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RIASSUNTO

La palmitoiletanolamide (PEA) rappresenta una molecola molto interessante nel panorama della
ricerca biomedica. Scoperta nel lontano 1957, PEA ¢ un mediatore lipidico bioattivo simile agli
endocannabinoidi, appartenente alla famiglia delle N-aciletanolamine, che combina un acido
grasso, l'acido palmitico, con un gruppo etanolaminico. Questa molecola ¢ presente negli alimenti,
quali soia, mais, tuorlo d'uovo o anche nel latte materno, ma solo in piccole quantita. Viene
sintetizzata “su richiesta” all'interno del doppio strato lipidico delle membrane cellulari, agisce
localmente e si trova in tutti tessuti dell’organismo umano, compreso il cervello. Si ritiene che la
PEA venga prodotta come protettivo pro-omeostatico in risposta al danno cellulare e la sua
espressione aumenta negli stati patologici. La sua peculiare azione su diversi bersagli molecolari
le conferisce un profilo terapeutico estremamente versatile. E ben nota per le sue proprieta
analgesiche e antinflammatorie, capaci di offrire sollievo in una vasta gamma di condizioni
caratterizzate da dolore inflammatorio e neuropatico. La sua abilita nel modulare l'attivazione dei
mastociti e nell'influenzare l'espressione di mediatori infiammatori la rende una molecola
promettente nel controllo delle risposte inflammatorie.

Nell’ambito delle malattie neurodegenerative, con particolare riferimento a patologie come le
malattie di Alzheimer e Parkinson, la PEA suscita un interesse sempre maggiore. Le sue potenziali
implicazioni nel fornire protezione e modulazione dei processi neuroinfiammatori correlati alla
neurodegenerazione hanno stimolato un gran numero di ricerche, che hanno permesso di aprire la
strada verso nuove prospettive terapeutiche. La PEA ¢ stata anche oggetto di studio nell’ambito
della pandemia di COVID-19, per il suo possibile ruolo nella modulazione delle risposte
infiammatorie e immunologiche.

In questo lavoro di tesi ¢ stata fatta una revisione degli studi in cui sono stati analizzati gli effetti
protettivi della PEA endogena e i diversi benefici della sua somministrazione esogena in una serie
di disturbi cronici, oltre alla valutazione del suo eccellente profilo di sicurezza. Da questa revisione
¢ emerso che, in molti casi, PEA offre una migliore qualita della vita. In particolare, con riferimento
alle patologie neurodegenerative, PEA, soprattutto nella sua forma ultramicronizzata, ha un
impatto significativo sulla progressione di queste malattie, agendo su sintomi specifici e quando
la patologia ¢ in fase iniziale.

Sebbene ulteriori ricerche siano necessarie per comprendere appieno i complessi meccanismi

d’azione, PEA rappresenta senza dubbio un argomento di studio affascinante e promettente nel



contesto di numerose malattie in cui la componente infiammatoria riveste un ruolo importante,

aprendo la strada a possibili approcci terapeutici innovativi.
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CAPITOLO1

1. Introduzione

1.1. La palmitoiletanolamide

La palmitoiletanolamide (PEA, N-esadecanoiletanolamide Figura 1) ¢ I’ammide di un acido
grasso endogeno, I’acido palmitico, appartenente alla famiglia delle N-aciletanolamine (NAE), e
viene utilizzata in clinica per le sue proprietd neuroprotettive, anti-neuroinfiammatorie e
analgesiche (Re et al., 2007; Esposito e Cuzzocrea, 2013; Mattace Raso et al., 2014; Skaper et al.,
2015; Iannotti et al., 2016).
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Figura 1. Struttura chimica di PEA.

Fin dai primi studi, c'¢ stato un costante aumento dell'interesse per la PEA e una semplice ricerca
in PubMed inserendo la parola "palmitoiletanolamide" indica che dal 2012, circa 70-80
pubblicazioni all'anno si sono occupate di questo lipide (Figura 2).

L’analisi dei 64 articoli di ricerca (escluse le rassegne), pubblicati nell'arco di 12 mesi (settembre
2019 - settembre 2020), indica che oltre la meta ha studiato gli effetti di PEA in modelli animali o
cellulari (17 articoli) o 1 livelli di PEA in modelli metabolomici/lipidomici in studi
farmacologici/nutrizionali (19 articoli). Solo due studi si sono occupati delle formulazioni di PEA,
mentre nessuno studio ha analizzato le proprieta farmacocinetiche della molecola (Rankin e

Fowler, 2020).
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Figura 2. Risultati di una ricerca PubMed condotta il 17 settembre 2020 con la parola chiave "palmitoiletanolamide
nell’intervallo temporale dal 1968 al 2020 (Rankin e Fowler, 2020).

1.2. Scoperta di PEA

La storia della molecola PEA inizia nel 1957, quando ¢ stato pubblicato un importante studio che
ne chiariva la struttura chimica. Gli autori di questo studio riportarono di aver isolato dalla lecitina
di soia, da una frazione fosfolipidica del tuorlo d'uovo e dalla farina di arachidi una sostanza ad
attivita antinflammatoria. Tale sostanza, identificata come N-palmitoiletanolamina, fu testata nella
cavia attraverso un test allergologico. Gli stessi autori sintetizzarono il composto e diversi analoghi
ed attribuirono [Dattivita antinfiammatoria al gruppo etanolaminico presente nei composti
sintetizzati (Kuehl et al., 1957). Qualche anno prima, nel 1954, fu pubblicata la prima evidenza
dell’attivita antinflammatoria del tuorlo d’uovo, successivamente attribuita alla PEA. Questo
studio dimostro che il tuorlo d’uovo e la sua frazione solubile in alcol potevano proteggere le cavie
dall’artrite anafilattica (Coburn et al., 1954). Negli anni successivi sono state condotte numerose
ricerche sulla PEA e numerosi articoli hanno descritto 1 suoi effetti immunosoppressivi
nell’influenza, nei disturbi respiratori e nella febbre reumatica.

Passo dopo passo, le proprieta antinflammatorie e analgesiche di PEA sono diventate chiare e sono
state valutate in vari modelli animali (Lackovic et al., 1978). Successivamente, la presenza di PEA
¢ stata identificata anche nei tessuti animali, quali fegato, cervello e tessuto muscolare (Bachur et
al., 1965). Tuttavia, a quel tempo il ruolo di PEA rimase enigmatico e solo alcuni anni dopo furono
pubblicati i primi articoli che cominciavano a descriverne i meccanismi d’azione. Nel 1973 ¢ stato
dimostrato che il trattamento con PEA produceva cambiamenti caratteristici nei lipidi di

membrana, con un marcato aumento della resistenza della membrana a vari tipi di danno



(Obermajerova et al., 1973). Questi risultati hanno portato ad ipotizzare che I’effetto protettivo di
PEA fosse correlato alle sue proprieta detossificanti (Rakovfi et al., 1992). Qualche anno piu tardi,
sono stati riportati i primi effetti di PEA come modulatore della tossicita nel cancro. La
somministrazione ripetuta di PEA prolungava la sopravvivenza di animali leucemici nel corso del
trattamento con cis-platino, in combinazione con ciclofosfamide, vincristina o metrotrexato. Il
trattamento a lungo termine con PEA riduceva soprattutto gli effetti indesiderati, consentendo
I’uso di dosi terapeutiche piu elevate dei chemioterapici (Svec et al., 1975). Coerentemente con
questi primi risultati, nel 2012 sono stati dimostrati gli effetti benefici di PEA nel dolore
neuropatico e nel danno nervoso dopo la chemioterapia (Truini et al., 2012).

Successivamente, sono stati pubblicati studi che hanno riportato evidenze di accumulo di NAE,
come PEA, nel miocardio dopo infarto, suggerendo un’importanza fisiologica di questo accumulo
legata alle attivita farmacologiche di queste molecole, in particolare alle loro attivita
antinfiammatoria. E stato ipotizzato che 1’accumulo potesse rappresentare una risposta del tessuto
miocardico, mirata a minimizzare i danni e promuovere la sopravvivenza (Epps et al., 1979).
Questa ipotesi ¢ stata ripresa da Schmid e collaboratori (1990), i quali hanno proposto che la
produzione di PEA potrebbe rappresentare un meccanismo di difesa volto a minimizzare le aree
del danno ischemico irreversibile e le dimensioni dell’infarto. Dopo I’articolo di Epps e
collaboratori (1979), sono state condotte altre ricerche che hanno evidenziato I’aumento dei livelli
di PEA in altri tessuti danneggiati; questo aumento ¢ stato visto come una risposta adattativa dei
tessuti agli stimoli tossici (Natarajan et al., 1982). Studi piu recenti hanno dimostrato che I’ipotesi
sui possibili effetti protettivi di PEA ¢ corretta: questa molecola protegge una grande varieta di
tessuti, compreso il tessuto nervoso in vari modelli di lesione/danno, come le lesioni del midollo

spinale, I’ictus e la malattia di Alzheimer (Ahmad et al., 2012).



CAPITOLO II

2. Aspetti farmacocinetici di PEA

2.1. Biosintesi e degradazione

La biosintesi di PEA avviene in due passaggi:

il trasferimento dipendente da cAMP e calcio dell'acido palmitico dalla fosfatidilcolina
(PC) alla fosfatidiletanolamide (PE), tramite I'enzima N-acil-transferasi (NAT), che porta
alla formazione dell'N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE);

successivamente, la formazione di PEA intracellulare avviene a partire dal NAPE mediante
un enzima specifico chiamato NAPE-fosfolipasi. A differenza di altri mediatori chimici
cerebrali, le NAE non vengono prodotte e immagazzinate in vescicole secretorie per essere
rilasciate quando necessario, ma vengono sintetizzate "a richiesta" (on demand) in risposta
a specifici stimoli, grazie all'azione delle fosfolipasi di membrana sui precursori

fosfolipidici.

Una volta completata la sua funzione, la PEA viene rapidamente disattivata attraverso un

meccanismo che coinvolge vari passaggi:

un processo di ricaptazione, probabilmente mediato da un trasportatore di membrana non
ancora clonato;

l'idrolisi di PEA intracellulare da parte di idrolasi lipidiche (Schmid et al., 2002). In
particolare, I'enzima coinvolto in questa funzione ¢ la fatty acid amide hydrolase (FAAH)
(Ueda et al., 2002), un enzima a base di serina legato al lato intracellulare del doppio strato
fosfolipidico. Questo enzima ¢ stato ampiamente studiato e la sua struttura gli consente di
avere accesso al lato citosolico della cellula (Bracey et al., 2002; Fezza et al., 2008). FAAH
¢ in grado di idrolizzare PEA in acido palmitico ed etanolamina (Puffenbarger et al., 2005).
E stato anche identificato un secondo enzima, la PEA-preferring acid amidase (PAA), che

sembra essere coinvolta nel processo di idrolisi di PEA (Ueda et al., 2001) (Figura 3).
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Figura 3. Biosintesi ed inattivazione di PEA. Per maggiori dettagli vedere il testo (Ueda et al., 2001).

2.2 Assorbimento e metabolismo presistemico

La PEA ¢ un composto cristallino altamente lipofilo e questo puo rappresentare un problema per
un assorbimento orale ottimale. Gran parte degli studi recenti sulla formulazione di PEA si sono
concentrati sull'utilita della micronizzazione, attraverso la quale le particelle di PEA vengono
ridotte di dimensioni: 6-10 um al massimo, rispetto al PEA naive che ha dimensioni incluse
nell'intervallo 100-700 um (Figura 4). Inoltre, il processo di ultramicronizzazione produce una
diversa struttura cristallina con un contenuto energetico piu elevato. La dimensione piu piccola
delle particelle (con un rapporto superficie-volume piu elevato) combinata con una maggiore
energia potenziale contribuisce a una migliore solubilita. Queste caratteristiche si traducono in una
migliore diffusione e distribuzione della PEA micronizzata (m-PEA) e ultramicronizzata (um-
PEA) rispetto alla forma naive, e quindi in un'efficacia biologica superiore (Skaper et al., 2014;
Petrosino et al., 2018). Le concentrazioni plasmatiche di PEA sono risultate aumentate dopo
somministrazione orale di preparazioni micronizzate e ultra-micronizzate, sia in modelli animali

che nell’'uomo (Guida et al., 2010; Petrosino et al., 2018).
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Figura 4. Foto ottenute al microscopio elettronico di PEA naive (4) e ultramicronizzata (B). Barra della scala: 10
um (Skaper et al., 2014).

