Fig.17C). Al 

contrario, il trattamento con JWH-018 (6 mg/Kg) in acuto, ha indotto nei topi uno stato di 

acinesia che li ha portati ad un notevole aumentato del tempo trascorso sulla barra durante il 

test fin dal primo giorno di trattamento (Fig.17D, D1). Durante le successive 

somministrazioni, tale effetto acinetico persiste, ma tende a diminuire (Fig. 17D). 

Figura 17: Forza muscolare basale (A), tempo d’immobilità al bar test (C), e l'effetto di Δ9-THC (6 mg/ kg i.p.) e JWH-018 
(0,01-6 mg/ kg i.p.) sulla forza muscolare (B) e bar (D) test. I dati sono espressi come forza muscolare scheletrica (g/forza; 
A), secondi d’immobilità trascorsi sulla barra (sec; C), percentuale della risposta basele (B) e percentuale dell'effetto 
massimo (Emax %; D), e rappresentano il SEM medio di 8 animali per ogni trattamento. L'analisi statistica è stata eseguita 
da ANOVA unidirezionale seguita dal test di Tukey per il confronto multiplo (A-D). ** p < 0.01, *** p < 0.001 JWH-018 (6 
mg/Kg) versus vehicle; ## p < 0.01, ### p < 0.001 Δ9-THC vs. JWH-018 (6 mg/Kg); ° p < 0.05, °°° p < 0.001 JWH-018 (0.01 
mg/Kg) versus JWH-018 (6 mg/Kg). 
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 Variazione dell’attività motoria indotta 

A differenza di tutti i risultati già presentati, il trattamento ripetuto con Δ9-THC (6 mg/Kg) 

e JWH-018 (0.01 e 6 mg/Kg) alterano le risposte basali dell'attività motoria dei topi (Fig.18A 

e C). Infatti, per quanto riguarda l’accelerod test, le risposte dell'attività motoria dei topi 

basali sembrano essere alterate da D4 a D7 (Fig. 18A). Da notare inoltre che, anche dopo tre 

giorni di wash-out dalla fine del trattamento ripetuto di JWH-018 alla dose di 6 mg/Kg per 

sette giorni, si registra una risposta basale dei topi alterata (Fig.18A, D10). Per quanto 

riguarda il drag test invece, i valori basali che hanno subito una variazione nella risposta 

all'attività motoria dopo un trattamento ripetuto con Δ9-THC (6 mg/Kg) e JWH-018 (0.01 e 

6 mg/Kg) sono quelli registrati al quarto (Fig.18C, D4) e al decimo giorno (Fig.18C, D10).  

Figura 18: Attività motoria basale (A e C) ed effetto di Δ9-THC (6 mg/kg i.p.) e JWH-018 (0,01-6 mg/kg i.p.) all’accelerod 
(B) e al drag (D) test. I dati sono espressi in secondi spesi sul rotarod (A), unità arbitrarie (C) e percentuale della risposta 
basale (B e D), e rappresentano il SEM medio di 8 animali per ogni trattamento. L'analisi statistica è stata eseguita da 
ANOVA ad una via, seguita dal test di Tukey per il confronto multiplo (A-D). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 JWH-
018 (6 mg/Kg) versus vehicle; ++ p < 0.01, +++ p < 0.001 Δ9-THC vs. JWH-018 (0.01 mg/Kg); # p < 0.05, ### p < 0.001 Δ9-
THC vs. JWH-018 (6 mg/Kg); °° p < 0.01, °°° p < 0.001 JWH-018 (0.01 mg/Kg) versus JWH-018 (6 mg/Kg). 



 

 
55 

 

Tuttavia, il trattamento di Δ9-THC (6 mg/Kg) in acuto, ha indotto nei topi un aumento 

dell'attività motoria all’accelerod test al primo giorno (Fig. 18B, D1), che tende a diminuire 

durante gli altri sei giorni di trattamento. Contrariamente, il trattamento ripetuto di JWH-018 

(6 mg/Kg) ha indotto nei topi una diminuzione totale dell'attività motoria all’accelerod test 

al primo giorno di somministrazione (Fig. 18B, D1), ma questo effetto tende a capovolgersi 

rapidamente in iper-stimolazione. D'altra parte, il trattamento ripetuto di JWH-018 a 6 

mg/Kg ha indotto nei topi una variazione dell'attività motoria al drag test visibile al primo 

giorno di somministrazione ma che tende a diminuire con le somministrazioni successive 

(Fig. 18D).  
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6.2. Secondo studio in vivo 

 Variazione della risposta allo startle e PPI test 

La somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) ha inibito, rispetto al gruppo di topi 

trattati con veicolo, sia l'ampiezza della risposta allo startle (Fig.19A) che quella alla PPI 

(Fig.19B), sedici giorni dopo la fine del trattamento (D23). Infatti, l'analisi statistica ha 

rilevato una significativa diminuzione dell'intensità del prepulso rispettivamente a 68 dB 

(~19%), 75 dB (~ 24%) e 85 dB (~15%).  

 Variazione dell’attività motoria spontanea 

La somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) per sette giorni, dopo 16 giorni di wash 

out, ha prodotto una facilitazione transitoria dell’attività motoria spontanea dei topi durante 

i primi 5 minuti post-iniezione, rispetto al veicolo (Fig.20A).  

Figura 19: Effetti della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) per sette giorni, sulla pre-pulse inhibition (PPI) dei 
topi, espressi in istogrammi. Sono evidenti gli effetti a tre intensità diverse (68 -75 – 85 dB) dopo 23 giorni di wash-out. La 
PPI è espressa come una diminuzione percentuale dell’ampiezza della reattività allo startle a seguito di un pre-pulso e i 
valori rappresentano la media di circa ± SEM di 9 animali per trattamento. L’analisi statistica è stata effettuata con ANOVA 
ad una via, seguita dal test di Turkey per i confronti multipli. Sono considerate significative tutte le variazioni con *p<0.05 
e **p<0.01 diverse dal veicolo. 

Figura 20: Effetti della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) per sette giorni, sulla distanza totale percorsa 
(A), drag (B) e accelerod (C) test. Nell’open field (A), espresso in curva dose risposta, l’analisi statistica è stata effettuata 
con ANOVA a due vie, seguita dal test di Bonferroni per i confronti multipli e sono considerate significative tutte le 
variazioni con *p<0.05 diverse dal veicolo. Per il drag (B) e accelerod (C) test invece, espressi in istogrammi, l’analisi 
statistica è stata effettuata mediante unpaired T-test e sono considerate significative tutte le variazioni con *p<0.05 
diverse dal veicolo. Tutti i valori rappresentano la media di circa ± SEM di 9 animali per trattamento. 
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Inoltre, nei topi trattati con JWH-018 si è registrato anche un aumento del numero di entrate 

nella zona centrale e periferica della gabbia, con un maggiore tempo di permanenza nella 

zona centrale e un aumento del numero di rotazione del corpo degli animali (Tab.1). 

Contrariamente, la velocità massima e media di camminata registrata durante l’esplorazione 

della cella è rimasta costante.  

Tabella 1: Effetto a lungo termine della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/ kg) sull’ attività motoria spontanea 
dei topi. I dati sono espressi (vedi materiale e metodi) come: tempo trascorso dai topi nella zona centrale e periferica (in 
sec), le entrate nella zona centrale e periferica (n. di ingressi), le rotazioni del corpo dell'animale (n. delle rotazioni), e la 
velocità massima e media di marcia (m/sec) e rappresentano la media di circa ± SEM 9 animali per ogni trattamento. I 
dati sono relativi solamente ai primi 15 minuti di registrazione, dal momento che è stato registrato un aumento 
dell’attività spontanea. L'analisi statistica è stata effettuata con ANOVA unidirezionale seguita dal test di Bonferroni per 
confronti multipli. L'analisi statistica è stata eseguita con il programma Prism software (GraphPad Prism, USA). **P < 0.01 
e ***P < 0.001 contro veicolo. 

 

Effetti 

Sostanze 

Veicolo JWH-018 

Area centrale  
Numero di ingressi 26.3 ± 2.6 48.9 ± 4.5*** 

Tempo tot (sec) 29.4 ± 2.9 69.90 ± 5.9*** 

Area periferica 
Numero di ingressi 26.7 ± 2.8 50.3 ± 3.8** 

Tempo tot (sec) 872.0 ± 1.5 838.6 ± 8.4** 

Rotazioni del corpo Numero di rotazioni 34.4 ± 2.6 66.2 ± 3.4*** 

Velocità massima (m/sec) 0.298 ± 0.006 0.312 ± 0.008 

Velocità media (m/sec) 0.087 ± 0.005 0.098 ± 0.004 

 

 Variazione dell’attività motoria indotta 

La somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg), ha indotto al drag test un leggero 

aumento del numero di passaggi eseguiti con le zampe anteriori dei topi, che tuttavia non 

risulta statisticamente rilevante (Fig.20B). Al contrario, all’ accelerod test è visibile una 

facilitazione delle prestazioni motorie (Fig.20C). 
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 Quantificazione di AEA e 2-AG 

Come mostra la figura sottostante, la somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) ha 

indotto un significativo e notevole aumento dei livelli di entrambi i messaggeri lipidici 

endogeni nello striato di topi trattati rispetto ai controlli: AEA (Fig.21A) e 2-AG (Fig.21B). 