I dati disponibili sulla fase di assorbimento in seguito a somministrazione per vie diverse da quella
orale o che abbiano utilizzato altri tipi di formulazione sono piuttosto scarsi. Tuttavia, uno studio
ha indagato la farmacocinetica di una singola somministrazione topica oculare di PEA in un
sistema di trasporto di lipidi nanostrutturati e ha mostrato che il composto veniva rilevato nella
retina del coniglio entro 50-180 minuti dalla somministrazione (Puglia et al., 2018). Al contrario,
una sospensione acquosa di PEA non ha prodotto livelli rilevabili nella retina ed ¢ stata anche
rilevata a livelli inferiori nella lente e nell'umor vitreo, rispetto alla formulazione di nanoparticelle.
Oltre all’assorbimento, anche il metabolismo presistemico di PEA ¢ un importante fattore che ne
influenza la biodisponibilita. Gli enzimi idrolitici coinvolti nel metabolismo di PEA sono espressi
nell'intestino e nel fegato. Dopo I'incubazione di omogenati di fegato di ratto con 50 nM di PEA,
I’emivita del lipide ¢ stata calcolata essere pari a circa 25 minuti (Vacondio et al., 2015). Un modo
per evitare il metabolismo presistemico di PEA ¢ l'uso di pro-farmaci. A tal proposito il cloridrato
di 2-(palmitoilamino)etil-l-valinato ¢ risultato resistente all'idrolisi nel fegato e ha rilasciato PEA
attraverso 1’azione di esterasi nei campioni di plasma. Tuttavia, una dose orale equimolare del
composto ha prodotto concentrazioni plasmatiche di PEA piu basse rispetto alla PEA stessa
(Vacondio et al., 2015), indicando una scarsa biodisponibilita del pro-farmaco. Un approccio
alternativo ¢ l'uso di analoghi stabili di PEA, come la palmitoilallamide, che ha mostrato azioni
analgesiche in modelli animali di dolore neuropatico (Wallace et al., 2007). Tuttavia, questi
composti non sono endogeni e per il loro utilizzo richiedono una documentazione normativa

considerevolmente maggiore rispetto a PEA.



2.3 Distribuzione

Anche 1 dati sulla distribuzione di PEA sono piuttosto scarsi e, nella maggior parte dei casi, si
limitano a misure dei livelli ematici del composto dopo la somministrazione orale (Petrosino et
al., 2018). Nell’uomo, dopo la somministrazione di una dose di 300 mg di m-PEA, si ¢ osservato
un raddoppio dei livelli del lipide nel plasma due ore dopo la somministrazione, per poi scendere
a livelli normali entro 4 ¢ 6 ore (Vacondio et al., 2015; Petrosino et al., 2018). Utilizzando i dati
derivati da questi studi ¢ stato calcolato il volume di distribuzione, che ¢ risultato notevolmente
maggiore del volume plasmatico (Gabrielsson et al., 2016). Questo non ¢ certamente un risultato
sorprendente, data la natura lipofila di PEA, ma solleva la questione della distribuzione tissutale
della molecola dopo la sua somministrazione orale. A questo proposito, uno studio ha mostrato
che nel ratto, circa 1'1% della dose orale di PEA ¢ stata ritrovata nel cervello, in particolare
nell'ipotalamo, con notevole accumulo anche nell’ipofisi e nelle ghiandole surrenali (Artomonov

etal., 2015).

2.4 Uptake cellulare

I principali bersagli dell'azione di PEA sono i recettori attivati da proliferatori perossisomiali-alfa
(PPAR-a) (vedere seguito), che si trovano a livello intracellullare. L azione su questi recettori
richiede I'assorbimento cellulare di PEA, una volta che il composto ha raggiunto il tessuto. Uno
studio ha dimostrato che l'incubazione delle cellule di neuroblastoma C1300N18 con [1-'4C] PEA
porta alla marcatura di membrane citoplasmatiche e microsomiali, con la marcatura citoplasmatica
che rimane piuttosto costante dopo 15 minuti di incubazione (Gula et al., 1991). Anche se ¢ noto
da tempo che PEA puo essere accumulata dalle cellule, il meccanismo/i con cui cio avviene non €

ancora chiaro.

2.5. Metabolismo

A differenza della scarsita di dati riguardanti I'assorbimento e la distribuzione di PEA, il suo
metabolismo ¢ stato molto studiato. La PEA viene idrolizzata enzimaticamente per formare acido
palmitico ed etanolamina.

La prima dimostrazione di questo risale al 1966, grazie agli studi condotti da Bachur e Udenfriend

(1966), in cui sono stati usati microsomi di fegato di ratto.



L'enzima coinvolto, successivamente chiamato FAAH, fu caratterizzato dettagliatamente nel 1985
dal gruppo di Schmid, usando 1’oleoiletanolamide come substrato (Schmid et al., 1985). L'enzima
FAAH ¢ un eterodimero legato alla membrana, localizzato nel reticolo endoplasmatico e dotato di
un'ampia specificita di substrato che comprende NAE, N-acilamine e N-aciltaurine (Boger et al.,

2000).

2.6. Escrezione

Le informazioni sull’escrezione di PEA sono scarse e riguardano soprattutto 1’acido palmitico in
cui PEA viene biotrasformata (Carta et al., 2017). Tuttavia, non ¢ disponibile alcun dato sulla via
di escrezione di PEA non metabolizzata.

La farmacocinetica di PEA ¢ illustrata nella Figura 5.
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Figura 5. Assorbimento, distribuzione, metabolismo ed escrezione di PEA. Abbreviazioni: FAAH, amido idrolasi
degli acidi grassi; NAAA, N-aciletanolamina amidasi; PA, acido palmitico (Carta et al., 2017).



CAPITOLO I1I

3.1. Bersagli molecolari di PEA

Gli studi condotti sulla PEA tra il 1957 e i primi anni ‘90 non sono stati in grado di individuare
con chiarezza il meccanismo d'azione della molecola e questo ¢ stato il motivo principale per cui
la comunita scientifica perse interesse per la PEA fino allo studio pubblicato da Levi-Montalcini
nel 1993. In questo studio, che valse il premio Nobel a Levi-Montalcini, ¢ stato dimostrato che
PEA inibisce I’attivazione dei mastociti attraverso un meccanismo definito autocoid local injury
antagonism (ALIA)! (Aloe et al., 1993). Questo studio rappresentd la prima spiegazione del
meccanismo coinvolto nell’azione antinfiammatoria di PEA.

Un secondo passo in avanti nella comprensione del meccanismo d'azione di PEA fu
l'identificazione e l'isolamento dell'anandamide (AEA), endocannabionoide agonista dei recettori
dei cannabinoidi. A seguito di questa scoperta, ¢ stato inizialmente dimostrato che PEA si
comportava da agonista del recettore CB2, come I’AEA, e per questo fu considerata un
endocannabinoide (Facci et al., 1995). Studi successivi hanno perd dimostrato che PEA si lega
debolmente al recettore CB2 (Sugiura et al., 2000), portando a formulare una nuova ipotesi,
definita "effetto entourage". Secondo questa ipotesi, gli effetti di PEA sono dovuti ad un’azione
recettoriale indiretta, in cui, attraverso l'inibizione dell’espressione dell’enzima FAAH, che
degrada gli endocannabinoidi AEA e 2-arachidonoilglicerolo (2-AG), PEA aumenta i livelli degli
endocannabinoidi endogeni, che attivano i recettori CB1 e CB2 (Di Marzo et al., 2001). Inoltre,
PEA puo attivare indirettamente anche il recettore vanilloide TRPV 1 (transient receptor potential
vanilloid 1), a sua volta bersaglio degli endocannabinoidi (Zygmunt et al., 2013) (Figura 6).

In seguito all’identificazione di nuovi bersagli molecolari, come i recettori nucleari PPAR, studi
in animali knockout hanno suggerito 1’esistenza di nuovi siti bersaglio per i ligandi di natura
lipidica come PEA. In particolare, ¢ stato dimostrato che PEA ¢ un’agonista del recettore PPAR-

o (Issemann e Green, 1990).

! Fu il premio Nobel Rita Levi-Montalcini a coniare il termine “aliamidi” per indicare un gruppo di composti endogenti,
come la PEA, prodotti “su richiesta” dai tessuti e che svolgono un ruolo di regolazione locale. Questi composti hanno
attivita antinflammatoria e analgesica dovute all’inibizione dell’attivazione dei mastociti. Possono quindi costituire
una risposta autocrina/paracrina, ossia possono agire su cellule nelle vicinanze o sulla stessa cellula produttrice, per

controllare negativamente le risposte dei mastociti a vari segnali attivanti (Aloe et al., 1993).



~—
' AEA +2-AG

e
CB2(orCB1) TRPV1

Figura 6. Bersagli molecolari di PEA. Attraverso l’inibizione dell’enzima FAAH, PEA aumenta i livelli degli
endocannabionoidi endogeni anandamide (AEA) e 2-arachidonoilglicerolo (2-AG), che direttamente attivano i
recettori dei cannabinoidi CB2 (o CBI) e il transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) (Petrosino e Di Marzo,
2017).

Nel loro insieme, tutti gli studi finora pubblicati suggeriscono che PEA non agisce attraverso un
unico meccanismo d’azione, ma piuttosto attraverso un’interazione sinergica di diversi

meccanismi (Figura 7).
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Figura 7. Bersagli molecolari di PEA. La via di segnalazione di PPAR-a é indicata in rosso. Le frecce grigie indicano
possibili meccanismi non ancora identificati (Rankin e Fowler, 2020).

3.2. Recettore attivato dai proliferatori perossisomiali di tipo a (PPAR-a)

I PPAR appartengono alla famiglia dei recettori nucleari di cui fanno parte anche i recettori
steroidei, tiroidei e retinoici (Desvergne e Wahli, 1999). Ad oggi, sono state identificate tre diverse
isoforme dei PPAR, denominate a, /6 e y (Figura 8), coinvolte in una vasta e differenziata gamma
di effetti biologici, che dipendono dalla localizzazione tissutale del recettore e dal profilo chimico

del ligando coinvolto (Kliewer et al., 1994; Forman et al., 1997).

PPARS

Figura 8. Strutture tridimensionali delle isoforme dei PPAR.
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Diverse molecole, sia endogene che sintetiche sono attivatori di PPAR-a, come ad esempio 1'acido
arachidonico e la famiglia dei fibrati (gemfibrozil, fenofibrato e bezafibrato, utilizzati per il
trattamento dell'iperlipidemia e ipercolesterolemia). L'attivazione di PPAR-a causa una
trascrizione alterata di un grande numero di geni, inclusi quelli che codificano per le proteine
coinvolte nel trasporto e nel metabolismo degli acidi grassi, oltre a quelli che codificano per
molecole pro-infiammatorie e coinvolte nello stress ossidativo (Bougarne et al., 2018; Woitowicz
et al., 2020). Gli effetti antinfiammatori degli agonisti PPAR-a coinvolgono I’inibizione di fattori
di trascrizione responsabili di effetti pro-inflammatori, come il fattore trascrizionale nuclear factor-
kB (NF-kB), portando, di conseguenza, all’inibizione del rilascio di citochine infiammatorie, come
il fattore di necrosi tumorale-a (TNF-a), ’interleuchina (IL)-1 e ’IL-6.PEA agisce come agonista
del recettore PPAR-a, esplicando i suoi effetti antinflammatori, con una potenza sovrapponibile a
quelli di agonisti sintetici ed un’elevata selettiva, essendo PEA incapace di attivare le isoforme
recettoriali PPAR-B/6 o PPAR-y (Lo Verme et al., 2005).Studi in vitro e in vivo hanno dimostrato
che 1 recettori PPAR-a ¢ PPAR-y svolgono un ruolo chiave nella regolazione della risposta
inflammatoria (Devchand et al., 1996; Delerive et al., 2001; Kostadinova et al., 2005). Nell’uomo
i PPAR-a sono espressi in fegato, cuore, reni, intestino crasso € muscoli scheletrici, tutti tessuti
coinvolti nei processi catabolici degli acidi grassi. Inoltre, i PPAR-o sono presenti nei monociti,
nell’endotelio vascolare e nei miociti (Chinetti et al., 1998). Si pud ritenere, pertanto, che
I’attivazione del PPAR-a contribuisca alle proprieta antinflammatorie, antipiretiche e analgesiche
di PEA, attraverso la stimolazione delle vie ossidative cataboliche di cui gli eicosanoidi sono
substrato. La riduzione della sintesi di molecole pro-infiammatorie, come I'IL-6 e le
prostaglandine, sembra esser parte del controllo dell’infiammazione dipendente da PPAR-a,
attraverso una ridotta attivita del fattore di trascrizione NF-xB. L’attivazione di NF-kB oltre ad
indurre I’espressione e il rilascio di citochine pro-inflammatorie porta all’attivazione di enzimi
come la ciclossigenasi 2 (COX2) e I’isoforma inducibile dell’ossido nitrico sintasi (iNOS). PEA
puo ridurre significativamente I’espressione di questi enzimi, suggerendo un meccanismo simile a

quello dei farmaci antinfiammatori steroidei (Conti et al., 2002; Lo Verme et al., 2005).

3.3. Recettori GPR55 e GPR119

PEA ha una serie di altre proprieta legate alla sua affinita per diversi recettori, inclusi il GPR55

(Figura 9) e GPR119, due recettori cannabinoidi orfani.
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I1 GPRSS5 ¢ stato classificato come un terzo recettore cannabinoide, accoppiato a proteine G (Derek
et al.,, 2015), che potrebbe avere un ruolo importante nella modulazione della sensazione
dolorifica. Il GPRS55 ¢ altamente espresso nel sistema nervoso centrale (SNC), nelle ghiandole
surrenali, del tratto gastrointestinale, nel polmone, nel fegato, utero, vescica, reni, € sembra essere
implicato in diverse patologie che coinvolgono questi organi (Derek et al., 2015). PEA ha una
debole affinita per questo recettore (Sharir e Abood, 2010), la cui attivazione ¢ stata suggerita per
spiegare alcuni degli effetti non-CB1le non-CB2 osservati per alcuni ligandi cannabinoidi (Ross,
2009).

E stato anche dimostrato che PEA ¢ in grado di legare, anche se solo marginalmente, il GPR119
(Overton et al.,, 2006), un recettore particolarmente espresso nell’intestino e nelle cellule
immunitarie, considerato un recettore cannabinoide, nonostante condivida poca omologia con

questa famiglia di recettori (Balenga et al., 2011).

®m 11.:; 1
EINL -~ 8T-214 (5) fi'g

Intracellular

Figura 9. Struttura del GPRS5.

3.4. 1 recettori CB1 e CB2

I recettori CB1 e CB2, simili al recettore orfano GPRS55, appartengono anch'essi alla grande
famiglia dei recettori accoppiati a proteine G (Matsuda et al., 1990; Munro et al., 1993). Nel
cervello, il recettore CB1 ¢ spesso espresso nei terminali presinaptici e, grazie a questa
localizzazione, la sua attivazione inibisce il rilascio di neurotrasmettitori (Katona et al., 1999). 1l

recettore CB1 si trova anche nel sistema nervoso periferico e in quasi tutti i tessuti e organi dei
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mammiferi, come ad esempio tessuto adiposo, muscolo scheletrico, ossa, pelle, cuore, fegato,
tratto gastrointestinale, polmoni e sistemi riproduttivi maschili e femminili (Pertwee, 1997). Di
solito ¢ accoppiato alle proteine Gi/o, per cui la sua attivazione inibisce l'attivita dell'adenilato
ciclasi con la conseguente riduzione dei livelli intracellulari di cAMP, oppure stimola l'attivita
delle mitogen-activated protein kinases (MAPK) (Turu e Hunyady, 2010). Tuttavia, il recettore
CB1 puo anche essere accoppiato alle proteine Gs o Gq (Turu e Hunyady, 2010), cosi come ad
altri tipi di segnali intracellulari, tra cui la protein-chinasi (PK) B (Gémez del Pulgar et al., 2000;
Sanchez et al., 2003).

Il recettore CB2 ¢ largamente espresso in cellule (quali monociti, macrofagi, linfociti B e T,
mastociti e cheratinociti) e organi periferici (come milza, tonsille, timo, tratto gastrointestinale e
pelle) che svolgono un ruolo nella risposta immunitaria (Izzo, 2004; Pertwee, 2007; Campora et
al., 2012; Tannotti et al., 2016). L'espressione dei recettori CB2 nel cervello ¢ molto bassa; questi
recettori sono presenti negli astrociti e nelle cellule microgliali attivate (Stella, 2010). Di
conseguenza, la funzione principale del recettore CB2 sembra essere il controllo delle risposte
infiammatorie e nocicettive (Whiteside et al., 2007; Basu e Dittel, 2011). Analogamente ai recettori
CBI1, anche i recettori CB2 sono accoppiati alle proteine Gi/Go e, di conseguenza, la loro
attivazione inibisce l'attivita dell'adenilato ciclasi e promuove l'attivita delle MAPK (Demuth e
Molleman, 2006).

I recettori CB1 e CB2 non sono bersagli diretti di PEA, ma possono essere attivati indirettamente
dalla molecola, attraverso i meccanismi gia citati in precedenza (“‘effetto entourage”) (Sugiura et

al., 2000; Di Marzo et al., 2001).

3.5. Il recettore canale TRPV1

Il recettore canale TRPVI1, noto anche come recettore della capsaicina, appartiene a una
sottofamiglia di canali fransient receptor potential, ovvero i canali TRPV, con sei domini
transmembrana e un anello intramembrana che collega il quinto e sesto dominio transmembrana e
forma la regione del poro (Caterina et al., 1997). TRPV1 ¢ un canale ionico non selettivo,
permeabile a cationi mono- ¢ divalenti (ad esempio Mg?*, Ca?*, Na™) e attivato da stimoli fisici e
meccanici (ad esempio alte temperature, basso pH, cambiamenti osmotici) e da composti chimici
esogeni o endogeni (ad esempio capsaicina, AEA, cannabinoidi) (Caterina et al., 1997; Di Marzo
e De Petrocellis, 2010; Iannotti et al., 2014). TRPV1 ¢ principalmente presente nei gangli delle
radici dorsali e nelle fibre nervose sensoriali di tipo Ad e C. Tuttavia, ¢ anche espresso in neuroni

cerebrali, cheratinociti e altri tipi di cellule (Cristino et al., 2006; Starowicz et al., 2008; Petrosino
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et al., 2010; Julius, 2013; Edwards, 2014). La funzione di TRPV1 dipende dalle variazioni dello
stato di fosforilazione indotte da molecole regolatrici, come ATP, PKA, PKC, proteina legante il
fosfoinositide e il fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfato (Cortright e Szallasi, 2004; Iannotti et al.,
2016). La fosforilazione sembra essere un requisito per l'attivazione/sensibilizzazione di TRPV1,
contribuendo alla trasmissione del dolore, all'inflammazione ¢ alla neurotossicita (Julius, 2013;
Edwards, 2014; Nagy et al., 2014). Al contrario, I'aumento del calcio intracellulare a seguito della
stimolazione dei canali TRPV1 attiva proteine come la calmodulina, che rendono il canale stabile
in uno stato conformazionale bloccato, o fosfatasi dipendenti dal calcio, come la calcineurina, che
defosforilano il canale TRPV1 e lo inattivano nuovamente (Cortright e Szallasi, 2004; Iannotti et
al., 2016). Questo processo di inattivazione di TRPV1, noto anche come desensibilizzazione,
contribuisce alle azioni analgesiche e antinfiammatorie degli agonisti di TRPV1 (Nagy et al., 2014;
Iannotti et al., 2016). Sono stati suggeriti due meccanismi diversi per 1'azione di PEA sui canali
TRPV1. 1l primo propone che PEA possa attivare indirettamente TRPV1 attraverso il cosiddetto
“effetto entourage”. In particolare, PEA, possibilmente attraverso siti allosterici, ¢ in grado di
aumentare l'attivazione e la desensibilizzazione indotte da AEA o 2-AG nei canali TRPV1 (De
Petrocellis et al., 2001; Ho et al., 2008; Petrosino et al., 2016). Il secondo meccanismo propone
che PEA possa attivare indirettamente i canali TRPV1 tramite PPAR-a. In particolare, poiché gli
antagonisti di TRPV1 e PPAR-a possono inibire 1'aumento del calcio intracellulare indotto dalla
PEA (Ambrosino et al., 2013), ¢ stata ipotizzata un'interazione biochimica diretta tra i canali
TRPV1 e PPAR-a. Infatti, nelle cellule co-trasfettate con TRPV1 e PPAR-q, i recettori PPAR-a
sono stati rilevati nelle frazioni immunoprecipitate con TRPV1 e gli agonisti di PPAR-a hanno

attivato ¢ desensibilizzato i1 canali TRPV1 strettamente associati (Ambrosino et al., 2014).
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CAPITOLO IV

4.1 Proprieta analgesiche di PEA

PEA ¢ nota per essere coinvolta nei meccanismi endogeni di protezione che 1'organismo mette in
atto quando esposto a vari tipi di insulto o danno, che includono l'attivazione della risposta
infiammatoria e/o delle vie nocicettive. Il primo studio che ha mostrato le proprieta analgesiche di
PEA risale al 1998, quando Calignano e collaboratori hanno dimostrato che PEA, somministrata
nel topo alla dose di 50 pg, esplicava effetti analgesici ed antinfiammatori dopo somministrazione
intraplantare di formalina, acido acetico, caolino o solfato di magnesio (Calignano et al., 1998;
2001). A quel tempo, si pensava che l'analgesia prodotta dalla PEA fosse mediata dai recettori
periferici CB2 poiché I’effetto veniva annullato dalla somministrazione dell'antagonista di questo
recettore, SR144528 (Calignano et al., 1998; 2001; Farquhar-Smith e Rice, 2001). L'effetto
analgesico di PEA ¢ stato dimostrato anche in un modello di iperalgesia viscerale, in cui il
trattamento sistemico con PEA, alle dosi di 10 e 30 mg/kg, ha attenuato significativamente
l'iperreflessia vescicale indotta da fattore di crescita nervoso (Jaggar et al., 1998).

Successivamente, gli agonisti PPAR-a (i.e., PEA) sono stati proposti come una nuova classe di
analgesici, poiché ¢ stato dimostrato che il composto GW7647 era efficace, come PEA, nel ridurre
il dolore nel topo dopo somministrazione intraplantare di formalina o di solfato di magnesio. Il
ruolo dei PPAR-a nel mediare I’azione di PEA ¢ stato suggerito dall’assenza dell’effetto
analgesico della molecola in topi privi dei recettori PPAR-a (Lo Verme et al., 2006). Ulteriori
studi condotti da D'Agostino et al. tra il 2007 e il 2009 hanno approfondito il ruolo di PEA nel
danno periferico e nella regolazione dell'iperalgesia. E stato dimostrato che la somministrazione
di PEA prima dell'iniezione di carragenina nei topi (un modello di iperalgesia), riduce l'iperalgesia
indotta dal processo inflammatorio. Questo effetto potrebbe essere mediato dalla capacita di PEA
di modulare l'espressione del recettore PPAR-a nel ganglio dorsale attraverso un percorso
discendente. Dopo la somministrazione di PEA per via intracerebroventricolare, i livelli di PPAR-
a nei gangli del midollo spinale venivano ripristinati nel test della carragenina, suggerendo che la
somministrazione sopraspinale di PEA potrebbe influenzare 1'espressione del PPAR-a nei gangli
del midollo spinale (D'Agostino et al., 2009). Piu recentemente, Okine e collaboratori (2014)
hanno studiato la modulazione della percezione del dolore da parte del PPAR-a nella corteccia
prefrontale mediale. Questa area cerebrale ¢ coinvolta negli effetti sopraspinali e nella

modulazione cognitiva del dolore, oltre a mostrare un'elevata espressione del PPAR-a. Nel test
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della formalina, ¢ stata rilevata una riduzione dei livelli di PEA in quest’area e un effetto
dell'antagonista PPAR-a, GW6471, che ha ridotto la risposta dolorosa. Gli autori hanno spiegato
questi risultati ipotizzando che il blocco dell'inibizione pre-sinaptica del PPAR-a, tramite il suo
antagonista, possa causare un aumento dei toni serotoninergici e noradrenergici nella corteccia
prefrontale, modulando la soglia del dolore a livello spinale.