 Densità recettoriale CB1 in striato e ippocampo 

La figura sottostante mostra invece l'effetto del trattamento ripetuto con JWH-018 (6 mg/Kg) 

sulla densità del recettore CB1 misurato mediante saggi autoradiografici di legame nello 

striato (Fig.22A) e nell'ippocampo (Fig.22B). Non sono stati osservati cambiamenti nella 

densità del recettore CB1 nello striato. Contrariamente, la densità CB1 risulta essere 

significativamente ridotta, di circa il 23% nell'ippocampo rispetto ai controlli. 

Figura 22: Effetto a lungo termine della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) sulla densità del recettore CB1 
nello striato (A) e nell'ippocampo (B) misurato mediante saggi di legame autoradiografico. I dati rappresentano la SEM 
media di 9 topi per gruppo). L’analisi statistica è stata effettuata mediante unpaired T-test. Sono considerate significative 
tutte le variazioni con **p<0.01 vs veicolo. 

Figura 21: Effetto a lungo termine della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) sul contenuto di 
endocannabinoidi (AEA e 2-AG) nello striato, espresso in istogrammi. I dati rappresentano la SEM media di 9 topi per 
gruppo. L’analisi statistica è stata effettuata mediante unpaired T-test. Sono considerate significative tutte le variazioni 
con ***p<0.001 vs veicolo. 
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 Livelli proteici dei principali enzimi sintetici e degradanti di AEA e 2-

AG  

Il trattamento ripetuto di JWH-018 (6 mg/Kg) ha indetto differenti effetti sui livelli proteici 

dei principali enzimi sintetici e degradanti di AEA (NAPE-PLD e FAAH, rispettivamente) 

e 2-AG (DAGL e MAGL, rispettivamente) nello striato (Fig.23A e B) e ippocampo (Fig.23C 

e D). Difatti, nello striato è aumentata sia l'espressione di FAAH (~45.7%) che quella di 

MAGL (~73.6%), senza influenzare tuttavia i livelli proteici degli enzimi sintetici. Al 

contrario, nell'ippocampo non sono stati osservati cambiamenti nei livelli proteici di tutti e 

quattro gli enzimi. 

  

Figura 23: Effetto a lungo termine della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) sui livelli proteici dei principali 
enzimi endocannabinoidi sintetici (NAPE-PLD e DAGLα) e degradanti (FAAH e MAGL) misurati mediante analisi Western 
blot dei lisati proteici totali ottenuti dallo striato (A e B) e dall'ippocampo (C e D). I dati rappresentano la media di circa ± 
SEM 9 topi per gruppo. L’analisi statistica è stata effettuata mediante unpaired T-test e sono considerate significative 
tutte le variazioni con *p<0.05 vs veicolo. 
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6.3. Terzo studio in vivo 

6.3.1. Studi preclinici: 

 Variazione della risposta allo startle e PPI test 

La somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) per sette giorni consecutivi, rispetto ai 

due gruppi di topi non trattati (giovani e adulti), ha prodotto un’inibizione sia dell'ampiezza 

della risposta allo startle (Fig.24A) che quella alla PPI (Fig.24B) a circa due mesi dal termine 

del trattamento. Infatti, l'analisi statistica ha rilevato una significativa diminuzione 

dell'intensità del prepulso rispettivamente a 68 dB, 75 dB e 85 dB sia in confronto al gruppo 

di topi non trattati invecchiati (rispettivamente pari a ~42%, ~20% e ~40%) che al gruppo di 

topi giovani non trattati (rispettivamente pari a ~70%, ~45% e ~60%). 

  

Figura 24: Effetti della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) per sette giorni, sulla pre-pulse inhibition (PPI) dei 
topi, espressi in istogrammi. Sono evidenti gli effetti a tre intensità diverse (68 -75 – 85 dB) dopo 60 giorni di wash-out. La 
PPI è espressa come una diminuzione percentuale dell’ampiezza della reattività allo startle a seguito di un pre-pulso e i 
valori rappresentano la media di circa ± SEM di 9 animali per trattamento. L’analisi statistica è stata effettuata con ANOVA 
ad una via, seguita dal test di Turkey per i confronti multipli. Sono considerate significative tutte le variazioni con *p<0.05 
e ***p<0.001 JWH-018 (6 mg/Kg) diverse dal gruppo di topi lasciati ad invecchiare senza alcun trattamento; #p<0.05, 
##p<0.01 e ###p<0.001 di JWH-018 diverse dal gruppo di topi giovani non trattati, e °° p<0.01 e °°°p<0.001 di topi lasciati ad 
invecchiare senza alcun trattamento diverse dal gruppo di topi giovani non trattati. 
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 Variazione della risposta al Tail Suspension 

La somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) nei topi ha indotto una riduzione 

significativa del tempo di mobilità solamente rispetto al gruppo di topi giovani non trattati, 

con relativa diminuzione dei movimenti di fuga e del tremolio del corpo (Fig.25).  

 

 Variazione della risposta al Novel Object Recognition (NOR) test   

 La somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) ha mostrato un significativo 

deterioramento della capacità di discriminazione dell'oggetto nuovo (Fig.26A), rispetto 

entrambi i due gruppi di topi non trattati (giovani e adulti). Tuttavia, è visibile anche una 

differenza nella capacità di discriminazione dell’oggetto anche tra i due gruppi di topi non 

trattati (giovani e adulti).  

Figura 25: Effetti della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) per sette giorni sui topi al suspention test, espressi 
in istogrammi. I valori rappresentano la media di circa ± SEM di 9 animali per trattamento. L’analisi statistica è stata 
effettuata con il programma Prism software (GraphPad Prism, USA), mediante unpaired T-test. Sono considerate 
significative tutte le variazioni con ##p<0.01 JWH-018 (6 mg/Kg) diverso dal gruppo di topi giovani non trattati. 

Figura 26: Effetti della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) per sette giorni sui topi al NOR test, espressi in 
istogrammi. I valori rappresentano la media di circa ± SEM di 9 animali per trattamento. L’analisi statistica è stata 
effettuata con il programma Prism software (GraphPad Prism, USA), mediante unpaired T-test. Sono considerate 
significative tutte le variazioni con *p<0.05 JWH-018 (6 mg/Kg) diverse dal gruppo di topi lasciati ad invecchiare senza 
alcun trattamento, ##p<0.01 e ###p<0.001 JWH-018 (6 mg/Kg) diverse dal gruppo di topi giovani non trattati e °p<0.05 del 
gruppo di topi giovani non trattati diverso dal gruppo di topi lasciati ad invecchiare senza alcun trattamento. 
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Inoltre, anche il tempo totale di esplorazione degli oggetti è stato significativamente ridotto 

sia nei topi non trattati ma lasciati invecchiare, che nei topi trattati con JWH-018 rispetto il 

gruppo di topi giovani non trattati (Fig.26B).  
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 Variazione della risposta al partition test 

La somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) ha mostrato una variazione del livello 

di interazione sociale dei topi rispetto il gruppo di topi non trattati giovani, espressa come 

una significativa diminuzione del tempo totale speso vicino la partizione (Fig.27). Tuttavia, 

è visibile anche una variazione del livello di interazione sociale anche tra i due gruppi di topi 

non trattati (giovani e adulti). 

Allo stesso tempo, risultano diminuiti anche il numero di volte in cui il topo si avvicina alla 

partizione e il tempo medio speso durante ogni singola escursione in prossimità della 

partizione (Tab.2).  

Tabella 2: Effetto della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/ kg) sull’ interazione sociale dei topi. I dati sono 
espressi (vedi materiale e metodi) come numero di volte in cui il topo si avvicina alla partizione e il tempo medio speso 
durante ogni singola escursione in prossimità della partizione (sec) e rappresentano la media di circa ± SEM 9 animali per 
ogni trattamento. L’analisi statistica è stata effettuata con il programma Prism software (GraphPad Prism, USA), mediante 
unpaired T-test. Sono considerate significative tutte le variazioni con **p<0.01 JWH-018 (6 mg/Kg) diverse dal gruppo di 
topi lasciati ad invecchiare senza alcun trattamento e #p<0.05 JWH-018 (6 mg/Kg) diverse dal gruppo di topi giovani non 
trattati. 

 

Effetti 

Sostanze 

Topi giovani non 

trattati 

Topi adulti non 

trattati 

JWH-018  

(6 mg/Kg) 

Numero di avvicinamenti 49.5 ± 10 47.5 ± 7.13 26.8 ± 3.96# 

Tempo medio (sec) 4.98 ± 0.56 4.96 ± 0.03 4.07 ± 0.28** 

Figura 27: Effetti della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) per sette giorni sui topi al partition test, espressi 
in istogrammi. I valori rappresentano la media di circa ± SEM di 9 animali per trattamento. L’analisi statistica è stata 
effettuata con il programma Prism software (GraphPad Prism, USA), mediante unpaired T-test. Sono considerate 
significative tutte le variazioni con #p<0.05 JWH-018 (6 mg/Kg) diverso dal gruppo di topi giovani non trattati e °p<0.05 
del gruppo di topi giovani non trattati diverso dal gruppo di topi lasciati ad invecchiare senza alcun trattamento. 
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Quantificazione di 2-AG nel plasma 

Come mostra la figura sottostante, la somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) ha 

indotto un significativo e notevole aumento dei livelli plasmatici di 2-AG sia rispetto al 

gruppo di topi non trattati lasciati invecchiare, che quelli giovani (Fig.28). Tuttavia, è 

possibile notare una variazione dei livelli plasmatici dell’endocannabinoide anche tra i due 

gruppi di topi non trattati, invecchiati e giovani. 

  

Figura 28: Effetto a lungo termine della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) sulla concentrazione plasmatica 
di endocannabinoidi (2-AG), espresso in istogrammi. I dati rappresentano la SEM media di 9 topi per gruppo. L’analisi 
statistica è stata effettuata mediante unpaired T-test. Sono considerate significative tutte le variazioni con ***p<0.001 
JWH-018 (6 mg/Kg) diverse dal gruppo di topi lasciati ad invecchiare senza alcun trattamento; ###p<0.001 di JWH-018 
diverse dal gruppo di topi giovani non trattati, e °°°p<0.001 di topi lasciati ad invecchiare senza alcun trattamento diverse 
dal gruppo di topi giovani non trattati. 
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 Andamenti di contenuto di 2-AG e AEA nel plasma 

La somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) ha indotto un significativo e notevole 

aumento dei livelli plasmatici di 2-AG (Fig.28) che coincidono inevitabilmente ad un 

leggero aumento dell’area sottostante la curva (Fig.29A). Nonostante non sia stato possibile 

fornire un valore in termini di concentrazione, le variazioni dei livelli di AEA espressi come 

area sottostante la curva (AUC), è possibile notare una variazione del suo contenuto rispetto 

a entrambi i due gruppi di topi non trattati, invecchiati e giovani (Fig.29B). 

  

Figura 29: Effetto a lungo termine della somministrazione ripetuta di JWH-018 (6 mg/Kg) sul contenuto plasmatico di 
endocannabinoidi (2-AG, pannello A e AEA, pannello B), espresso in istogrammi come area sottostante la curva (AUC). I 
dati rappresentano la SEM media di 9 topi per gruppo. L’analisi statistica è stata effettuata mediante unpaired T-test. 
Sono considerate significative tutte le variazioni con **p<0.01 JWH-018 (6 mg/Kg) diverse dal gruppo di topi lasciati ad 
invecchiare senza alcun trattamento; e #p<0.05 di JWH-018 diverse dal gruppo di topi giovani non trattati. 
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 Correlazione con i livelli di 2-AG nel plasma  

Al fine di indagare se l'aumento dei livelli di 2-AG nel plasma causato dalla 

somministrazione ripetuta di JWH-018 nei topi fosse proporzionale all’effetto inibitorio 

mostrato in vivo, abbiamo considerato di valutare la correlazione tra questi parametri 

(Fig.30). Il trattamento ripetuto con JWH-018 chiaramente mostra differenti effetti correlati 

con l’aumento dei livelli plasmatici dell’endocannabinoide, come dimostra la figura 

sottostante. 

  

Figura 30: Correlazione tra l’aumento dei livelli plasmatici di 2-AG registrati a seguito dalla somministrazione ripetuta di 
JWH-018 (6 mg/Kg; i.p.) per sette giorni e un wash-out pari a due mesi (D60), e: Starle acoustic (pannello A); Pre-Pulse 
Inhibition (pannello B); Mobility time (pannello C); Recognition Index (pannello D); Total Object exploration (pannello E); 
Total Partition exploration (pannello F). I dati sono espressi come SEM media (n = 9/gruppo). L'analisi statistica è stata 
eseguita mediante correlazione XY, che ha rivelato una correlazione (r) differente per P<0.0001. 
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6.3.2. Studi clinici: 

 Variazione di segnale nel CBS 

Come mostra la tabella sottostante, l’analisi dei campioni di sangue dei pazienti affetti da 

differenti forme di demenza senile, ha mostrato un significativo e notevole aumento dei 

livelli plasmatici di AEA (espresso come area sottostante la curva) rispetto ai soggetti con 

funzioni cognitive nella norma (Tab.3).  

Tabella 2: Analisi HPLC-MS/MS dei campioni di sangue di pazienti affetti da differenti forme di Demenza Senile. I dati 
rappresentano la SEM media di 4 campioni per forma, ripetuti 6 volte ciascuno. L’analisi statistica è stata effettuata 
mediante unpaired T-test. Sono considerate significative tutte le variazioni con *p<0.05 diverse dal controllo; ###p<0.001 
di demenza mista diverse da Alzheimer, e °p<0.05 di demenza mista diverse da MCI.  

CAMPIONE MEDIA AUC 

Controllo 320.3618 ± 67.64106 

Alzheimer 294.8038 ± 6.51106 

Demenza Mista 555.6958 ± 8.347504*###° 

MCI 664.051 ± 107.4292* 
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DISCUSSIONE 
 

Per decenni la ricerca scientifica si è sempre più concentrata sull'impatto dell'uso clinico 

della cannabis. Successivamente, anche i derivati sintetici del Δ9-THC hanno acquisito 

maggiore interesse dal punto di vista scientifico per la loro azione terapeutica, sia come 

agenti stimolanti l'appetito -per il trattamento di anoressia, cancro o HIV/AIDS (Jatoi et al., 

2002; Abrams et al., 2003)- che per i suoi effetti antiemetici (Grimison et al., 2020) che per 

la loro capacità di fornire sollievo sintomatico dal dolore neuropatico cronico (Wilsey et al., 

2008; Lynch and Campbell, 2011; Wilsey et al., 2013; Wang et al., 2021; Petzke et al., 2022). 

Recentemente, si è inoltre dimostrato che la cannabis possiede efficaci attività terapeutiche 

anche nel trattamento della sintomatologia e della progressione di alcune malattie 

neurodegenerative (come AD e morbo di Parkinson) e di diversi disturbi neurologici spesso 

correlati alle demenze stesse (quali schizofrenia, depressione, ansia, insonnia, epilessia e 

convulsioni; Ortiz-Medina et al., 2018; Arzimanoglou et al., 2020), suggerendo che il 

sistema endocannabinoide potrebbe essere alla base della fisiopatologia delle Demenze 

senili. Di contro, il massiccio ricorso ai SCBs da parte di individui che li assumevano per le 

loro proprietà psicoattive, ha fatto sì che gli stessi diventassero una tra le classi di NSP più 

vendute nel mercato illecito delle sostanze stupefacenti (EMCDDA, 2022). In quest’ottica, 

gli effetti positivi e negativi indotti dall'assunzione a scopo ricreativo di cannabinoidi 

sintetici -acuti o cronici che siano- sono ancora da chiarire, soprattutto quelli inerenti le 

prestazioni neurocognitive. 

A tal fine, il presente studio di Dottorato è stato basato prevalentemente sulla ricerca 

preclinica, ideando un progetto sperimentale definito (Fig.6) in modo tale da valutare gli 

effetti indotti in vivo dalla somministrazione di JWH-018 (6 mg/Kg; i.p.) per sette giorni 

consecutivi, a seguito di differenti periodi di wash-out -primo studio (i): 3 giorni; secondo 

studio (ii): 15 giorni; terzo studio (iii): 53 giorni- su diversi parametri. In particolare, i 

risultati ottenuti sono di seguito schematizzati in: 

(i) alterazione a breve termine delle risposte sensoriali, sensori-motorie, fisiologiche e 

motorie; incrementata analgesia e acinesia; sospetto sviluppo di tolleranza.  

(ii) variazione del gating sensoriale; transitoria facilitazione dell'attività motoria spontanea 

con insorgenza di atteggiamenti tipicamente stereotipici (rotazione del corpo in senso orario) 

e ansiogeni; ridotta densità recettoriale CB1 nell’ippocampo; alterazione dei livelli di AEA 

e 2-AG, e dei loro enzimi degradanti (FAAH e MAGL). 
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(iii) variazione a lungo termine del gating sensoriale; comportamento depressivo-simile; 

danneggiamento della memoria di lavoro; ridotta socievolezza; aumentata concentrazione 

plasmatica di 2-AG. 

Successivamente agli studi preclinici, segue uno clinico mediante l’utilizzo di campioni -

siero stoccato alla prima valutazione clinica a -80°C, con relativi dati clinico-demografici-

laboratoristici (> 70 variabili)- forniti dal Prof. Giovanni Zuliani, che comprendevano 

pazienti affetti da diverse tipologie di demenza (Alzheimer, mista e MCI) e soggetti con 

funzioni cognitive nella norma (dopo approfondita valutazione neuropsicologica) senza 

alcuna dipendenza funzionale. I risultati hanno permesso di ottenere un chiaro trend di 

aumento dei livelli plasmatici di AEA (espresso come area sottostante la curva) differente a 

seconda della specifica forma di demenza. 

Questo studio nel complesso, ha permesso di ottenere in vivo un quadro definito che sostiene 

l'ipotesi originale che l'uso ripetuto di SCBs, anche per un breve periodo di tempo, induce 

degli effetti che sono potenzialmente correlabili ai sintomi comportamentali e psicologici 

tipicamente riconducibili alla MCI, condizione clinica che precede comunemente lo sviluppo 

della demenza. Allo stesso tempo, i dati clinici ottenuti dalle analisi dei pazienti affetti da 

diverse tipologie di demenza, mostrano chiaramente un aumento dei livelli di 

endocannabinoidi e, considerando che in vivo la somministrazione ripetuta di SCBs ha 

mostrato un aumento notevole del loro contenuto, è verosimilmente possibile che l’utilizzo 

di SCBs possa essere a lungo termine concausa nella fisiopatologia della demenza stessa. 