E stata dimostrata anche ’azione di PEA nel controllo della neurosteroidogenesi nel midollo
spinale in caso di dolore. Utilizzando modelli di dolore acuto e persistente, come nel caso della
somministrazione di formalina e nell'edema della zampa indotto da carragenina, Sasso e
collaboratori (2012) hanno condotto uno studio sull’effetto di PEA nella modulazione della sintesi
de novo dei neurosteroidi. In entrambi i modelli di dolore, il trattamento con PEA ha aumentato i
livelli di allopregnanolone nel midollo spinale.

In un modello murino di diabete di tipo 1, indotto da streptozotocina, ¢ stato osservato che il
trattamento i.p. con PEA non solo ha alleviato 1'allodinia meccanica, ma ha anche migliorato i
livelli di insulina e preservato la morfologia delle isole di Langerhans riducendo lo sviluppo
dell'insulite (Donvito et al., 2015).

Anche 1 recettori CB1, PPAR-y e TRPVI1 sono stati ipotizzati essere bersagli dell’azione
analgesica di PEA. Infatti, antagonisti di questi recettori bloccano ’effetto analgesico indotto da
somministrazioni i.p. di PEA, suggerendo che la sua azione sia dovuta principalmente all’effetto
entourage che causa aumento dei livelli endogeni di AEA, in grado di produrre analgesia attivando
i recettori CBI1, o attraverso desensitizzazione dei canali TRPV1 (Costa et al., 2008). Le
conclusioni proposte da Costa e collaboratori erano supportate da osservazioni precedenti che
avevano dimostrato come [’iperalgesia termica e 1’allodinia meccanica nei ratti erano
accompagnate da livelli aumentati di AEA e 2-AG nelle aree cerebrali coinvolte nella nocicezione,
mentre i livelli di PEA erano diminuiti significativamente (Petrosino et al., 2007). Questi due studi
suggeriscono che nonostante i livelli degli endocannobinoidi aumentino durante una condizione
dolorosa, tale aumento potrebbe non essere sufficiente per esercitare un’azione analgesica a causa
dei livelli ridotti di PEA e che la somministrazione esogena di quest’ultima potrebbe essere
efficace per potenziare gli effetti anti-nocicettivi esercitati dagli endocannobinoidi (Costa et al.,
2008).

Jhaveri e collaboratori (2008) hanno dimostrato che la somministrazione di carragenina riduce 1
livelli di AEA e PEA e che la somministrazione dell’inibitore di FAAH, URB597, aumenta i livelli
dei due mediatori, causando effetti analgesici che sono bloccati dal composto GW6471, un
antagonista PPAR-a. Di conseguenza, un’azione sinergica tra i due meccanismi d’azione potrebbe

essere coinvolta nell’azione analgesica di PEA.
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Le proprieta analgesiche delle formulazioni m-PEA e um-PEA sono state inizialmente dimostrate
in un modello di dolore infiammatorio indotto da carragenina nel ratto. L'edema del piede indotto
dalla carragenina e l'iperalgesia termica sono stati ridotti significativamente dal trattamento con
entrambe le formulazioni somministrate per via orale (Impellizzeri et al., 2014). Studi clinici hanno
inoltre dimostrato l'efficacia di m-PEA e um-PEA nel trattamento del dolore cronico in diverse
condizioni patologiche, sia quando somministrate singolarmente che in combinazione con
l'antiossidante polidatina. In particolare, ¢ stato dimostrato che la somministrazione di m-PEA
(300 mg per os due volte al giorno) ha ridotto il dolore nei pazienti diabetici affetti da neuropatia
periferica (Schifilliti et al., 2014). E importante sottolineare che non sono state rilevate alterazioni
nelle analisi ematologiche e urinarie legate al trattamento con m-PEA e non sono stati osservati
nemmeno eventi avversi (Schifilliti et al., 2014). Inoltre, ¢ stato dimostrato che la combinazione
m-PEA-polidatina (una compressa, due volte al giorno), costituita da m-PEA (400 mg) e
I’antiossidante polidatina (40 mg) ¢ efficace nel ridurre il dolore pelvico nelle donne con
endometriosi (Indraccolo e Barbieri, 2010; Giugliano et al., 2013).

L'efficacia di um-PEA ¢ stata invece valutata in pazienti con dolore neuropatico da lombosciatalgia
e in pazienti con dolore cronico di diversa eziopatogenesi (Dominguez et al., 2012; Gatti et al.,
2012). L’aggiunta di um-PEA (600 mg al giorno per os) al trattamento standard ¢ stata ben tollerata
e ha mostrato un miglioramento nel sollievo dal dolore (Dominguez et al., 2012).

In conclusione, questi studi confermano che PEA ¢ in grado di alleviare I’intensita del dolore in
pazienti affetti da dolore cronico e/o neuropatico. L’effetto di PEA ¢ progressivo, indipendente
dall’eta, dal genere e dall’eziopatogenesi del dolore e privo di tossicitd sia acuta che cronica

(Paladini et al., 2016).

4.2 Proprieta antinfiammatorie di PEA

Gli effetti antinflammatori di PEA sembrano essere principalmente legati alla sua capacita di
modulare 1'attivazione e la degranulazione dei mastociti, agendo con il meccanismo definito ALIA
(vedere paragrafo 3.1; Aloe et al., 1993; Facci et al., 1995). La prima evidenza degli effetti
antinflammatori di PEA nei modelli animali ¢ stata riportata da Mazzari et al. (1996), che ha
dimostrato come la somministrazione orale di PEA riduceva la quantita di mastociti degranulati e
I’extravasazione plasmatica indotta dall’iniezione di sostanza P nell’orecchio del topo. PEA orale
ha ridotto anche l'edema del piede indotto dalla carragenina, dal destrosio e dalla formalina,

suggerendo che il composto possa modulare direttamente 1'attivazione dei mastociti in vivo e sia
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quindi in grado di sopprimere le conseguenze patologiche iniziate dall'attivazione dei mastociti,
indipendentemente dagli stimoli attivanti (Mazzari et al., 1996).

Successivamente, sulla base dell’osservazione che 1'antagonista del recettore CB2, SR144528, ha
impedito I'effetto anti-edema prodotto da PEA, ¢ stato suggerito il coinvolgimento dei recettori
CB2 nell’effetto antinfiammatorio (Conti et al., 2002).

Di seguito, ¢ stato anche dimostrato che il PPAR-o media gli effetti antinfiammatori di PEA,
poiché sia nel modello di edema del piede indotto dalla carragenina che di edema dell'orecchio
indotto dall'estere forbolico, PEA, applicata per via topica, ha attenuato l'infiammazione nei topi
wild-type ma non ha avuto effetto nei topi privi di PPAR-a. Inoltre, I'agonista del PPAR-a,
GW7647, ha replicato gli effetti di PEA (Lo Verme et al., 2005). E importante evidenziare che la
somministrazione intracerebroventricolare di PEA oltre alla riduzione dell'edema del piede indotto
dalla carragenina, ha anche ripristinato la ridotta espressione di PPAR-a indotta dalla stessa
carragenina, impedito la degradazione dell'lkB-a e la traslocazione nucleare di NF-kB nel midollo
spinale, suggerendo l'implicazione di questo fattore di trascrizione anche nel controllo centrale
dell'inflammazione periferica (D’Agostino et al., 2007). Questi effetti antinfiammatori di PEA
sono stati nuovamente replicati dall’agonista del PPAR-a, GW7647, ed erano assenti nei topi privi
di PPAR-a (D’Agostino et al., 2007).

La somministrazione di PEA (10 mg/kg al giorno per via orale) ha ridotto significativamente i
livelli di iNOS e COX-2 nell'edema da carragenina, suggerendo un meccanismo a livello genico
simile a quello dei farmaci antinfiammatori steroidei (Costa et al., 2002). Tuttavia, studi precedenti
avevano dimostrato che PEA puo ridurre rapidamente l'inflammazione acuta (Conti et al., 2002;
Lo Verme et al., 2005), suggerendo che I’effetto possa essere mediato da un meccanismo rapido,
come l'apertura dei canali di membrana del potassio (Lo Verme et al., 2005) o l'attivazione di
protein-chinasi (Melis et al., 2008).

Uno studio piu recente condotto da De Filippis et al. (2010) in un modello murino di
inflammazione cronica, ha dimostrato che la PEA riduce la formazione di granulomi, sostenuta
dall'attivazione dei mastociti. Durante la formazione del granuloma, i livelli di PEA tessutali
risultano diminuiti notevolmente, ma la somministrazione di PEA esogena aumenta i livelli di PEA
nel tessuto interessato dal processo infiammatorio, riduce la formazione di tessuto granulomatoso
ed il numero e la degranulazione dei mastociti, diminuendo, di conseguenza, l'angiogenesi e
l'iperalgesia.

Recentemente, gli effetti antinfiammatori di PEA sono stati anche studiati in modelli animali di
uveite, inflammazione retinica e cistite. Nei ratti sottoposti a uveite indotta da endotossine, il

trattamento con PEA, somministrata per via i.p., ¢ stato efficace nel ridurre il grado di
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inflammazione oculare, poiché ha diminuito l'infiltrazione delle cellule infiammatorie, i livelli di
TNF-a, della molecola di adesione intercellulare 1 e di iNOS e la traslocazione nucleare di NF-xB
(Impellizzeri et al., 2015). Allo stesso modo, la somministrazione orale di PEA ha attenuato
I’inflammazione oculare nei ratti con retinopatia diabetica sperimentale e ha preservato la barriera
emato-retinica (Paterniti et al., 2015). Infine, in un modello di cistite indotta da ciclofosfamide in
ratti femmine, ¢ stato riportato che il dolore, l'infilammazione della vescica e la disfunzione della
minzione erano associati ad aumentati livelli di PEA nella vescica, all'up-regulation
dell'espressione dei recettori CB1 e alla down-regulation dell'espressione di PPAR-a (Pessina et
al., 2015). La somministrazione orale di um-PEA ha prodotto effetti sia antinfiammatori che
analgesici, che sono stati controbilanciati sia dagli antagonisti dei recettori CB1 che dei recettori

PPAR-a (Pessina et al., 2015).
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CAPITOLO V

5.1. Ruolo di PEA nel SNC

L’accumulano di aciletanolammine, inclusa PEA, nel SNC in seguito ad una lesione cerebrale
suggerisce un loro possibile ruolo in questo tessuto (Hansen et al., 2000; Hansen et al., 2002;
Berger et al., 2004; Degn et al., 2007). E stato infatti osservato un aumento dei livelli endogeni di
PEA nel SNC in modelli sperimentali murini di malattie neurodegenerative, come la sclerosi
multipla (SM), la malattia di Huntington (HD) e l'encefalomielite autoimmune (Loria et al., 2008),
effetto che puo essere interpretato come un meccanismo adattativo per preservare le funzioni e
l'integrita neuronale durante lo sviluppo della malattia. Inoltre, la somministrazione di PEA ha
mostrato effetti antinflammatori e ha ridotto la disabilita motoria nei topi con SM (Loria et al.,
2008), suggerendo che PEA potrebbe essere utilizzata nel trattamento delle malattie

neurodegenerative (Baker et al., 2001; Bisogno et al., 2008; Jean-Jilles et al., 2009).

5.2. Effetti antiepilettici

La supplementazione di PEA in modelli animali di epilessia ha ridotto la frequenza e la gravita
delle crisi (Lambert et al., 2001; Aghaei et al., 2015), in modo simile ai farmaci antiepilettici
comunemente utilizzati in clinica, ma con un miglior profilo di sicurezza (Citraro et al., 2016).

I neurosteroidi antagonizzano le crisi tonico-cloniche generalizzate in vari modelli animali di
epilessia (Reddy et al., 2012). Tra i1 neurosteroidi, I'allopregnanolone ¢ un modulatore allosterico
positivo del recettore GABAA, che agisce su un sito di riconoscimento specifico per gli steroidi e
che ¢ risultato in grado di ridurre il numero e la durata delle scariche in un modello animale
genetico di epilessia. L’effetto anticonvulsivante di PEA potrebbe essere legato alla sua capacita
di aumentare i livelli di allopregnanolone nel SNC, azione che sembra essere mediata dai recettori
PPAR-a (Sasso et al., 2012). Alcuni studi suggeriscono che PEA abbia effetto protettivo sulle
convulsioni di tipo tonico, ma non su quelle di tipo clonico (Lambert et al., 2001). Su queste ultime,
infatti sembra che PEA ne aumenti la latenza, effetto che potrebbe essere prodotto dall’azione di
PEA sui recettori vanilloidi, dove la molecola agisce come un agonista parziale (Vandervoorde et
al., 2003). L’attivazione dei recettori vanilloidi comporta I’ingresso non selettivo di cationi
(afflusso di Ca®"), con conseguente depolarizzazione della membrana e rilascio di glutammato

(Szallasi et al., 1999). Tuttavia, gli agonisti desensibilizzano prontamente il recettore, con
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conseguente diminuzione dell’ingresso di Ca2+ e riduzione del rilascio di glutammato; cid
potrebbe essere alla base degli effetti antiepilettici mediati dai recettori vanilloidi (Veldhius et al.,

2003).