Primo studio in vivo 

Questo studio ha principalmente evidenziato un effetto di tolleranza a seguito della 

somministrazione ripetuta sia di Δ9-THC che JWH-018, entrambi somministrati 

intraperitonealmente alla dose di 6 mg/Kg. Inoltre, i risultati dimostrano chiaramente 

un'alterazione della capacità sensorimotoria basale (risposte visive) e motoria (rotarod e 

drag) nei topi, osservata dopo il periodo di wash-out (3 giorni). Inoltre, risultano confermati 

i già conosciuti effetti "tetrade" tipici della somministrazione acuta di cannabinoidi sintetici, 

ovvero l’anti-nocicezione, l’ipotermia, l’iper- e/o l’ipo-locomozione e la catalessi, 

ampiamente studiati nei roditori (Canazza et al., 2015; Bilel et al., 2019; Moore e Weerts, 

2022).  

Tutte le risposte inibitorie sono maggiori il primo giorno di somministrazione e tendono a 

diminuire durante gli altri sei giorni di trattamento, mostrando dunque il sopracitato effetto 

di sviluppo di tolleranza. Diversi studi preclinici (Bass e Martin 2000; Rubino et al., 2000; 
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Di Marzio et al., 2000; Pan et al., 2014; Tai et al., 2015; Elmore e Baumann, 2018; Nealon 

et al. 2019) e clinici (D'Souza et al. 2008; Vandrey et al. 2012), hanno infatti evidenziato che 

l'uso prolungato di cannabinoidi induce tolleranza, dipendenza e astinenza. In particolare, è 

possibile notare come l’incidenza all’effetto di tolleranza possa essere probabile sia in 

assuntori cronici di elevate dosi di cannabis (Ramaekers et al., 2022),  che in consumatori 

dosi inferiori di "Spice" (Vandrey et al., 2012). In linea con questa evidenza, altri studi 

dimostrano che gli effetti di tolleranza al trattamento a lungo termine dei cannabinoidi per 

le risposte ai test che valutano l'analgesia (Gonzales et al., 2005; Pan et al., 2014), l'ipotermia 

(Gonzales et al., 2005; Tai et al., 2015; Elmore e Baumann, 2018) e l’inibizione motoria 

(Gonzales et al., 2005; Tai et al., 2015; Elmore e Baumann, 2018; Bilel et al., 2023), sono 

sviluppati tipicamente nell'intervallo di 3-7 giorni (Gonzales et al., 2005). Inoltre, 

contrariamente a quanto affermato da uno studio precedente (Deadwyler et al., 1995), anche 

altri effetti come la memoria, l'ansia, la dominanza sociale e sintomi psicotico-simili (Bilel 

et al. 2023), possono manifestarsi a seguito di un trattamento ripetuto con dosi elevate di 

JWH-018. Tuttavia, i nostri risultati hanno dimostrato che la tolleranza sviluppata è diversa 

a seconda non solo del tipo di sostanza somministrata, ma anche del parametro farmaco-

tossicologico esaminato. Infatti, per quanto riguarda il Δ9-THC l’effetto di tolleranza appare 

completo solo per alcuni test (temperatura interna, visual placing, pinna, drag, rotarod e 

pinch test). Per quanto riguarda il JWH-018 invece, l’effetto di tolleranza appare completa 

nella maggior parte dei test (tattile, acustico, frequenza respiratoria, drag test, bar test, tail 

withdrawal e temperatura interna) e parziale in pochi (visual placing, rotarod e pinch test). 

D'altra parte, le risposte visive d’avvicinamento dell'oggetto (Fig.12D) e della temperatura 

esterna (Fig.15D), non sono invece modificate dalla somministrazione ripetuta. In linea con 

i risultati ottenuti in questo elaborato, uno studio eseguito su topi ha già evidenziato come la 

tolleranza a seguito del trattamento ripetuto con Δ9-THC e JWH-018 sia differente a seconda 

del parametro farmaco-tossicologico esaminato (Tai et al., 2015). Ad ogni modo, è ben noto 

che gli effetti della somministrazione acuta dei SCBs siano principalmente mediati dai 

recettori CB1, i quali sono altamente espressi nei circuiti designati al controllo delle risposte 

sensori-motorie (striato dorsomediale, corteccia visiva, nucleo cocleare dorsale e corteccia 

somato-sensoriale; Hemelt e Keller, 2008; Gomez-Nieto et al., 2014; Ossato et al., 2015; 

Canazza et al., 2016; Corli et al., 2022) e motorie (cervelletto e gangli della base; Funada et 

al., 2020; Corli et al., 2022), così come quelle fisiologiche (ipotalamo anteriore pre-ottico e 

tronco cerebrale; Rawls et al., 2002; Pfitzer et al., 2004) e nocicettive (regioni medie e 

posteriori del cervello; Woodhams et al., 2017). Coerentemente, il pre-trattamento con 
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l'antagonista CB1 NESS-0327, ha impedito l’insorgenza di tutte le risposte alterate osservate 

nei topi (dati non mostrati). I risultati di questo primo studio pertanto, confermano il 

coinvolgimento dei recettori CB1 nelle alterazioni causate dai SCBs (Canazza et al., 2015; 

Bilel et al.,2019; Corli et al., 2022). Globalmente, questi dati suggeriscono che tali regioni 

del Sistema Nervoso Centrale (CNS), potrebbero essere soggette a meccanismi di tolleranza 

evidenziati a partire dal quarto giorno di questa sessione sperimentale, rivelando così 

l'importanza di comprendere al meglio i meccanismi alla base non solo degli effetti acuti, 

ma anche del consumo prolungato di tali sostanze. Infatti, la somministrazione cronica di 

SCBs e del Δ9-THC nei roditori (Rubino et al., 2000; Bilel et al., 2023) e Δ9-THC negli 

umani (Ramaekers et al., 2022), può provocare desensibilizzazione e downregulation dei 

recettori CB1 nel SNC. Studi precedenti hanno già evidenziato che JWH-018 può indurre 

rapidamente una significativa internalizzazione dei recettori CB1 nelle cellule ippocampali 

umane (Atwood et al., 2010).   

In definitiva, questi risultati evidenziano il profilo ad alto rischio dei SCBs (relativamente 

nuovi e meno conosciuti), che possono causare effetti avversi imprevisti se assunti a dosi 

elevate (psychonautwiki.org). Infatti, gli utenti che ricercano gli effetti manifestati durante 

le prime due assunzioni, potrebbero inconsapevolmente ritrovarsi nella condizione di dover 

aumentare i dosaggi d’assunzione, nel tentativo appunto di riscontrare sempre lo stesso 

effetto, ed incorrere così in effetti avversi imprevedibili e pericolosi, anche dovuti a dei 

cambiamenti neurofisiologici indotti dal consumo ripetuto della stessa sostanza. Altro punto 

degno di nota riscontrato nei risultati di questo primo studio, risulta essere l'alterazione 

basale della capacità sensorimotoria (risposte visive) e motoria (rotarod e drag) nei topi, 

osservata dopo il periodo di wash-out. In uno studio, Huestegge e colleghi, hanno suggerito 

che l’alterazione della capacità di coordinamento visuo-motorio rappresenti un’importante 

caratteristica riscontrata nei consumatori cronici di cannabis durante lo svolgimento di 

attività quotidiane specifiche (come la percezione visuo-spaziale e la lettura; Huestegge et 

al., 2009). Per quanto riguarda le risposte visive, è opportuno specificare però che gli animali 

sono sottoposti a condizioni diverse durante i due test comportamentali (vedi 5.3.1.2.): 

durante il placing test, l'animale reagisce all’avvicinamento al pavimento per opera 

dell’operatore; durante l’object test invece, l’animale è libero di muoversi ed è l’operatore 

che avvicina una barra in plastica al suo campo visivo. Pertanto, nel visual placing test i topi 

devono integrare altre abilità alla capacità visiva in sé, quali le funzioni tattili (vibrissae) e 

quelle vestibolari, traducendo tutte le risposte dell’animale nel corretto posizionamento degli 

arti per procedere alla caduta (Lambert et al., 2016; Corli et al., 2023). Di conseguenza, 
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questo dimostra come il danno delle risposte basali coinvolga sia le abilità sensoriali che 

quelle motorie. A conferma della persistenza delle alterazioni nelle capacità psicomotorie 

nei topi -che in genere si interrompono dopo il consumo acuto- sono state osservate simili 

alterazioni visuo-motorie anche in utilizzatori cronici, a seguito dell'interruzione dell'abuso 

della sostanza (Broyd et al., 2016). Inoltre, ulteriori studi hanno evidenziato che la 

somministrazione prolungata di JWH-018 può alterare i livelli di glutammato e dopamina 

nel SNC (Bilel et al., 2023), in linea con l'evidenza umana (Mason et al., 2021) e con i 

risultati ottenuti in questo studio.  

Un’altra importante implicazione da considerare, è che certamente i risultati ottenuti 

confermando la capacità dei SCBs di interrompere principalmente le risposte sensorimotorie 

e motorie, siano in linea con le alterate abilità psicomotorie registrate tra i conducenti 

coinvolti nei casi di guida sotto l'influenza di droghe (DUID; Musshoff et al., 2014; Karinen 

et al., 2014; Ji Kwon and Han, 2019; Orazietti et al., 2022). Infatti, un recente studio condotto 

da Wickens e colleghi ha sottolineato l'impatto sul comportamento dei conducenti 

(sessantuno partecipanti) dopo aver fumato solo cannabis. Sono stati osservati una serie di 

errori di guida autoriferiti, errori e violazioni, disagio psicologico e impulsività dei 

conducenti, che li hanno indotti a cercare una riduzione della velocità media. Inoltre, questo 

studio ha anche identificato un'associazione tra personalità, differenze individuali e gli effetti 

acuti della droga (Wickens et al., 2022). È quindi intuitivo che la cooperazione di diverse 

funzioni sensorimotorie, cognitive e psicomotorie, è indispensabile per una corretta gestione 

del veicolo e l'uso di sostanze come i SCBs, può influenzare tutte queste funzioni più 

strettamente della cannabis (Orazietti et al., 2022). 

Secondo studio in vivo 

I risultati di questo secondo studio evidenziano chiaramente che l'esposizione ripetuta a 

JWH-018, nonostante i giorni di wash-out (15) successivi alla somministrazione, causa degli 

effetti cognitivi (variazione del gating sensoriale) e comportamentali (transitoria 

facilitazione dell'attività motoria spontanea con insorgenza di atteggiamenti tipicamente 

stereotipici e ansiogeni), verosimilmente attribuibili all’alterata neuroplasticità (ridotta 

densità recettoriale CB1 nell’ippocampo ) e alla certificata alterazione dei componenti del 

ECS (alterazione dei livelli di AEA e 2-AG nello striato, e dei loro enzimi degradanti FAAH 

e MAGL in ippocampo). 

In linea con quanto riporta la letteratura esistente circa la somministrazione in acuto del 

JWH-018 (Bilel et al., 2019), anche la sua somministrazione ripetuta (Bilel et al., 2023) 
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induce un’alterazione del gating sensoriale nei topi, osservabile attraverso una riduzione 

della risposta allo startle (Fig.19A) e al pre-pulso (Fig.19B) per tutte le sue diverse intensità 

di segnale (68, 75 e 85 dB), e nonostante i giorni successivi di wash-out. Per anni il ruolo di 

principale modulatore del gating sensorimotorio nei topi è stato ricoperto dal recettore 5-

HT2A (Sipes e Geyer, 1997). Tuttavia, il JWH-018 non è particolarmente affine e potente su 

tale recettore serotoninergico (Wiley et al., 2016). D’altro canto, è già stato dimostrato il 

ruolo potenziale dei recettori CB1 nella modulazione del rilascio di neurotrasmettitori (quali 

dopamina, serotonina e glutammato; Howlett et al. 2005; Ossato et al., 2017; Bilel et al., 

2023) implicati nella psicosi e nella schizofrenia (Sawa e Snyder, 2003), suggerendo così 

che i SCBs possano modulare indirettamente una varietà di recettori correlati ad essa (D2, 5-

HT2A e NMDA; Wilson et al. 2019; Bilel et al., 2023). Dunque, si può ipotizzare che il JWH-

018 a lungo termine, possa avere la capacità di indurre deficit di elaborazione delle 

informazioni e disturbi sensoriali responsabili degli effetti psicotici anche negli esseri umani 

(Every-Palmer, 2010, 2011; Celofiga et al., 2014). Difatti, diversi sono i casi clinici che 

documentano episodi di estrema agitazione psicomotoria, irritabilità ed effetti psicotici 

(compresi allucinazioni e paranoia), registrati a seguito dell’assunzione di alte dosi di Δ9-

THC (Tournebize et al., 2017) e SCBs (Winstock et al., 2013; Brewer e Collins, 2014). Ciò 

risulta essere in linea anche con i risultati ottenuti mediante i test eseguiti per la valutazione 

locomotoria nei topi (Fig.20). Già in acuto, l’effetto comportamentale in vivo mediato dal 

JWH-018 (Ossato et al., 2017) risulta simile all'azione psicostimolante della cocaina 

(Zombeck et al., 2010) e delle anfetamine (Proietti Onori et al., 2014). Precedenti studi di 

microdialisi in vivo infatti, hanno già dimostrato che JWH-018 aumenta la trasmissione della 

dopamina (DA) nel NAc (De Luca et al., 2015; 2016). Coerentemente, uno studio condotto 

da Ossato e colleghi (2017), ha dimostrato che l’attività locomotoria nei topi a seguito della 

somministrazione di JWH-018 risulta facilitata attraverso meccanismi CB1 e DA-dipendenti. 

Difatti, tale facilitazione motoria viene completamente prevenuta mediante pre-trattamento 

con un’antagonista CB1 e dal blocco simultaneo dei recettori dopaminergici D1 e D2 (Ossato 

et al., 2017). Inoltre, nei risultati ottenuti ed esposti in questo elaborato, la somministrazione 

ripetuta di JWH-018 ha provocato nei topi anche l’insorgenza di atteggiamenti tipicamente 

stereotipici (rotazione continua del corpo in senso orario) e un aumento del tempo trascorso 

nella zona centrale dell’arena in cui è stato effettuato l’esperimento. Questo, riflette anzitutto 

la moderata agitazione psicomotoria, precedentemente discussa e già documentata in 

letteratura (Vigolo et al., 2015; Ossato et al., 2017); in secondo luogo, il manifestarsi di un 

atteggiamento ansiogeno, potrebbe essere attribuibile alla già nota, seppur scarsa, affinità di 
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JWH-018 per il recettore serotoninergico 5HT2B (Waley et al., 2016). Uno studio condotto 

da Valjent e colleghi, ha evidenziato che i cannabinoidi puri nel topo variano gli stati d’ansia 

in modo bifasico (ansiogeno e ansiolitico), in relazione a diversi fattori, quali la dose 

somministrata, il sito e la via di somministrazione; difatti, il Δ9-THC somministrato 

intraperitonealmente alla dose di 0.3 mg/Kg, sembra mostrare un effetto ansiolitico, mentre 

alla dose di 5 mg/Kg, produce una risposta ansiogena (Valjent et al., 2002). Lo stesso effetto, 

è stato dimostrato anche a seguito della somministrazione di due differenti SCBs, il 

CP55,940 e il WIN55,212-2 (Patel e Hillard, 2006). In conclusione, tali dati suggeriscono 

un potenziale link tra l’utilizzo di cannabinoidi e il manifestarsi di atteggiamenti tipicamente 

ansiosi/depressivi. Recenti evidenze infatti, suggeriscono che l'uso di cannabis durante 

l'adolescenza sia associato al manifestarsi di sintomi depressivi maggiori (Kaasbøll et al., 

2018). Tuttavia, bisogna sempre considerare gli effetti della vulnerabilità individuale 

genetica; questo perché le variabili genetiche e ambientali possono facilmente influenzare le 

risposte indotte dall’uso di NPS (Mazdai et al., 2022). A tal proposito, uno studio ha 

dimostrato che l'uso di cannabis aumenta il rischio d’incidenza dei sintomi depressivi, 

solamente in presenza dell'allele corto del genotipo 5-HTTLPR (Otten e Engels, 2013). 

Inoltre, i dati ottenuti in questo secondo studio mostrano anche che la somministrazione 

ripetuta di JWH-018 ha indirettamente prodotto delle alterazioni a lungo termine in striato e 

ippocampo, verosimilmente responsabili degli effetti comportamentali appena discussi. In 

particolare, i livelli dei principali endocannabinoidi (AEA e 2-AG) e degli enzimi che li 

degradano (FAAH e MAGL) sembrano essere aumentati, rispettivamente in striato e 

ippocampo. L'aumento di tali enzimi, inevitabilmente porta ad una riduzione dei livelli di 

endocannabinoidi, che conseguenzialmente induce anche un ridotto controllo sul rilascio di 

neurotrasmettitori, tra cui appunto la dopamina. Questo, potrebbe rappresentare un’ulteriore 

spiegazione dell'aumento moderato dell’attività motoria (Ossato et al., 2017). Allo stesso 

tempo, è già stato dimostrato che una diminuita densità ippocampale dei recettori CB1 nei 

topi trattati ripetutamente è indicativa dell’instaurarsi di un comportamento tipicamente 

ansiogeno nei roditori (Haller et al., 2002; Marco e Laviola, 2012). A conferma di ciò, due 

studi hanno già dimostrato che sia i ratti (Pintori et al., 2021) che topi (Bilel et al., 2023) 

esposti al trattamento cronico con JWH-018, presentano un atteggiamento più ansioso. 