5.3. Effetti antidepressivi e nello stress

PEA ¢ stata studiata come possibile biomarcatore nello stress e nella depressione. L'effetto
antidepressivo ¢ stato studiato nella depressione associata al dolore neuropatico o a lesioni
traumatiche (Guida et al., 2015) Uno studio condotto su 15 donne con diagnosi di disturbo
depressivo maggiore e non in trattamento, ha evidenziato che i livelli sierici di PEA erano uguali
a quelli di 15 controlli sani corrispondenti per eta, e che 30 minuti dopo l'esposizione allo stress
sociale, in entrambi i1 gruppi si ¢ verificata una diminuzione dei livelli sierici di PEA (Hill et. al.,
2009). Questi dati, sebbene limitati al sesso femminile e ad un numero esiguo di pazienti,
supportano l'idea che PEA possa essere implicata in situazioni di stress e di neuroinfiammazione
che possono verificarsi o innescare un episodio depressivo (Kim e Won, 2017).

Uno studio in doppio cieco, randomizzato e controllato con placebo ha rilevato che i pazienti con
disturbo depressivo maggiore che ricevevano 600 mg di PEA in aggiunta al citalopram per 6
settimane, due volte al giorno, presentavano miglioramenti nei sintomi depressivi rispetto al
gruppo che riceveva solo citalopram (Ghazizadeh-Hashem et al., 2018).

Recenti studi preclinici hanno mostrato i potenziali effetti di PEA come ansiolitico e
antidepressivo in vari modelli sperimentali. Per esempio, topi sottoposti a test del nuoto forzato o
di sospensione per la coda (test comunemente utilizzati per la valutazione di farmaci
antidepressivi) hanno notevolmente ridotto il tempo di immobilita dopo aver ricevuto PEA per via
orale (Yu et al., 2011). Altri studi hanno evidenziato che PEA riduce lo stato ansioso o depresso
di topi sottoposti a trattamento cronico con corticosterone (Crupi et al., 2013). L’esercizio
aerobico, noto per avere un impatto positivo sull'umore, aumenta significativamente i livelli
circolanti di PEA, in modo simile all'antidepressivo triciclico imipramina (Brellenthin et al., 2017).
I livelli di PEA aumentano in caso di stress psicosociale acuto, presumibilmente come risposta

protettiva a situazioni avverse e/o pericolose (Hill et al., 2009; Hauer et al., 2013).
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5.4. Effetti nella regolazione del ciclo sonno-veglia

Il dolore cronico ¢ legato a disturbi del sonno. Stress, depressione e stati d’ansia alterano la
percezione del dolore e sono collegati ad un'elevata reattivita del sonno che, in modo simile al
dolore, puo anche portare all’insonnia (Hermesdorf et al., 2016; Kalmbach et al., 2018). Si ritiene
che un calo dell’AEA possa amplificare le risposte allo stress e attivare 1'asse ipotalamo-ipofisi-
surrene, portando a un aumento del comportamento ansioso (Morena et al., 2016). Dato il
collegamento tra dolore, stress e disturbi del sonno, gli effetti analgesici di PEA e le sue proprieta
ansiolitiche, dimostrate in modelli preclinici ed esercitate almeno in parte attraverso il canale
TRPV1 e la regolazione dei livelli di AEA, ne fanno un’ottima molecola per 1'uso nei disturbi del
sonno associati a dolore e stress. Il suo effetto entourage sull' AEA puod anche attenuare i disturbi
del sonno causati da stress e ansia. Esistono alcune recenti evidenze cliniche di ansiolisi. Per
esempio, in uno studio sulla sindrome del tunnel carpale, associata a disagio emotivo, 1200 mg di
um-PEA durante i periodi pre- e post-operatori hanno migliorato significativamente il ritmo sonno-
veglia e la qualita generale del sonno (Rasenak et al., 2004; Evangelista et al., 2018). Livelli elevati
di AEA sono collegati allo stato di veglia in individui sani e la loro diminuzione negli anziani ¢
associata a squilibri nei ritmi circadiani e a deficit cognitivi (Kesner e Lovinger, 2020). Di
conseguenza, attraverso [’effetto entourage PEA potrebbe ristabilire I’equilibrio sonno-veglia.
Sebbene siano necessarie ulteriori ricerche, PEA sembra avere un potenziale come integratore
adatto per un uso a lungo termine per il miglioramento della qualita del sonno e della vita di molti
individui. Gli effetti analgesici, ansiolitici e antidepressivi combinati di PEA la differenziano da
qualsiasi altro trattamento per il sonno attualmente in uso e la rendono un'alternativa interessante

ai trattamenti attuali.

5.5. Effetti nell’invecchiamento e neurodegenerazione

L'invecchiamento ¢ il risultato di una continua interazione tra meccanismi biologici e fattori
ambientali. Sebbene l'invecchiamento non sia necessariamente sinonimo di malattia, il
deterioramento della funzione cellulare, che aumenta con I'avanzare dell'eta, aumenta
progressivamente il rischio di sviluppare malattie e disabilita, poiché le risposte cellulari diventano
sempre meno efficienti (Power et al., 2019). In particolare, l'invecchiamento ¢ caratterizzato
dall'accumulo graduale e permanente di danni cellulari e molecolari (come ad esempio, alterate

funzioni proteiche, disfunzione mitocondriale, danni al DNA, stress ossidativo, ecc.), da
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cambiamenti strutturali progressivi dei neuroni (disregolazione del rilascio di neurotrasmettitori e
di conseguenza della neurosegnalazione), dalla perdita di funzione di tessuti e organi e da processi
neuroinfiammatori (Vauzour et al., 2017; Azam et al., 2021). A differenza della normale risposta
infiammatoria acuta che ha effetti benefici, la neuroinfiammazione cronica puo portare a danni e
distruzione dei tessuti, ed ¢ spesso il risultato di risposte immunitarie inappropriatamente attivate
(Skaper et al., 2018). Un principio fondamentale alla base della neuroinflammazione ¢ 1'esistenza
di una comunicazione bidirezionale tra le cellule del SNC, in particolare le cellule gliali (i.e.,
astrociti, oligodendrociti e microglia), e il sistema immunitario periferico. Nonostante i numerosi
eventi scatenanti, una caratteristica comune di diverse neuropatologie centrali e periferiche ¢
l'attivazione immunitaria cronica, in particolare delle cellule microgliali, i macrofagi residenti del
sistema nervoso centrale ? (Jakel et al., 2017).

Le malattie neurodegenerative comprendono una vasta gamma di condizioni che compromettono
la mobilita, la coordinazione e la forza muscolare, I'umore e la cognizione e includono la malattia
di Alzheimer (AD), la malattia di Parkinson (PD), ’'HD, la demenza frontotemporale (FTD), la
sclerosi laterale amiotrofica (SLA) e la SM (Dugger et al., 2017) (Figura 10).

2 Le cellule microgliali svolgono un ruolo importante nella regolazione di diverse funzioni del SNC sia in condizioni
fisiologiche che patologiche. Queste cellule sono attivate da qualsiasi evento in grado di alterare I'omeostasi cerebrale,
modificando la risposta immunitaria innata, con il conseguente reclutamento di cellule del sistema immunitario
periferico e rilascio di numerosi mediatori che compromettono la sopravvivenza neuronale. L'attivazione della
microglia, e delle cellule gliali in generale, pud causare neuroinfiammazione che danneggia l'integrita cerebrale
durante I'invecchiamento o le malattie neurodegenerative (Rosano et al., 2012). Un'attivazione alterata e prolungata

delle cellule gliali puo portare a danno e morte delle cellule neuronali (Gonzalez-Scarano e Baltuch, 1999).
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Figura 10. Le malattie neurodegenerative condividono caratteristiche patologiche comuni che portano alla
disfunzione e alla morte delle cellule neuronali.

\

Fino ad oggi, il trattamento della maggior parte di queste malattie ¢ stato principalmente
sintomatico (trattamento dopaminergico per il PD, inibitori dell'acetilcolinesterasi per i disturbi
cognitivi, antipsicotici per la demenza), nonostante i numerosi tentativi di trovare farmaci che
possano agire sulla causa della malattia (Desai et al., 2005; Rees et al., 2011). In questo contesto,
sono stati condotti molti studi in modelli di malattia, sia animali che in vitro, con lo scopo di
individuare strategie terapeutiche aggiuntive per il trattamento delle malattie neurodegenerative.
Questi trattamenti sono spesso indirizzati all’inibizione dei processi neuroinfiammatori e dello

stress ossidativo (Chaudhuri et al., 2009).

5.5.1 Decadimento cognitivo lieve (MCI)

L’MCI ¢ un disturbo neurocognitivo spesso precedente alla demenza, che non interferisce
significativamente con le attivita quotidiane (Gauthier et al., 2006; Ellison et al., 2008). Ci sono
diversi sottotipi di MCI, che differiscono in base al tipo e al numero di abilita cognitive
compromesse: quando ¢ interessata solo la memoria, il MCI viene definito "amnesico", quando
uno o piu funzioni cognitive, diverse dalla memoria sono colpite, il MCI viene definito "non-
amnestico" (Petersen et al., 2014; Lombardi et al., 2020).

Solo uno studio ha valutato gli effetti di PEA sulla sintomatologia dell’MCI, descrivendo
l'efficacia di una supplementazione con una formulazione contenente um-PEA e il flavonoide
luteolina (co-um-PEALut) della durata di 9 mesi in un paziente con MCI amnesico. Mentre dopo

3 mesi di supplementazione, si ¢ registrato un lieve miglioramento cognitivo; alla fine del
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trattamento la valutazione neuropsicologica ha quasi raggiunto i valori tipici per l'eta e il livello di

istruzione del paziente (Calabro et al., 2016).

5.5.2 Malattia di Alzheimer (AD)

L’AD ¢ caratterizzato da una progressiva e irreversibile atrofia cerebrale che si diffonde in modo
disomogeneo in tutto il cervello, coinvolgendo regioni particolarmente vulnerabili, come la
corteccia entorinale, la corteccia frontale, I'ippocampo, il lobo temporale e i nuclei basali del
prosencefalo (Serrano-Pozo et al., 2011; Scheltens et al., 2016). Le manifestazioni cliniche
includono perdita di memoria, declino cognitivo, disfunzioni comportamentali e incapacita di
svolgere le attivitd quotidiane e sembrano essere correlate al deterioramento della trasmissione
colinergica (Scheltens et al., 2016; Ferreira-Viera et al., 2016). Dal punto di vista istopatologico,
le principali caratteristiche dell’AD comprendono 'accumulo extracellulare di fibrille di beta-
amiloide (AP) nelle placche senili e i grovigli neurofibrillari intraneuronali della proteina tau
iperfosforilata (Serrano-Pozo et al., 2011). Diversi studi in vitro hanno dimostrato che PEA ¢ in
grado di ridurre la neuroinfiammazione indotta da AP e attenuare la conseguente
neurodegenerazione (Scuderi et al., 2011; 2013). PEA puo ridurre l'attivazione degli astrociti
indotta da AP e migliorare la sopravvivenza neuronale attraverso l'attivazione selettiva di PPAR-
a. | risultati ottenuti hanno confermato le proprieta antinfiammatorie di PEA, suggerendo la sua
azione attraverso la via di segnalazione PPAR-a. Inoltre, ¢ emerso che la riduzione della reattivita
della glia ha comportato un notevole effetto neuroprotettivo sulle cellule nervose (Scuderi et al.,
2012). Successivamente, le attivitd antinfiammatorie e neuroprotettive di PEA sono state
analizzate in ratti adulti a cui erano state effettuate iniezioni intra-ippocampali di ABi-42, simulando
alcuni tratti precoci dell'lAD. Attivando PPAR-a, PEA ha ripristinato Dattivita delle vie di
segnalazione intracellulare e ha migliorato il deterioramento cognitivo (Scuderi et al., 2014).
Inoltre, attenuando l'attivazione degli astrociti indotta da APi-42, PEA ha migliorato la trasmissione
glutammatergica (Tomasini et al., 2015; Beggiato et al., 2018). Le attivita neuroprotettive di PEA
sono state studiate anche in topi a cui era stata effettuata un'iniezione intracerebroventricolare di
AP2s.3s. In questo studio, PEA ha migliorato, in modo dose-dipendente, le abilita di apprendimento
e della memoria, ha ridotto i marcatori inflammatori e ha contrastato la neurodegenerazione,
migliorando la vitalita neuronale e attenuando la gliosi astrocitaria reattiva (D’Agostino et al.,
2012; Bronzuoli et al., 2018). Un ulteriore studio ha fornito prove che il trattamento sottocutaneo
con um-PEA esercita effetti antinfiammatori (es., determina inibizione dell'aumento di IL-6