Quindi, possiamo ipotizzare che l'agitazione psicomotoria registrata durante questa sessione 

sperimentale, possa essere anche correlata allo stato ansioso generato, e dunque sia dovuta 

proprio alle alterazioni recettoriali CB1 (Barbieri et al., 2016) indotte dalla somministrazione 

ripetuta.  
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Terzo studio in vivo 

I risultati preclinici del terzo studio, dimostrano chiaramente un peggioramento degli effetti 

cognitivi e comportamentali già evidenziati durante gli studi eseguiti il secondo anno di 

ricerca del presente progetto. Difatti nei topi, l'esposizione ripetuta a JWH-018 per sette 

giorni consecutivi, nonostante il più lungo periodo di wash-out (~ 2 mesi), ha causato degli 

effetti cognitivi (variazione del gating sensoriale e variazione della memoria di lavoro) e 

comportamentali (insorgenza di atteggiamenti depressivo-simili e alterazioni nella normale 

attività sociale), verosimilmente correlabili agli aumentati livelli plasmatici di 2-AG 

(Fig.30). In particolare, in questo studio i topi trattati con JWH-018, sono stati confrontati 

con gruppi di topi non trattati aventi la stessa età e un gruppo di topi più giovani. I risultati 

dimostrano come gli effetti di deterioramento cognitivo e comportamentale, blandamente 

evidenziati tra i due gruppi di topi non trattati e dunque imputabili al normale 

invecchiamento, siano maggiori a seguito del trattamento ripetuto.  

Come già ampliamente discusso, il trattamento ripetuto con JWH-018, anche a circa due 

mesi dal termine della sua somministrazione, induce nei topi un’alterazione del gating 

sensoriale al PPI test (Fig.24) e una compromissione della memoria di lavoro -espressa come 

indice di riconoscimento (RI; Fig.26A) e esplorazione totale dell'oggetto (TOE; Fig.26B)- 

al Novel Object test. Dunque, sembra essere confermato il ruolo potenziale dei recettori CB1 

nella fisiopatologia di disturbi depressivo-correlati (Witkin et al., 2005), psicosi e 

schizofrenia (Sawa e Snyder, 2003). Difatti, la somministrazione nei topi di JWH-018 già in 

acuto sembra essere indicativa di una riduzione della capacità di apprendimento e memoria, 

e potrebbe essere spiegata da un concomitante aumento dei livelli di endocannabinoidi -in 

linea con i risultati riportati in questo elaborato- e una soppressione del BDNF 

nell’ippocampo (Li et al., 2019). Proprio quest’ultimo, svolge un ruolo chiave noto sia nel 

riconoscimento (Mottarlini et al., 2020) che nella memoria spaziale (Poulia et al., 2021). 

Coerentemente, anche la somministrazione prolungata di JWH-018 ha indotto una riduzione 

significativa del BDNF e della via intracellulare mediata da esso nell'ippocampo, oltre che 

alterazioni delle capacità cognitive nei topi, nonostante un periodo di wash-out prolungato 

(Bilel et al., 2023). A conferma di ciò, studi precedenti eseguiti su roditori, hanno evidenziato 

come l’uso di un antagonista del recettore CB1, anche in co-somministrazione con farmaci 

tipicamente antipsicotici, sia stato utile per il contenimento dei deficit cognitivi tipici del 

modello schizofrenico (Black et al., 2011). Altri studi preclinici, hanno mostrato inoltre che 

l'uso cronico di SCBs provoca anche una variazione di altre funzioni esecutive (quali 

attenzione, processo decisionale e ansia), che inducono inesorabilmente un deterioramento 
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della funzione cognitiva, esercitando conseguenzialmente un controllo sul comportamento 

(Pattij et al., 2008; Castaneto et al., 2014; Livny et al., 2018). Traslazionalmente, uno studio 

di Cohen e colleghi, in cui vengono messe a confronto le abilità di memoria di lavoro, le 

capacità cognitive e quelle di memoria a lungo termine tra gli utilizzatori cronici di Δ9-THC 

e SCBs, ha dimostrato che queste prestazioni sono notevolmente più scarse negli abusatori 

dei composti sintetici (Cohen et al., 2017). Inoltre, in linea con i risultati ottenuti nel presente 

lavoro, altri studi suggeriscono che il neuroadattamento nel cervello indotto dall’utilizzo 

cronico di cannabis, potrebbe anche essere potenzialmente collegato alla disfunzione 

neurocognitiva nei consumatori anche quando sono sobri (Pope et al., 2001; Bosker et al., 

2013; Lorenzetti et al., 2016; Broyd et al., 2016; Ramaekers et al., 2022). D’altro canto, i 

risultati ottenuti sia al Tail suspention test (Fig.25) che al Partition test (Fig.27) sono 

indicativi dell’insorgenza di atteggiamenti depressivo-simili nei topi. Uno studio condotto 

da Sagredo e colleghi (2006) eseguito su ratti, ha evidenziato che la somministrazione 

cronica di Δ9-THC ha indotto un marcato aumento del contenuto di 5-HT in corteccia 

frontale, ma non ha variato il contenuto di 5HIAA (suo metabolita intraneuronale). Ciò ha 

dato origine a una diminuzione del rapporto 5HIAA/5HT, il quale suggerisce una possibile 

riduzione dell'attività dei terminali serotoninergici che raggiungono questa area corticale. La 

rilevanza di queste osservazioni indica che cambiamenti nella trasmissione serotoninergica 

potrebbero essere implicati nello sviluppo della depressione (Sagredo et al., 2006). Infatti, è 

largamente riconosciuto che il sistema serotoninergico è uno tra i più complessi ed estesi nel 

SNC dei mammiferi (Hainer et al., 2015), così come che il ruolo della 5-HT sia implicato in 

una vasta gamma di processi fisiologici e comportamenti (Lesh e Waider, 2012), e sempre 

più evidenze dimostrano la comorbosità tra alterazioni del ritmo circadiano e l’insorgenza 

di stati ansiogeno/depressivi (Daut e Fonken, 2019). Pertanto, considerando che nei roditori 

i recettori della 5-HT, così come quelli della DA, sono co-localizzati con i recettori CB1 sui 

neuroni in varie regioni cerebrali (Hermann et al., 2002), si può ipotizzare che la 

somministrazione ripetuta di JWH-018 abbia indirettamente indotto delle alterazioni nella 

neurotrasmissione serotoninergica, producendo l’insorgenza di atteggiamenti depressivo-

simili nei topi. Uno studio clinico ha infatti dimostrato come l’esposizione cronica alla 

cannabis induca una diminuita efficienza nella promozione del sonno e una difficoltà nel 

mantenimento di tale stato a seguito dell’interruzione del suo utilizzo, sottolineando quanto 

questo possa sabotare i tentativi di disintossicazione degli utilizzatori e aumentandone il 

rischio di ricaduta (Monti e Pandi-Perumal, 2022). Nei roditori, i nuclei mesencefalici del 

raphe -composti rispettivamente da quello dorsale e mediano- rispondono a vari tipi di stress 
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(Hale et al., 2012): fisico (es. forced swim test), psicologico (test tipici di caratterizzazione 

di stati d’ansia e di isolamento sociale o l’immobilizzazione) e metabolico (es. ipoglicemia). 

Ciò, risulta perfettamente in linea con i dati ottenuti sia al Partition test (Fig.27) che al Tail 

Suspention test (Fig.25), nonostante il primo test, indichi chiaramente la tendenza dei topi 

trattati ripetutamente ad isolarsi e non voler interagire con i loro simili, e i risultati del 

secondo test siano meno imponenti. Infatti, il TS valuta i movimenti di fuga degli animali 

che, anche se è difficile attribuirli ad uno stato di stress e ansia indotto dalla 

somministrazione ripetuta della sostanza o se imputabili all'agitazione psicomotoria indotta 

nei topi, suggerisce comunque un'importante alterazione della neuroplasticità coinvolta nelle 

funzioni comportamentali e cognitive degli animali. Infatti, contrariamente all'esposizione 

ripetuta, il trattamento acuto con JWH-018 induce un aumento del tempo di immobilità a 2h 

e 24 h di trattamento nei topi; effetto che pare essere completamente prevenuto mediante il 

pre-trattamento con un'antagonista CB1 (Barbieri et al., 2016). Pertanto, considerando i dati 

ottenuti l’anno precedente circa la ridotta densità CB1 recettoriale a livello ippocampale, e 

le evidenze in letteratura secondo cui questo sia indicativo dell’instaurarsi di un 

atteggiamento ansiogeno nei roditori (Haller et al., 2002; Marco e Laviola, 2012), possiamo 

ipotizzare che questi risultati possono avere ampie implicazioni: dall'insorgenza di uno stato 

di ansia e depressione, fino alla schizofrenia. Ciò, potrebbe contribuire a spiegare, almeno 

parzialmente, la comorbilità tra questi disturbi, per altro spesso tipicamente osservati in 

pazienti affetti da demenza, i quali infatti dichiarano di avere una scarsa rete sociale (Preuss 

et al., 2009; Shankar et al., 2013; Levin and Vasenina, 2019; Lara et al., 2019), e quanto la 

percezione della solitudine in sé (Holwerda et al., 2012) impatti negativamente su di loro, 

fino al manifestarsi anche di disturbi neuropsichiatrici maggiormente invalidanti, quali 

depressione, insonnia e allucinazioni (Steffens et al., 2006). 

Come già anticipato, i risultati di questo terzo studio mostrano anche un aumento dei livelli 

plasmatici di 2-AG nei topi (Fig.28), confermando le sempre più numerose evidenze che 

dimostrano una forte correlazione tra ECS e diverse condizioni cliniche, tra le quali anche 

malattie mentali (Kruk-Slomka et al., 2019; Rana et al., 2021) e neurodegenerative (Gaston 

and Friedman, 2017; Basavarajappa et al., 2017; Baruch et al., 2019; Cooray et al., 2020). 