nell'ippocampo) e neuroprotettivi nei topi affetti da AD, migliorando le funzioni di apprendimento
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e memoria, la depressione e l'anedonia. Inoltre, anche il trattamento con um-PEA ha ridotto la
formazione di placche di A e la fosforilazione della proteina tau, ha promosso la sopravvivenza
neuronale nella regione CA1 dell'ippocampo, ha normalizzato le funzioni astrocitarie e ha
riequilibrato la trasmissione glutammatergica. L'efficacia di um-PEA ¢ stata particolarmente
evidente nei topi piu giovani suggerendo il suo potenziale come trattamento precoce per 1'AD
(Scuderi et al., 2018). L'uso di co-um-PEALut ha ridotto l'espressione di iNOS e della proteina
fibrillare acida della glia, ha ripristinato la sintesi del fattore di crescita nervoso e ha ridotto
l'apoptosi neuronale (Paterniti et al., 2014). La luteolina, nel complesso co-ultra-PEALut, ¢ in
grado di migliorare la morfologia di PEA caratterizzata da grandi cristalli piatti. Infatti, piccole
quantita di luteolina stabilizzano le microparticelle inibendo il processo di cristallizazione di PEA

(Adami et al., 2019).

5.5.3. Malattia di Parkinson (PD)

I1 PD ¢ un disturbo neurodegenerativo caratterizzato principalmente da tremori, rigidita, difficolta
nell'equilibrio, nella deambulazione e nella coordinazione, sintomi dovuti al deterioramento dei
circuiti nigrostriatali dopaminergici (Surguchov et al., 2022). In particolare, la perdita dei neuroni
dopaminergici, contenenti neuromelanina (neuroni pigmentati), della substantia nigra pars
compacta, provoca disfunzioni della neurotrasmissione dopaminergica, causando i sintomi motori
primari (Alexander et al., 2004; DeMaagd et al., 2015). Sebbene inizialmente il PD sia stato
descritto come un disturbo del movimento senza demenza, ¢ ora accettato che la progressione della
malattia influenzi altri tratti extranigrali dopaminergici, colinergici o serotoninergici, portando alla
comparsa di sintomi cognitivi e psichiatrici (es., depressione e demenza), oltre ad altri sintomi non
motori, come anosmia, disturbi del sonno e stitichezza (Surmeier et al., 2017). Le cause del
deterioramento dopaminergico rimangono sconosciute. Mentre il 5-10% dei casi di PD ha
un’origine genetica che porta ad un esordio precoce, la maggior parte dei casi rimane idiopatica
ed ¢ associata all'invecchiamento e alla neuroinfiammazione (Wirdefeldt et al., 2011; Pajares et
al., 2020).

L’efficacia di PEA ¢ stata valutata in un modello animale di PD indotto da iniezioni di 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP). Il trattamento con PEA per 60 giorni ha protetto dall'effetto
neurotossico indotto dalla tossina. In particolare, PEA ha ridotto 1'attivazione microgliale ed
astrocitaria, nonché lo stress ossidativo e ha migliorato i deficit motori (Esposito et al., 2012).

In uno studio piu recente, nel modello di MPTP ¢ stato studiato anche 1’effetto di m-PEA, che ha

migliorato i deficit comportamentali, aumentato l'espressione della tirosina idrossilasi e del
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trasportatore della dopamina, indicando l'effetto protettivo del PEA sui neuroni dopaminergici. m-
PEA ha anche ridotto le citochine pro-inflammatorie e ha potenziato la neurogenesi
nell'ippocampo (Crupi et al., 2018).

Come gia evidenziato in precedenza per I’AD, anche in modelli di PD l'associazione um-PEALut,
con un trattamento di 8 giorni, ha dimostrato un'attivita neuroprotettiva significativa, riducendo i
marcatori specifici del PD, I’attivazione astrocitaria, le citochine pro-infiammatorie, nonché iNOS
(Siracusa et al., 2015).

Piu recentemente, Cordaro et al. (2018) hanno esplorato un nuovo approccio neuroprotettivo
basato sull'uso della 2-pentadecil-2-oxazolina (PEA-OXA). Nel modello di PD indotto da MPTP,
la supplementazione orale quotidiana per 8 giorni con PEA-OXA ha ridotto i disturbi
comportamentali e la neurodegenerazione dei neuroni dopaminergici. In particolare, PEA-OXA
ha aumentato l'attivita della tirosina idrossilasi e del trasportatore della dopamina, ha ridotto la
deplezione di dopamina, 1'aggregazione neuronale dell'a-sinucleina, 1'espressione di enzimi pro-
inflammatori e l'attivazione degli astrociti e della microglia. Nel loro insieme, questi studi
preclinici condotti in modelli sperimentali di PD indicano che m-PEA, um-PEA (da sola o in
associazione con luteolina) e il derivato PEA-OXA sono efficaci nel migliorare la funzionalita
motoria attraverso meccanismi volti a controllare la neuroinfiammazione e la neurodegenerazione.
Per quanto riguarda gli studi clinici, due studi recenti hanno evidenziato I'effetto neuroprotettivo
del PEA in soggetti affetti da PD. In particolare, in uno studio osservazionale ¢ stato dimostrato
che la supplementazione orale con um-PEA (3 mesi a 600 mg/bid seguiti da 600 mg/die per 12
mesi) ha rallentato la progressione della malattia e della disabilita, riducendo significativamente
la maggior parte dei sintomi motori € non motori (Brotini et al., 2017). Di recente, ¢ stata segnalata
l'efficacia del trattamento con co-um-PEALut come terapia adiuvante per i pazienti con PD che
ricevono carbidopa/levodopa nel trattamento della camptocormia, una deformita posturale comune
nel PD in cui la colonna vertebrale si piega in avanti durante la deambulazione o la posizione
eretta. In particolare, ¢ stata rilevata una marcata riduzione dell'insorgenza della camptocormia
(Brotini et al., 2021).

Pertanto, PEA da sola o in combinazione e possibilmente integrata con i trattamenti classici mostra
un potenziale terapeutico nel PD, correggendo i deficit dopaminergici e le disfunzioni motorie e

contrastando gli aspetti patogenetici coinvolti nello sviluppo della malattia.
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5.5.4. Malattia di Huntington (HD)

L’HD ¢ una rara patologia autosomica dominante causata da una serie di ripetizioni della tripletta
CAG (che codifica per residui di glutammina) nella regione terminale del gene huntingtin situato
sul cromosoma 4. Questa ripetizione porta alla produzione della proteina huntingtin mutata. Il
grado di gravita dei sintomi, lo stadio della malattia e gli indicatori di danneggiamento neuronale
correlano con 1 livelli della proteina Auntingtin mutata nel liquido cerebrospinale dei pazienti
affetti da HD (McColgan et al., 2018). L'eta media di diagnosi dell'HD ¢ di circa 40 anni. L’HD ¢
caratterizzato dalla perdita dei neuroni dei gangli della base e della corteccia cerebrale e da una
condizione di astrogliosi. La prima regione del cervello ad essere significativamente colpita ¢ lo
striato, seguita dalla corteccia frontale e temporale. La riduzione delle segnalazioni dallo striato al
nucleo subtalamico provoca una ridotta modulazione del movimento che porta ai movimenti
caratteristici dell'HD, chiamati corea. Oltre ai disturbi motori, I'HD ¢ caratterizzato da demenza,
sintomi psichiatrici e morte precoce (Brinkman et al., 1997). Nonostante la sua origine genetica
ben definita, i meccanismi molecolari e cellulari dell'HD sono ancora poco chiari (Gatto et al.,
2020). Esiste evidenza di una forte correlazione tra I'HD e il sistema endocannabinoide, poiché la
drastica riduzione dei recettori dei cannabinoidi in tutte le regioni dei gangli della base ¢ una delle
prime e gravi alterazioni nell'HD (Glass et al., 2001). Nei topi R6/2, un modello transgenico di HD
caratterizzato da 150 ripetizioni CAG e sintomi gravi dell'HD, ¢ stata riportata una diminuzione
progressiva dell'espressione dei recettori CB1 e una sensibilita anomala alla stimolazione dei
recettori CB1. In questo modello, ¢ stata stabilita una relazione tra i sintomi dell'HD e le modifiche
nella segnalazione del sistema endocannabinoide, misurando i livelli di endocannabinoidi nelle
aree cerebrali coinvolte nell'HD nelle fasi pre-sintomatiche e sintomatiche della malattia. Solo nei
topi R6/2 sintomatici sono stati osservati significative riduzioni dei livelli di AEA, 2-AG e PEA
nello striato, dove si trovano i corpi cellulari e i dendriti dei neuroni che esprimono il recettore
CBI. Questo indica che i livelli di endocannabinoidi cambiano in base alle fasi della malattia e
alle regioni cerebrali. Pertanto, il deterioramento del sistema endocannabinoide potrebbe
rappresentare un tratto distintivo dell'HD sintomatico. Considerando i suoi effetti antinfiammatori
e neuroprotettivi, la diminuzione dei livelli di PEA nello striato dei topi R6/2 sintomatici potrebbe
contribuire alla progressione della malattia (Bisogno et al., 2008). Come gia accennato, essendo
PEA un substrato per ’enzima FAAH, ¢ possibile ipotizzare che 1'uso di inibitori della FAAH e il

conseguente aumento dei livelli di PEA endogena possa migliorare i sintomi dell'HD, suggerendo
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che i1 farmaci che inibiscono la degradazione degli endocannabinoidi possano essere utilizzati nel

trattamento di questa patologia.

5.5.5 Demenza frontotemporale (FTD)

L’FTD ¢ un termine utilizzato per un gruppo di disturbi cerebrali caratterizzati dall'atrofia dei lobi
frontali e temporali e dalle conseguenti alterazioni comportamentali e linguistiche (Finger et al.,
2016). L’FTD inizia spesso tra i 40 e i 65 anni. I pazienti con FTD presentano un'istopatologia
caratteristica con inclusioni citoplasmatiche contenenti la proteina TDP-433 (ribonucleoproteina)
aggregata nei neuroni e nelle cellule gliali. I segni e i sintomi variano a seconda di quale parte del
cervello ¢ interessata (Young et al., 2018).

L'unico studio presente nella letteratura sui pazienti con FTD trattati con PEA, ha riportato che un
trattamento di 4 settimane con co-um-PEALut riduce i disturbi comportamentali e migliora la
funzione del lobo frontale nei pazienti con FTD attraverso la modulazione dell'attivita oscillatoria

corticale e della trasmissione GABAergica (Assogna et al., 2020).

5.5.6 Sclerosi Laterale Amiotrofica (SLA)

La SLA ¢ una grave malattia neurodegenerativa caratterizzata dalla degenerazione dei
motoneuroni superiori e inferiori e del midollo spinale, che porta a debolezza muscolare, paralisi
progressiva e morte (Zarei et al., 2015; Hardiman et al., 2017). La SLA ¢ accompagnata da una
notevole inflammazione spinale mediata in particolare da microglia e mastociti. Questa malattia
potrebbe condividere alcune caratteristiche patologiche con I’FTD, dato che i pazienti affetti da
SLA spesso mostrano un'atrofia diffusa della corteccia fronto-temporale, compresa la corteccia
premotoria (Chang et al., 2005; Van Es et al., 2017).