In particolare, l’aumento mostrato, sembra essere correlabile agli effetti in vivo appena 

discussi (Fig.30); pertanto, in linea con studi precedenti, è plausibile che la variazione dei 

livelli di endocannabinoidi sia una diretta conseguenza dei deficit cognitivi e mnemonici (Li 

et al., 2019), associabili all’instaurazione di atteggiamenti ansiogeno tipici e di isolamento 

sociale nei topi trattati ripetutamente con JWH-018. In uno studio di Long e colleghi, è stato 
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dimostrato come il 2-AG endogeno moduli una serie di processi comportamentali 

classicamente associabili alla farmacologia dei cannabinoidi. In particolare, la 

somministrazione di un antagonista potente e selettivo del MAGL (lipasi responsabile della 

degradazione del 2-AG) nei topi, ha indotto effetti comportamentali CB1-dipendenti, quali 

analgesia, ipotermia e ipomotilità (Long et al., 2009). Allo stesso modo, uno studio eseguito 

su ratti, ha mostrato come la somministrazione sub-cronica di tre diversi tipi di inibitori 

selettivi dell’uptake degli endocannabinoidi e di un inibitore selettivo del FAAH (lipasi 

responsabile della degradazione dell’AEA), inducano un aumento dei livelli basali dei 

principali endocannabinoidi, visibile anche 12 ore dopo l’ultima somministrazione, con un 

aumento statisticamente maggiore dei livelli basale di 2-AG (de Lago et al., 2005). Inoltre, 

è noto che la somministrazione acuta di JWH-018 abbia indotto un aumento della 

concentrazione ippocampale degli endocannabinoidi principali nei topi e che tale effetto sia 

stato completamente prevenuto dal pre-trattamento con l’AM251, antagonista recettoriale 

CB1. Tuttavia in questo studio, contrariamente dai risultati ottenuti, la variazione quantitativa 

di AEA indotta in acuto, sembra essere maggiore rispetto quella che interessa il 2-AG e dal 

momento che i livelli basali di AEA in genere sono notevolmente più bassi in confronto a 

quelli del 2-AG (rispettivamente, pmol/g e nmol/g), Li e colleghi avevano ipotizzato che 

probabilmente l’AEA fosse più sensibile alle alterazioni indotte nell’espressione dei suoi 

enzimi metabolici rispetto il 2-AG (Li et al., 2019). Coerentemente, anche la 

somministrazione ripetuta di JWH-018 ha indotto nei topi un aumento striatale dei livelli dei 

due endocannabinoidi, nonostante il periodo di wash-out (Fig.21). Considerando l’ulteriore 

aumento del periodo di wash-out di questo terzo studio (53 giorni vs 15 del secondo) e che 

ancora una volta, i livelli di 2-AG sono notevolmente più alti rispetto l’AEA, risulta chiaro 

che le mancate evidenze relative l’AEA in questo studio, siano imputabili ad un problema di 

sensibilità dello strumento, il quale rileva la presenza dell’endocannabinoide, non come 

valore di concentrazioni, ma come area sottostante la curva. Per tale motivo, sono state prese 

in considerazione le AUC di entrambi i due endocannabinoidi (Fig.29); tenendo conto che 

ad un blando aumento del contenuto di 2-AG espresso in AUC corrisponde un notevole 

aumento della concentrazione plasmatica dello stesso espresso in ng/mL, è plausibile che lo 

stesso accada per l’AEA, per il quale non si è riusciti a ottenere una quantificazione in 

ng/mL. A conferma di ciò, studi eseguiti su ratti dimostrano che il trattamento ripetuto con 

Δ9-THC riduce i livelli di AEA nello striato (Di Marzo et al., 2000). D’altro canto, uno studio 

interessate condotto da Hill e colleghi, correla l'aumento dei livelli di 2-AG a seguito di uno 

stress indotto, ad un parallelo aumento del segnale glucocorticoide e anche all'attivazione 



 

 
79 

 

del sistema nervoso simpatico, con conseguente rilascio molto rapido delle catecolamine 

nella circolazione. Le stesse, si legano agli α-recettori adrenergici, sia a livello della 

vascolarizzazione che in molti organi periferici (Hill et al., 2009). È risaputo che 

l’attivazione degli α-adrenorecettori porta a sua volta all’attivazione della fosfolipasi C, 

attraverso accoppiamento alle proteine Gq, e ciò coincide con l'inizio della biosintesi stessa 

di 2-AG (Bisogno, 2008). Dato che i CB1 sono presenti anche sui terminali nervosi simpatici 

e la loro attivazione da parte degli endocannabinoidi provoca inibizione di norepinefrina 

(Ishac et al., 1996), è plausibile che l'aumento sierico di 2-AG indotto da un fattore di stress, 

sia generato dunque dall’attivazione simpatica. Questa ipotesi è in accordo con il ruolo che 

uno stress acuto e cronico può avere sull’aumento e/o la diminuzione dei livelli di 

endocannabinoidi attraverso la regolazione dell'asse ipotalamo-ipofisi-surrene (Gorzalka et 

al., 2008; Steiner e Wotjak, 2008; Micale e Drago, 2018; Sher, 2019). Per altro, nell’uomo 

tale interazione tra ECS e l’asse ipotalamo-ipofisi-surrene, sembra giocare un ruolo 

fondamentale nell’instaurarsi dei cosiddetti “suicidal behavior” (SB), ovvero 

l’idealizzazione del suicidio (Herranz-Herrer et al., 2020). Infine, va sottolineato il fatto che 

in questo terzo studio, a differenza del secondo, come matrice è stato utilizzato plasma e non 

tessuto cerebrale. Ciò, implica un approccio preparativo all’analisi diverso (vedi materiali e 

metodi) e inevitabilmente, anche i risultati ottenuti risulteranno differenti; infatti, siero e 

plasma, pur essendo le più comuni matrici scelte per questo tipo di analisi (Kirkwood et al., 

2016; Acquaro Junior et al., 2019; Chu et al., 2020), monitorano un livello di 

endocannabinoidi definito circolante (dall’inglese: “circulating ECs”; Coccaro et al., 2018; 

Dickens et al., 2020) che necessariamente sarà inferiore rispetto a quello tissutale centrale. 

Inoltre, studi precedenti hanno evidenziato che cambiamenti nella concentrazione degli 

endocannabinoidi sono dipendenti non solo da tessuti/organi utilizzati, ma anche dallo stadio 

della malattia e dal tempo trascorso a seguito di stimoli nocivi che possano aver avuto un 

impatto negativo sulla progressione della malattia stessa (Toczek e Malinowska, 2018). 

Infatti, è possibile che gli endocannabinoidi che non sono immagazzinati in vescicole 

secretorie, siano soggetti a cambiamenti associati alla malattia e che i loro livelli tessutali, e 

conseguenzialmente quelli circolanti, riflettano i cambiamenti corrispondenti al loro sistema 

di trasmissione (Di Marzio, 2008).  

Altro aspetto degno di nota in questo terzo studio, risulta certamente il confronto tra i due 

gruppi non trattati di animali, giovani (3 mesi d’età) e adulti (6 mesi di età). Diversi studi 

suggeriscono che il segnale mediato dai CB1 abbia un ruolo centrale nel processo di 

invecchiamento (Nidadavolu et al., 2022). Difatti, la delezione genetica del CB1 sembra 
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accelerare il processo d’invecchiamento (anticipando sia i deficit cognitivi che quelli di 

memoria e apprendimento) a seguito di infiammazione e perdita neuronale ippocampale 

(Bilkei-Gonzo et al., 2005,2012; Albayram et al., 2011). A conferma di ciò, diversi studi 

hanno evidenziato cambianti strutturali dei componenti nel sistema endocannabinoide già 

durante l’adolescenza, sia nell’uomo (Long et al., 2012) che nei ratti (Lee et al., 2013). In 

linea con la letteratura, i risultati ottenuti mostrano chiaramente che il gruppo di topi non 

trattati lasciati ad invecchiare abbia una minore capacità cognitiva (PPI) rispetto al gruppo 

non trattato giovane, accompagnata da una memoria di lavoro compromessa (Novel Object) 

e una maggiore tendenza ad isolarsi e a non voler interagire con i loro simili (Partition). 

Molto meno però è riportato in letteratura circa i cambiamenti relativi i livelli degli 

endocannabinoidi durante l’invecchiamento. Difatti, contrariamente a quanto riportato in un 

lavoro di Piyanova e colleghi (2015), secondo cui topi invecchiati (12-15 mesi d’età) 

risultano avere un decremento di ~ 33.3% dei livelli di 2-AG ippocampali (nmol/g di tessuto) 

rispetto ai topi giovani (3 mesi d’età), nei risultati riportati in questo elaborato, i livelli 

plasmatici di 2-AG sembrano invece essere aumentati. Va tuttavia evidenziata anzitutto la 

differenza d’età dei topi utilizzati in questo studio di ricerca (6 mesi), la quale sembra essere 

un periodo caratterizzato da cambiamenti notevolmente indicativi d’invecchiamento nei 

topi. In uno studio in cui viene testata la capacità di memoria e di apprendimento dei topi in 

diversi periodi della loro vita (2, 4, 6, 9 e 12 mesi di età), i 6 mesi vengono riportati come 

avvio del graduale declino delle performance mnemoniche (Nidadavolu et al., 2022). Per 

cui, è plausibile che i risultati ottenuti in un gruppo di topi con età compresa tra i 12-15 mesi 

di vita, siano differenti rispetto al gruppo di topi di età pari ai 6 mesi. Per altro, studi 

precedenti su ratti hanno già rivelato che durante l'invecchiamento il rapporto tra le attività 

enzimatiche di sintesi e degradazione degli endocannabinoidi è basso (Pascual et al., 2013), 

e che lo stesso avviene nei topi cui è stato somministrato un SCB, anche a seguito 

dell’interruzione del suo utilizzo (Bilel et al., 2023). Nel complesso, i nostri risultati ci 

portano a concludere che questi enzimi svolgono un ruolo cruciale nella regolazione dei 

livelli di AEA e 2-AG durante l'invecchiamento. 