La supplementazione orale con um-PEA, in un paziente affetto da SLA, ha portato a un
miglioramento del quadro clinico, del tono muscolare, delle funzioni respiratorie e motorie, grazie
al controllo da parte di PEA della neuroinfiammazione (Clemente et al., 2012). Piu recentemente,

un ampio studio clinico condotto su pazienti con SLA ha dimostrato che la somministrazione di

3 La proteina TDP-43 (TAR-DNA binding protein-43), in grado di legarsi al DNA e al RNA, ¢ implicata nel
metabolismo del RNA, nella trascrizione, splicing ed altre attivita fondamentali per la cellula come il rapporto

nucleo/citoplasma, trasporto e trascrizione dell’RNA.
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um-PEA per 6 mesi, in aggiunta alla terapia standard con riluzolo, ha significativamente rallentato
il declino della funzionalita polmonare e il peggioramento dei sintomi della SLA. Questo effetto
selettivo di PEA sui muscoli del diaframma ¢ probabilmente determinato da un'azione diretta sulle
giunzioni neuromuscolari, piuttosto che da un effetto mediato dai nervi che porta a rigenerazione

delle fibre nervose periferiche (Palma et al., 2016).

5.5.7. Sclerosi Multipla (SM)

La SM ¢ una malattia demielinizzante neurodegenerativa, causata dall’attivazione del sistema
immunitario che provoca la perdita progressiva della guaina mielinica degli assoni neuronali
(Chang et al., 2005). Tale danneggiamento riduce la velocita della trasduzione del segnale,
provocando un deterioramento cognitivo e motorio a seconda della posizione delle lesioni. La
progressione della SM ¢ causata da episodi di crescente infiammazione dovuti al rilascio di
antigeni, quali ad esempio, la glicoproteina associata della mielina, localizzata nelle membrane
degli oligodendrociti (Rahn et al., 2012; Peschl et al., 2017). Questi antigeni scatenano una chiara
risposta autoimmune che, a sua volta, avvia una cascata di molecole segnalatrici che portano
linfociti T, linfociti B e macrofagi ad attraversare la barriera emato-encefalica e ad attaccare la
mielina degli assoni. L'attacco alla mielina avvia processi infiammatori che innescano altre cellule
del sistema immunitario e il rilascio di fattori solubili, come citochine pro-infiammatorie. Il
continuo rilascio di antigeni guida la degenerazione successiva, contribuendo alla perdita della
sostanza grigia. Oltre alle lesioni della sostanza e bianca, un'altra caratteristica distintiva della SM
¢ la presenza un aumentato numero di progenitori degli oligodendrociti (oligodendrocyte
progenitor cells, OPCs), a causa della loro incapacita di differenziarsi in oligodendrociti maturi,
in grado di produrre la mielina (Chang et al., 2002). Sulla base di queste osservazioni, una strategia
terapeutica interessante potrebbe essere quella di promuoverne la maturazione degli OPCs.

In un modello di encefalomielite autoimmune sperimentale (EAE), un modello murino di SM,
caratterizzato dalla formazione di lesioni del SNC, disabilitd motoria e presenza di reazioni
autoimmunitariec ¢ inflammatorie, il trattamento con co-um-PEALut ha facilitato il
differenziamento degli OPCs, come indicato dall'aumento della proteina basica della mielina,
suggerendo che questa formulazione possa rappresentare un nuovo approccio nel trattamento di
patologie demielinizzanti infiammatorie, come la SM (Contarini et al., 2019).

Un crescente numero di prove provenienti da studi sugli animali suggerisce che i cannabinoidi

potrebbero contrastare efficacemente la demielinizzazione, l'infiammazione e 1 processi
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autoimmuni che si verificano in patologie come la SM (Baker et al., 2001). E stato infatti riportato
che nei pazienti affetti da SM, 1 livelli plasmatici di endocannabinoidi sono alterati (Jean-Gilles et
al., 2009) e la somministrazione di endocannabinoidi, quali PEA e inibitori selettivi della
ricaptazione e dell'idrolisi degli endocannabinoidi migliorano la spasticita, attraverso 1'aumento
dei livelli di AEA e possibilmente di 2-AG (Rahimi et al., 2015). Questi studi forniscono prove
definitive del controllo tonico della spasticita esercitato dal sistema endocannabinoide e aprono
nuove prospettive per la terapia della SM.

Nel modello animale di EAE sono stati condotti anche studi volti a valutare gli effetti del
cannabidiolo (CBD) e della PEA, sia in combinazione che separatamente. I risultati hanno
mostrato che, mentre 1'uso contemporaneo di CBD e PEA non ¢ stato altrettanto efficace del
trattamento individuale con ciascuna molecola, entrambi hanno comunque ridotto la gravita dei
disturbi neurocomportamentali, I'infiammazione e la demielinizzazione, suggerendo ancora una
volta che PEA puo essere efficace nel trattamento della SM (Baker et al., 2001).

In uno studio clinico condotto su 29 pazienti con SM, l'integrazione orale di um-PEA ha alleviato
il dolore nel sito di iniezione di interferone e ha ridotto significativamente le concentrazioni
plasmatiche di citochine. Inoltre, la qualita di vita dei pazienti trattati ¢ migliorata rispetto al
gruppo trattato con placebo (Orefice et al., 2016).

Nel complesso, i risultati ottenuti fino ad oggi suggeriscono che PEA e co-um-PEALut potrebbero
essere il punto di partenza per un nuovo approccio nel trattamento delle patologie demielinizzanti
inflammatorie, nonché in altre patologie del sistema nervoso centrale tradizionalmente considerate

principalmente malattie neuronali ma in cui la perdita di mielina e di oligodendrociti ¢ rilevante.

La Tabella 1 riassume gli studi clinici sulle malattie neurodegenerative in cui ¢ stata utilizzata

PEA (da sola o in combinazione).
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Tabella 1. Studi clinici sulle malattie neurodegenerative in cui é stata utilizzata PEA.

um FEA : PEA
Study Disease Sample {Alone or Dosage Duration Main [_:_uﬂt::r;m::tnf
In Combination)
I3 mild (though not
significant) cognitive
T3 3 months improvement;
00/ 70 myg ent TG Te: near-
Calabro et al., MCT 1 patient oo-um-PEALut oo ﬂ.ll] P Vet ['9 i n:!-rrn.fll
016 daily 9 months neuropsychobogical
- follow-up assessment; improvement in
test scones; brain SPECT
near-nommal.
Progressive reduction in the
i 51 ;
Brotini et al, PD 30 patients TRk agcti i 600 mg daily 12 months tntaJ.Ml'_?h-L e
W17 regular levodopa meduction in most nonmaotor
= and motor symptoms.
o i PEAT ik CumELebe ]'l:t!-'D] L!.I.'i:l:'ﬂ of leg and
added to regular 700/70 mg trunk dyskinesia and marked
Brotini et al., PR 1 patient it 4 months reduction in the onset of
2L il aaiy camptocormia during the "off”
- bidopa/levodopa
state.
Improvement in test scomes
and neurophysiological
evaluation; increase in
Assognaetal, FImy 17 patients co-um-PEALut TMimg 2 daily 4 weeks M5 evoked frontal lobe
2020 activity and of high-frequency
oscillations in the
beta/ gamma range.
Clemente, 2012 ALS 1 patient PEA 600 mg/2 daily  ~40 days remegt 1wl
= g picture.
e P50 R e
Palma et al. ALS 36 untreated i 600 mg/2 daily 6months gl i
016 A or 50 mg riluzole - compared with unteated ALS
B i only patients.
24 patients R
JeanGilleseta,  MS 17 healthy  SCoo Vol . . OB eyt s abered # M5
2009 controls g
Pain reduction; increased
Eopsky M5 1 patient PEA 600 mg/ 2 daily ~% months  interval between acopunctumne
¢ Hesselink. 2002 e
Improvement in pain
sensation, no reduction of
erythema at the injection site,
i improved evaluation of
Crrefice ot al., M 29 patients IF'EE:I;‘:?\?ETJEL\J 600 mg daily  12months  quality of life, incnease in PEA,
2016 i, s AEA and OEA plasma kevels,
reduction of interferon-v,
tumor necrosis factor-o, and
interleuin-17 serum profile.
AEA, anandamide; ALS, sclerosi laterale amiotrofica, co-um-PEALut, preparazione contenente PEA

ultramicronizzata e luteolina;, eCB, endocannabonoide; FTD, demenza frontotemporale; IFN-f1, interferone-f1,;
MCI, decadimento cognitivo lieve; MDS-UPDRS, scala unificata per la valutazione dei sintoni della malattia di
Parkinson della Societa dei disordini del movimento,; MS, sclerosi multipla; OFA, oleoietanolamide; PD, malattia di
Parkinson (modificata da Landolfo et al., 2022).
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CAPITOLO VI

6.1. Uso di PEA nell’infezione da SARS-CoV-2

La malattia da coronavirus (COVID-19) ¢ una malattia infettiva causata dal virus SARS-CoV-2.
La maggior parte delle persone infettate dal virus sono stati affetti da problemi respiratori da lievi
a moderati e sono guariti senza richiedere particolari trattamenti. Tuttavia, alcuni pazienti si sono
ammalarsi gravemente e hanno necessitare di cure mediche. Cid potrebbe essere dovuto a
un'insufficienza multiorgano o a una grave disfunzione polmonare (Nicholls et al., 2003; Roncati
et al., 2020) con encefalopatia ipossica e morte (Barreca et al., 2013; Raciti et al., 2020). Infatti,
nei casi piu gravi si verifica la cosiddetta “tempesta citochinica” che comporta il rilascio di
citochine pro-infiammatorie (es., IL-1, 6, 8 e 17 e TNF-a) che contribuiscono alla rapida
insufficienza d’organo osservata in alcuni pazienti con COVID-19 in condizioni critiche (Mehta
et al., 2020). Inoltre, 1 pazienti con forme gravi di polmonite da SARS-CoV-2 soffrono di
ipossiemia non solo per I’inflammazione degli alveoli polmonari, ma anche per la presenza di
micro e macro trombi nel sangue, che possono occludere i vasi polmonari.

Per contrastare la tempesta citochinica sono stati proposti molti farmaci immunosoppressori, con
risultati incoraggianti (Amin Jafari e Ghasemi, 2020). Tuttavia, attenuare la risposta infiammatoria
durante le malattie infettive pud compromettere la risposta desiderata dell’ospite e predisporre a
infezioni secondarie. Una recente revisione retrospettiva di un caso monocentrico che ha
analizzato gli esiti clinici e 1 tassi di infezioni secondarie nei pazienti COVID-19 trattati con
l'inibitore del recettore dell’IL-6, Tocilizumab, ha rilevato un tasso di mortalita e un'insorgenza di
infezioni secondarie (es., superinfezioni da polmonite batterica) significativamente piu elevati,
pazienti trattati con questo farmaco immunosoppressore (Kimmig et al., 2020). Questi farmaci
sono quindi riservati a pazienti gravemente malati, dati i loro effetti collaterali indesiderati, in
particolare nelle forme lievi di infezione (Nguyen et al., 2020).

Dieta e nutrizione hanno ricevuto grande interesse, data la crescente evidenza del loro ruolo chiave
nella modulazione della funzione immunitaria (Butler e Barrientos, 2020). Un’alimentazione non
adeguata puo infatti avere un impatto negativo sulla risposta immunitaria; al contrario,
un’adeguata alimentazione garantisce una quantita adeguata di micronutrienti o alimenti funzionali
e puo potenzialmente aumentare la difesa dell’ospite contro le infezioni virali (Cena e Chieppa,

2020). In questo contesto, molti fitoterapici e integratori alimentari sono stati proposti dalla
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comunita scientifica; tuttavia, molte informazioni su questo argomento sono contrastanti (Ribeiro
et al., 2020).

omeostatiche pleiotropiche, tra cui la regolazione della risposta immunitaria, il controllo
dell'assunzione di cibo, la neuroprotezione e l'inibizione del dolore e dell'infiammazione (De
Filippis et al., 2011). Queste ben note proprieta, la pronta traducibilita clinica e 1’assenza di effetti
collaterali indesiderati hanno attirato I’attenzione della comunita scientifica verso il riutilizzo di
questi composti durante la pandemia di COVID-19 (Costiniuk e Jenabian, 2020).
Oleoiletanolamide, CBD, PEA e altri acidi grassi insaturi sono stati proposti come promettenti
candidati farmacologici per il trattamento dell’infezione da SARS-CoV-2 (Das, 2020). Tutti questi
composti condividono caratteristiche simili, essendo lipidi endogeni presenti in natura che
prendono parte alla risposta immunitaria dell'ospite a una varieta di noxae, comprese le infezioni
virali (Cabral et al., 2015).

Tra questi composti, PEA ¢ stata proposta come potenziale farmaco per il COVID-19 sulla base
del fatto che puod prevenire I’inflammazione polmonare e la fibrosi indotte dai mastociti durante
I’infezione da SARS-CoV2 (Gigante et al., 2020). Oltre a questi effetti, che sono stati i primi ad
essere descritti (Aloe et al., 1993; Facci et al., 1995), ¢ oggi accettato che PEA ha un'azione
multitarget e che i suoi potenziali meccanismi antivirali possono essere correlati a diverse altre vie
di segnalazione, come i recettori Toll-like (TLRs) e il PPAR-a (Esposito et al., 2014).

I1 SARS-CoV2 aumenta il rilascio di IL-6 legando i TLRs. L'attivazione di questi recettori porta a
una cascata di eventi intracellulari che culminano nell'attivazione di NF-kB e la successiva
sovraespressione di citochine infiammatorie, molecole di adesione e chemochine (McGonagle et
al., 2020). Il principale bersaglio recettoriale di PEA, il PPAR-a, induce l'espressione di 1kB,
inibendo cosi la via di segnalazione NF-kB e modulando 'espressione dei TLRs sulla superficie
cellulare. Essendo al crocevia tra questi due fondamentali sistemi di segnalazione, PEA pud
modulare la comunicazione tra PPAR-a e TLRs e potrebbe avere un effetto sinergico nell'infezione
da COVID-19 (Esposito et al., 2014). Inoltre, PEA agisce come antiossidante, riducendo lo stress
ossidativo/nitrosativo e prevenendo il danno endoteliale, ritenuto importante alla patogenesi della
risposta inflammatoria sistemica nel COVID-19 grave (Schonrich et al., 2020).

Numerose evidenze hanno dimostrano che SARS-CoV2 sia in grado di influenzare non solo la
funzione respiratoria e cardiovascolare, ma anche il tratto gastrointestinale (Ho et al., 2020; Wong
et al., 2020) e il SNC (Alomari et al.,, 2020; Asadi-Pooya et al., 2020). PEA ¢ utilizzata
principalmente come fitoterapico per le sue proprieta neuroprotettive e antinfiammatorie, in

particolare nei disturbi intestinali neurodegenerativi e inflammatori, dove ¢ stato dimostrato che
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riduce l'inflammazione intestinale e ripristina la funzione della barriera intestinale (Couch et al.,
2019; Karwad et al., 2017). E stato ipotizzato che lo stato infiammatorio da COVID-19 potrebbe
compromettere l'integrita della barriera intestinale, portando a un "leaky gut", che consente il
passaggio dei batteri nella circolazione sistemica, contribuendo potenzialmente allo stato settico
dei pazienti COVID-19 (Aktas et al., 2020; Hoel et al., 2020).

Un altro meccanismo antinfiammatorio significativo e interessante della PEA che potrebbe
tradursi direttamente nei pazienti COVID ¢ I’evidenza che la sua somministrazione nei topi ¢ in
grado di modificare i livelli di altri lipidi bioattivi nella circolazione sistemica. PEA riduce
significativamente l'acido arachidonico e il suo metabolita 20-HETE, noto per essere un potente
vasocostrittore dei vasi sanguigni, che potrebbe contribuire allo spasmo vascolare e alla
disfunzione endoteliale riscontrati nel COVID-19 grave (Heide et al., 2018). Una panoramica delle
attivita del PEA e di come queste potrebbero essere rilevanti nell’infezione da SARS-CoV2 ¢

mostrata nella Figura 11.

SARS-CoV2 infection
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Figura 11. Attivita multitarget di PEA e il suo potenziale nell'infezione da SARS-CoV2. PEA ha proprieta
immunomodulatorie, attraverso l'inibizione dei TLRs e della via di segnalazione di NF-xB. PEA e stata testata per le
infezioni virali respiratorie come potenziatore immunitario "non specifico", in grado di ridurre la lipoperossidazione
e la concentrazione sistemica di acido arachidonico e 20-HETE e di ridurre la permeabilita intestinale (Pesce et al.,
2020).

Uno dei potenziali ostacoli del trattamento con PEA ¢ la necessita di dosi elevate per ottenere il

suo effetto terapeutico, data la sua sfavorevole farmacocinetica e rapida metabolizzazione
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nell'vomo. Tuttavia, sono state sviluppate strategie alternative per aumentare efficacemente la

biodisponibilita di PEA, come um-PEA ultramicronizzata (Impellizzeri et al., 2014).

6.2.Uso di PEA nel trattamento del long COVID

Per alcune persone, il COVID-19 pud causare sintomi che durano settimane o mesi dopo la
scomparsa dell’infezione, con un significativo deterioramento della qualita della vita. Questa
condizione ¢ definita “sindrome post-COVID persistente” o “long COVID” (Temerozo et al.,
2022). I sintomi principali includono estrema stanchezza, mancanza di respiro, dolore o senso di
oppressione al petto e “nebbia cerebrale” (i.e., problemi di memoria e concentrazione), nonché
difficolta a dormire, palpitazioni cardiache, vertigini e dolori articolari. Sono possibili anche la
persistenza di anosmia e disgeusia (Giacomelli et al., 2020) o complicanze neuropsichiatriche
(Raciti et al., 2022; Rigoni et., 2022). Pertanto, la crescente importanza dei sintomi e del carico
prolungato del COVID, ha portato 1’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) a pianificare
diversi incontri internazionali con esperti raggiungendo un consenso su una definizione e
riportando 1 dettagli, i sottotipi e le definizioni dei casi di questa condizione (A Clinical Case
Definition of Post COVID-19 Condition by a Delphi Consensus, 2021). L’eziologia del long
COVID ¢ rappresentata da una condizione di immunosoppressione cronica (Temerozo et al.,
2022). Si ritiene, infatti, che 1’iperattivazione del sistema immunitario con anomalie del sistema
della coagulazione (Afrin et al., 2020; Kritas et al., 2020; Zhao et al., 2020) possa persistere in
soggetti predisposti, seppur con minore intensita causando la sintomatologia cronica del long
COVID.

Uno studio di coorte retrospettivo pubblicato recentemente (Raciti et al., 2022) ha valutato
I’efficacia di PEA nel trattamento del long COVID. 1 pazienti arruolati sono stati indirizzati
all’ambulatorio neurologico dell'IRCCS Centro Neurolesi “Bonino-Pulejo” (Messina, Italia) dai
medici di medicina generale o da altri specialisti oppure sono giunti in clinica autonomamente, da
agosto 2020 a settembre 2021, a causa della persistenza della sintomatologia. La diagnosi di long
COVID ¢ stata fata secondo la definizione dell’OMS: “Il long COVID si verifica in individui con
una storia di infezione da SARS-CoV-2 probabile o confermata, solitamente 3 mesi dall’esordio
di COVID-19 con sintomi che durano per un almeno 2 mesi e non puod essere spiegato con una
diagnosi alternativa” (Raveendran et al., 2021). Sono stati eseguiti esami fisici, neurologici e
cardiorespiratori e, quando necessario, i pazienti sono stati sottoposti a indagini strumentali. Sono
state raccolte anche le caratteristiche demografiche e cliniche. Nello studio sono stati inclusi solo

pazienti con long COVID trattati con 600 mg al giorno di PEA, per circa 3 mesi. In tutti i pazienti

37



sono state valutate le sequele funzionali, prima (TO) e alla fine del trattamento (T1, ovvero dopo 3
mesi), usando la scala dello stato funzionale post-COVID-19 (PCFS), una scala che classifica 1
pazienti in categorie significative e puo essere utilizzata per monitorare i miglioramenti nel tempo.
Dallo studio sono stati esclusi i pazienti con disturbi autoimmuni, patologie dei nervi periferici,
problemi reumatologici e cardiorespiratori preesistenti, nonché quelli con gravi disturbi
psichiatrici. La popolazione in studio ¢ stata divisa in due gruppi: pazienti ospedalizzati e pazienti
in assistenza domiciliare. Il ricovero ha coinvolto la fase acuta del COVID e nessuno dei pazienti
¢ stato ricoverato in ospedale durante il trattamento con PEA. Per ogni gruppo sono state esaminate
tutte le caratteristiche demografiche, con riguardo al genere e all'abitudine al fumo. I risultati
ottenuti, riassunti nella Tabella 2, indicano che la maggior parte dei pazienti ha ottenuto un
miglioramento significativo nel punteggio PCFS dopo il trattamento con PEA e senza alcun effetto
collaterale. Tuttavia, i risultati dello studio non possono essere generalizzati alla popolazione totale
di pazienti affetti da COVID-19, poiché manca un gruppo di controllo trattato con placebo. Inoltre,
non si pud escludere del tutto una guarigione spontanea, anche se questa ipotesi non ¢ cosi
probabile, come avviene nella quasi totalita dei pazienti dopo l'assunzione di nutraceutici.
L'efficacia della PEA potrebbe essere spiegata grazie alle sue proprieta antivirali ed
antinflammatorie descritte in precedenza. Un risultato interessante evidenziato dallo studio ¢
rappresentato dalle differenze tra i pazienti ospedalizzati e quelli assistiti a domicilio, poiché i
pazienti ospedalizzati hanno mostrato minori differenze nel punteggio PCFS rispetto ai pazienti

assistiti a domicilio.

Tabella 2. Caratteristiche cliniche dei pazienti ospedalizzati e non ospedalizzati trattati con PEA.

Smokers tame Care Hospitalized (N=10) p
(N=8)

Age 50.8+ 7.6 50.3+15 0.9
SLA 2.50+0.76 1.10 £ 0.99 0.005

Symptom length 6.3 +2.3 744+2.2 0.3
PCFS * t0 2.6+0.5 3.8+04 0.0000
PCFS *t1 0.4+0.5 2.2+1.3 0.002

Gender (M) 3 (37.5%) 3 (30%) 0.73

SI, symptom improvement (Raciti et al., 2022).
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In conclusione, i risultati dello studio suggeriscono che PEA potrebbe essere una terapia efficace
nei pazienti con long COVID. Tuttavia, sono necessari ulteriori studi preclinici e clinici per
valutare 1’efficacia a lungo termine della PEA come promettente terapia adiuvante in questa

sindrome che influisce negativamente sulla qualita della vita.
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CONCLUSIONI

In questa tesi ¢ stata condotta una revisione della letteratura sui potenziali effetti protettivi della
PEA in diverse condizioni patologiche umane. Quest’analisi ha permesso di mettere in luce una
vasta gamma di applicazioni terapeutiche promettenti di questa molecola. La ricerca condotta sulla
PEA ha rivelato una complessita intrigante nel suo meccanismo d'azione e una vasta gamma di
proprieta terapeutiche, con un'attenzione particolare al controllo del dolore e dell'infiammazione.
Tuttavia, dobbiamo considerare questi risultati solo come 1'inizio di un viaggio verso la piena
comprensione del potenziale farmacologico di questo composto naturale. E infatti fondamentale
continuare ad esplorare le potenziali applicazioni cliniche della PEA. Studi clinici piu estesi e
approfonditi potrebbero confermare e ampliare le sue promettenti proprieta terapeutiche in pazienti
affetti da dolore cronico, neuropatia e condizioni inflammatorie. Inoltre, ¢ essenziale identificare
dosaggi ottimali e modalita di somministrazione efficaci per garantire un uso sicuro ed efficace
della PEA nei diversi contesti clinici. La combinazione della PEA con altre sostanze potrebbe
rivelarsi una valida strategia terapeutica per migliorare l'efficacia nel trattamento di varie
patologie, aprendo la strada a sinergie terapeutiche innovative. Inoltre, siccome la comprensione
della farmacocinetica di PEA esogena ¢ ancora in una fase iniziale, la ricerca futura dovrebbe
valutare la precisa distribuzione tissutale e il sito del metabolismo della PEA al fine di stabilire
veri profili farmacocinetici di preparazioni non micronizzate, micronizzati e ultramicronizzate di
PEA.

PEA rappresenta un campo di ricerca in continua evoluzione, con un potenziale terapeutico
straordinario ancora in gran parte inesplorato. Gli sforzi futuri nella ricerca sulla PEA sono
destinati a portare a nuove scoperte e applicazioni cliniche che miglioreranno la qualita della vita

dei pazienti e contribuiranno allo sviluppo di terapie piu efficaci e sicure.
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