In conclusione, i risultati preclinici rivelano che l'esposizione ripetuta a JWH-018 pur seguita 

da un periodo di sospensione a lungo termine della sostanza in questione (53 giorni), delinea 

un quadro sintomatico caratterizzato da un’evidente deficit sociale, cognitivo e mnemonico 

dei topi, attribuibile a vere e proprie variazioni nella regolare funzione del ECS. Difatti, è 

stato chiaramente evidenziato come la variazione della trasmissione cannabinoide endogena, 

sia fortemente correlata ai conseguenti sintomi di detrimento cerebrale (con particolare 
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riferimento all'invecchiamento dell'animale), inducendo alterazioni in vari domini cognitivi 

(memoria, funzione esecutiva e probabile velocità di elaborazione). Tale alterazioni, sono 

altresì correlabili a probabili variazioni nelle funzioni cerebrali strutturali (variata 

neuroplasticità) che potrebbero suggerire una maggiore propensione allo sviluppo di 

neuropatologie in utenti cronici e pesanti.  

Studio clinico 

Nonostante la mancata quantificazione dei livelli endocannabinoidi di AEA e 2-AG espressa 

in ng/mL nei campioni sierici clinici a disposizione per questo progetto di Dottorato, 

un’attenta valutazione delle aree sottostanti le curve (AUC), ha permesso di dimostrare un 

chiaro trend di aumento delle due molecole in questione. Anche in questo caso, la scelta del 

tipo di campione e la sensibilità dello strumento utilizzato, potrebbero aver influito sul 

risultato ottenuto. Ad ogni modo, il trend d’aumento registrato risulta essere differente a 

seconda della specifica neurodegenerazione presa in esame e comunque risulta in linea con 

i risultati ottenuti in vivo. Ciò, permette di ipotizzare che l’utilizzo di SCBs in età giovane 

adulta, possa contribuire a indurre cambiamenti strutturali e di neurotrasmissione tali, da 

rappresentare verosimilmente un fattore di rischio nella fisiopatologia della demenza. 

In passato, è già stata certificata la presenza dei due principali endocannabinoidi nella 

circolazione periferica dell'uomo e la raccolta del siero, oltre ad essere il più semplice e meno 

invasivo metodo d’analisi clinica, ha già permesso di dimostrare che variazioni delle loro 

concentrazioni sono spesso correlate a differenti variabili emotive (Hill et al., 2008). 

Un’interessante studio di Fagundo e colleghi (2013), ha evidenziato un possibile dimorfismo 

tra uomo e donna circa differenze strutturali del ECS che possono rappresentare un’ulteriore 

fattore di variabilità in termini di trasmissione. Difatti, mentre l’uomo pare avere una 

maggiore densità recettoriale CB1, nella donna è stato registrato una maggiore efficienza 

d’attività dello stesso recettore. Inoltre, in questo stesso studio, l’aumento dei livelli 

circolanti di 2-AG sembra essere correlato ad un’alterata flessibilità cognitiva e un’inibita 

capacità di risposta ad una serie di test eseguiti per la valutazione delle funzioni esecutive, 

sottolineando l’importanza della comprensione della disregolazione del ECS (anche e 

soprattutto in relazione ad abuso/dipendenza di sostanze e particolari condizioni cliniche 

quali depressione, obesità e disturbi alimentari), al fine di contribuire allo sviluppo di nuovi 

trattamenti e approcci farmacologici (Fagundo et al., 2013). Su questa stessa linea, in una 

recente review, Alcaraz-Silva e colleghi (2023), sulla base di un’attenta ricerca online, 

identificano e analizzano una serie di articoli (studi di base e clinici) pubblicati su PubMed 

inerenti il ruolo dei recettori dei cannabinoidi, di AEA, 2- AG, e degli enzimi associati alla 
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loro sintesi e degradazione, in relazione a patologie che coinvolgono la sfera dell’umore, 

quali depressione e ansia (Alcaraz-Silva et al., 2023). Tuttavia, in letteratura sono 

sorprendentemente pochi gli studi che valutano il ruolo del sistema circadiano e del sonno 

nell’endotrasmissione cannabinoide, considerando che entrambi i due sistemi giocano un 

ruolo fondamentale nel metabolismo, nell’alterazione dello stato dell’umore e nel 

comportamento dei mammiferi. Uno studio di Perron e colleghi (2001), ha evidenziato che 

l’interruzione dell’assunzione di THC comporta un’inversione del ritmo circadiano (Perron 

et al., 2001) ed altri studi, hanno dimostrato una variazione diurna nel recettore CB1 e dei 

livelli di proteine, così come di AEA e 2-AG, nel cervello (Martinez-Vargas et al., 2013; 

Martinez-Vargas et al., 2003; Rueda-Orozco et al., 2008; Valenti et al., 2004) e nel fegato di 

ratto (Bazwinsky-Wutschke et al., 2017). Un recente studio di Hanlon (2020), ha esaminato 

il profilo di concentrazione giornaliero di AEA e 2-AG nel siero umano. In questo modo, è 

stato dimostrato che il 2-AG ha un livello monofasico giornaliero ma che le sue 

concentrazioni possono subire delle modificazioni in relazione ad alterazioni dello stato del 

sonno; al contrario, la concentrazione di AEA nell’arco nelle 24 ore è fluttuante e bifasica, 

registrando due picchi massimi (uno diurno e uno notturno) ed uno minimo, definito nadir, 

a metà mattinata (Hanlon, 2020). Ciò riflette inevitabilmente l’importanza del momento del 

prelievo in studi di correlazione dei livelli degli endocannabinoidi nella comprensione di 

qualsiasi patologia.  
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Conclusione 
I risultati ottenuti mediante sperimentazione animale effettuata durante questi tre anni di 

Dottorato di Ricerca, mostrano chiaramente che il trattamento ripetuto con JWH-018 (6 

mg/Kg; i.p.) per sette giorni consecutivi, provoca già a breve termine delle notevoli 

alterazione delle risposte comportamentali, del gating sensoriale, un sospetto sviluppo di 

tolleranza, e un’alterazione del ECS, che poi a seguito di un periodo prolungato di wash-out, 

peggiorano fino a provocare un deterioramento cognitivo, un comportamento depressivo ed 

un’alterazione della capacità sociale nei topi, che sono potenzialmente correlabili ai sintomi 

comportamentali e psicologici tipicamente riconducibili alla MCI, condizione clinica che 

precede comunemente lo sviluppo di una DD specifica. Difatti, diversi studi hanno già 

evidenziato l’importanza clinica diagnostica della MCI, in quanto possibile marker 

predittivo di evoluzione patologica in una demenza neurodegenerativa specifica (Dickerson 

et al., 2007; Woolf et al., 2016; Jongsiriyanyong e Limpawattana, 2018). Dal punto di vista 

clinico invece, la valutazione del contenuto plasmatico di AEA e 2-AG ha permesso di 

individuare un aumento dei loro livelli in confronto al controllo che risulta essere diverso a 

seconda della differente forma di demenza senile esaminata. Pertanto, correlando quanto 

ottenuto sia nel clinico che nel preclinico, traslazionalmente il presente studio di Dottorato 

dimostra come l’utilizzo di un cannabinoide sintetico in giovani adulti, anche per un breve e 

circoscritto periodo nell’arco della vita, possa verosimilmente rappresentare una potenziale 

minaccia per l’uomo nell’invecchiamento normale -inteso come rallentamento 

psicomotorio, diminuzione della massa muscolare, diminuzione dell'acuità visiva e uditiva, 

rallentamento nella capacità d’attenzione e ad apprendere nuove informazioni, nella fluenza 

verbale e nel tempo di reazione- tale da essere probabilmente concausa nella fisiopatologia 

della demenza senile stessa. 

In conclusione, sebbene negli ultimi anni si siano raggiunti notevoli progressi scientifici 

circa la rilevanza funzionale dell’uso dei cannabinoidi come terapia palliativa/curativa di 

determinate malattie, una serie di questioni rimangono ancora in sospeso (Tudorancea et al., 

2022). Da qui, l’utilità di implementare gli studi preclinici come incoraggiamento ad un 

migliore approccio traslazionale agli studi, al fine di avvalorare o meno il potenziale 

terapeutico di questa classe di molecole, ponendo particolare attenzione agli effetti avversi 

e di tolleranza che potrebbero manifestarsi al loro utilizzo in cronico. 
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